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Spis najczesSciej stosowanych skrotow

ACTB - gen kodujacy B-aktyne, ang. f-actin

DM - posta¢ gleboka morphea, ang. deep morphea

dSSc - posta¢ uogodlniona twardziny uktadowej, ang. diffuse systemic sclerosis

GAPDH - gen dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanowej, ang. glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase

GM - posta¢ uogolniona morphea, ang. generalized morphea

IL - interleukina, ang. Interleukin

IL-18BP - rozpuszczalne biatko IL-18, ang. IL-18 binding protein
INF - interferon

LM - posta¢ linijna morphea, ang. linear morphea

LoSCAT - wskaznik aktywno$ci, nasilenia choroby i uszkodzenia tkanek w morphea,
ang. Localized scleroderma Cutaneous Assessement Tool

LS - liszaj twardzinowy, ang. lichen sclerosus

ISSc - posta¢ ograniczona twardziny uktadowej, ang. limited systemic sclerosis
Max - warto$§¢ maksymalna

MEP - posta¢ ograniczona morphea, ang. morphea en plaques

Min - warto$¢ minimalna

PBMC - komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, ang. peripheral blood mononuclear
cells

PGA-A - ogolna ocena lekarska dotyczaca aktywnosci choroby, ang. Physician’s
Global Assessment of Disease Activity

PGA-D - ogolna ocena lekarska dotyczaca uszkodzenia, ang. Physician’s Global
Assessment of Damage

real-time PCR - reakcja tancuchowa polimerazy W czasie rzeczywistym, ang. real time
polymerase chain reaction

SD - odchylenie standardowe, ang. standard deviation
SSc - twardzina uktadowa, ang. systemic sclerosis
TGF - transformujgcy czynnik wzrostu, ang. transforming growth factor

Th - limfocyty T pomocnicze, ang. T helper

TNF - czynnik martwicy guza, ang. tumor necrosis factor



1.  WSTEP

Twardzina ograniczona (localized scleroderma, LS) zwana rowniez morphea,
jest przewlekta, autoimmunologiczng chorobg tkanki tacznej, 0 nie w pelni wyjasnione;j
etiopatogenezie. Charakteryzuje si¢ nadmiernym odktadaniem kolagenu w obrebie
skory wiasciwej i/lub tkanki podskornej (Chiriac A 2016). Choroba ta moze zajmowaé
takze tkanki lezace glebiej, takie jak tkanka tluszczowa, powiez, migsnie i kosci
(Kreuter A 2009). Opisywanych jest kilka postaci morphea, z ktérych kazda prezentuje
rézne objawy kliniczne oraz inny stopien zajecia tkanki facznej. W przeciwienstwie do
twardziny uktadowej (Systemic sclerosis, SSc), w morphea nie stwierdza si¢ objawu
Raynauda, sklerodaktylii oraz zajecia innych narzadow i uktadow poza skorg (Adamski
Z 2015, Fett N 2011, Careta MF 2015).

1.1. Rys historyczny

Termin scleroderma pochodzi z greki (scleros, derma) ioznacza dostownie
»twarda skore” (Benedek TG 1982). Uwaza sig, ze po raz pierwszy stowa scleroderma
uzyt wloski lekarz, Giovambattista Fantonetti w 1836 roku, dla opisu objawdw choroby
uosoby dorostej. Przedstawit on przypadek trzydziestoletniej pacjentki, u ktorej
stwierdzono rozlany obrzek oraz obecno$¢ duzych krost na tutlowiu inogach. Po
krétkim czasie od wystapienia powyzszych zmian, skora chorej stata si¢ twarda, napigta
| brazowa, z zaoszczgdzeniem skory wokot brodawek sutkowych iskory twarzy (de
Silva U 1994). Na istnienie twardziny ograniczonej zwrocit takze uwage angielski
lekarz, Thomas Addison w 1854 roku podczas prezentacji dla Krolewskiego
Towarzystwa Medycznego i Chirurgicznego w Londynie. Addison przedstawit
przypadek trzydziestoletniej kobiety, uktorej skora na konczynach byla twarda
I napigta, dajac wrazenie sztywnej opaski, natomiast palpacyjnie mozna bylo wyczué
nieelastyczng, sztywng ,,substancj¢” pod skoérg. Addison okreslit to jako prawdziwe

bliznowce (Kaposi M 1874).

Nazwa morphea wywodzi si¢ z greki (form, structure) i oznacza zlokalizowane
na skorze obszary stwardnien. Uznaje si¢, ze po raz pierwszy terminu tego uzyt
Erasmus Wilson w 1867 roku (Wilson E 1867). Henry Radcliffe Cracker oceniajac
histopatologicznie wycinek ze zmiany skdrnej pacjenta z morphea poczgtkowo nie
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obserwowal zmian patologicznych w naskorku, nastgpnie wraz z progresja choroby
opisywat zanik brodawek skornych oraz rozrost tkanki tacznej. Doszedt do wniosku, ze
skdra w morphea jest biata i matowa, natomiast w twardzinie jest blada lub zotta.
Cracker stwierdzil, ze morphea jest powierzchowng i ograniczong postacig twardziny

(Crocker HR 1880).

Kontrowersje dotyczace nomenklatury tej jednostki chorobowej nadal nie ustaja
(Fett N 2013). Odmienny obraz Kliniczny i przebieg choroby w poréwnaniu do SSc
wskazuje na uzywanie bardziej precyzyjnej terminologii niz slowo ,twardzina”.
Scleroderma to termin opisujacy stan dermatologiczny stosowany dla grupy chordb,
ktorych cechg wspdlng jest nadmierne witoknienie skory i struktur przylegtych (Gupta
RA 2007). Jednak wspotczesnie pojecie to jest przyczyna wielu nieporozumien,
bowiem stosuje si¢ go zamiennie Z terminem twardzina, ktdra najczesciej postrzegana
jest jak choroba systemowa. Z kolei, jak wiadomo, LS jest synonimem morphea, czyli
choroby, w ktorej stwierdza si¢ jedynie zajgcie skory i struktur przylegtych. Uzywanie
nazwy twardzina wzbudza niepokoj oraz niepotrzebny stres wsrdd pacjentéw, a takze
wsrod lekarzy innych specjalnosci (styszac termin twardzina zakladajg, ze chodzi
o0 twardzing uktadows), co niejednokrotnie jest przyczyng zlecania niepotrzebnych
badan i konsultacji reumatologicznych. Zatem w celu uniknigcia nieporozumien wielu
ekspertow w zakresie LS zaleca nazywanie tej jednostki chorobowej morphea (Fett N
2013, Danczak-Pazdrowska A 2021).

1.2. Etiologia

Etiopatogeneza morphea nie zostala W pelni poznana. Wigkszos¢ badan
i doniesien naukowych dotyczy SSc. Uwaza sie, ze W morphea rolg odgrywajg zarowno
czynniki genetyczne, epigenetyczne, jak isrodowiskowe. Zaktada si¢, ze pierwotne
znaczenie w patogenezie choroby ma uszkodzenie komorek $rodbtonka, ktore moze
zainicjowac proces chorobowy (Narbutt J 2017). Wymienia si¢ nastgpujace czynniki
uszkadzajace: uraz, infekcje, promieniowanie lub leki (B-blokery, bleomycyna,
bromokryptyna, D-penicylamina). Powodujg one uszkodzenie mikronaczyniowe
I wtorng aktywacje limfocytow T (Knobler R 2017). Te z kolei uwalniajg cytokiny oraz
czynniki wzrostu odgrywajace kluczowa role w procesie widknienia. W badaniach

potwierdzono, ze transformujgcy czynnik wzrostu B (transforming growth factor,
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TGF-p), interleukina IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-27, interferon gamma (interferon
gamma, INF-y) iostatnio IL-17A sa niezbgdne w procesie zapalenia i widknienia
(Danczak-Pazdrowska A 2012, Gu YS 2008, Schoenherr C 2010, Shimozato O 2009,
Danczak-Pazdrowska A 2012, Shabgah AG 2014). Ostatecznie aktywacja tych
prozapalnych i indukujacych widknienie mediatoréw prowadzi do nadmiernej produkcji
kolagenu i zmniejszenia produkcji metaloproteinaz odpowiedzialnych za degradacje

kolagenu (Knobler R 2017).

1.2.1. Patogeneza

1.2.1.1.Uszkodzenia komoérek srodblonka

Uwaza si¢, ze najprawdopodobniej najwczesniejszym zjawiskiem lezacym
u podstaw patogenezy morphea jest aktywacja komorek $rodbtonka wynikajaca z jego
uszkodzenia (Kahaleh MB 1979). Aktywacja komorek $rodblonka wraz ze wzrostem
produkcji endoteliny-1 i obnizeniem produkcji prostacykliny prowadzi do skurczu
naczyn. Innymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do waskulopatii jest brak rownowagi
pomigdzy mediatorami proangiogennymi i antyangiogennymi, obecno$¢ pochodzacych
z fibroblastow czynnikow antyangiogennych oraz obnizony poziom czynnika
uczestniczacego W erytropoezie (friend leukemia integration factor 1, Flil)
odpowiadajacy za regulacje funkcji immunologicznych oraz produkcje kolagenu.
Uszkodzone komorki $rodblonka uwalniaja cytokiny, ktore zwigkszaja produkcje
czasteczek adhezyjnych takich jak czasteczki adhezji migdzykomorkowe;j (intracellular
adhesion molekule, ICAM)-1, czasteczki adhezji komoérkowej naczyn (vascular cell
adhesion molekule, VCAM)-1, E-selektyna, P-selektyna. Zwigkszenie liczby czastek
adhezyjnych powoduje z kolei zwigkszong rekrutacj¢ limfocytow T, ate nastgpnie
uwalniajg cytokiny pobudzajace proces widknienia m.in. IL-4, IL-6, TGF-B (Fett N
2011). Uszkodzenie komoérek endotelialnych prowadzi do obliteracji §wiatla matych
naczyn krwionosnych oraz uwolnienia antygenéw komoérkowych, co w konsekwencji
moze by¢ poczatkowym czynnikiem wyzwalajagcym  odpowiedZ  zapalng
I autoimmunologiczng. Teoria naczyniowa Ww patogenezie morphea znajduje

uzasadnienie w obrazie histopatologicznym zmienionej chorobowo skéry. W fazie
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zapalnej morphea komorki $rodbtonka wykazuja obrzek i pobudzenie, widoczne jest
pogrubienie $cian naczyn krwionosnych otoczonych naciekiem zapalnym oraz
aktywnymi fibroblastami. W p6znej fazie morphea obserwuje si¢ zwielokrotnienie

blony podstawnej i zmniejszenie gestosci naczyn (Gupta RA 2007).

1.2.1.2.Zaburzenia macierzy pozakomorkowej

Podstawowym zjawiskiem lezacym U podtoza morphea jest wtoknienie. Proces
wloknienia jest spowodowany nadmierng synteza kolagenu iupos$ledzong jego
degradacja. Odpowiedzialne sa za to fibroblasty, ktore po aktywacji produkuja macierz
pozakomorkowsg. Glownym regulatorem tego procesu jest TGF-B (Gupta RA 2007).
TGF-B jest cytoking wystepujaca W 3 izoformach (TGF-Bl, TGF-B2, TGF-B3)
| wykazujaca dziatanie wielokierunkowe. Bierze ona udzial w regulacji, réznicowaniu
i migracji komorek, w procesach chemotaksji, apoptozy, a takze w regulacji procesow
immunologicznych. Jest wytwarzana glownie przez komorki jednojadrzaste, m.in.
limfocyty, monocyty i ptytki krwi (Budzynska-Wtodarczyk J 2016). Wzrost stezenia
TGF-B powoduje wzrost ekspresji kolagenu typu I, 1, VI, X, fibronektyny oraz
proteoglikandéw (Yamamoto T 2006, Asano Y 2006). Ponadto powoduje zmniejszenie
produkcji proteaz, a wzrost ich inhibitorbw (Yamamoto T 2006). Inaktywacji ulega
takze metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej (matrix metalloproteinases, MMP).
Tomimura i wsp. wykazali, ze U pacjentow z morphea oraz SSc obecne sg przeciwciata
anty-MMP, ktore nie byly obecne u 0s6b zdrowych z grupy kontrolnej (Tomimura S
2008). W patogenezie morphea podkresla si¢ rowniez role insulinopodobnego czynnika
wzrostu (insulin-like growth factor, IGF) (Fett N 2011). Fawzi iwsp. w skorze
pacjentow chorujacych na morphea wykazali zwigkszona ekspresje genu IGF
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Fawzi MM 2008). IGF zwigksza produkcje
kolagenu, rekrutuje fibroblasty oraz aktywuje nadmierng produkcj¢ macierzy

pozakomorkowej (Fawzi MM 2008).
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1.2.1.3. Zaburzenia immunologiczne

Jedng z waznych sktadowych bioracych udziat w patogenezie morphea jest
aktywacja uktadu immunologicznego. Zwigkszona produkcja czasteczek adhezyjnych
takich jak ICAM-1, VCAM-1, E-selektyny i P-selektyny prowadzi do wzrostu
rekrutacji komorek zapalnych, w tym limfocytéw T, monocytéw oraz innych komorek
uktadu odporno$ciowego (Mertens JS 2017). Badania wykorzystujace cytometri¢
przeptywowa U chorych na morphea (w grupie dorostych idzieci) wykazaly, ze
w odpowiedzi immunologicznej dominujg limfocyty T pomocnicze (helper T cells, Th)
CDA4+, a obserwuje si¢ spadek limfocytow T regulatorowych (regulatory T cells, Treg)
(Inoshita T 1981, Keystone EC 1982, Mirizio E 2018). Rowniez w badaniu
histopatologicznym zmian skornych pobranych we wczesnej, zapalnej fazie morphea
udowodniono aktywacje przede wszystkim limfocytow T, co moze wskazywac¢ na ich
udzial w uszkodzeniu tkanek oraz indukcji witoknienia (Gupta RA 2017). Badania
sugerujg istnienie zaburzenia roéwnowagi W populacji limfocytow Th, z przewaga
limfocytow Th2 nad Thl, co rowniez sprzyja procesom widknienia (Artlett CM 2005).
Ihn i wsp. oceniajac surowice pacjentdbw chorych na morphea iSSc wykazali
podwyzszone stezenie CD30 (powierzchniowy antygen limfocytéw Th2), co moze
rowniez sugerowac¢, ze odpowiedZ immunologiczna jest zwigzana ze zwigkszong
aktywnoscig limfocytow Th2 (Ihn H 2000). Postuluje si¢, ze w fazie wczesnej, aktywnej
morphea przewaza odpowiedz limfocytow Thl i Th17. Limfocyty Thl produkuja IFN-y
I IL-2, ktore sa stymulowane przez IL-12 (Mirizio E 2018). Cytokiny takie jak
interferon gamma indukujacy biatko 10 (interferon gamma-induced protein 10, I1P-10),
biatko chemotaktyczne monocytéw (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1), IL-17a,
IL-12p70, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF), ptytkopochodny
czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor-bb, PDGF-bb), IFN-02 i IFN-y,
oznaczane W komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) u pacjentow chorych na morphea w poréwnaniu z grupg
kontrolng byly podwyzszone (Torok KS 2015). IL-12 stymuluje limfocyty Thl do
produkcji IFN-y, ktory indukuje ekspresje IP-10 (Torok KS 2015). IP-10 jest
produkowana m.in. przez fibroblasty i komoérki srodbtonka. Uwaza sig, ze IP-10 jest

chemoking zwigzana z pobudzeniem odpowiedzi prozapalnej, Thl-zaleznej i wykazuje
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dodatnig korelacj¢ z aktywnoscig choroby. Sugeruje si¢, ze W przysztosci biatko to

moze by¢ serologicznym markerem aktywnos$ci choroby (Torok KS 2015).

Limfocyty Thl17 produkuja IL-17A, 1L-21, 1L-22 (Mirizio E 2018).
Danczak-Pazdrowska i wsp. wykazali zwiekszong ekspresje genu IL-17A w PBMC
u pacjentow chorych na morphea w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz ujemng
korelacje¢ pomiedzy czasem trwania choroby aekspresja genu IL-17A
(Danczak-Pazdrowska A 2012). O’Brien i wsp. rowniez wykazali zwigkszona ekspresje
genu IL-17A w PBMC i w skorze chorych na morphea, atakze wykazali dodatnig
korelacje pomigdzy wzrostem ekspresji genu IL-17A ikrétszym czasem trwania
choroby (O’Brien JC 2017). Torok i wsp. przeprowadzili badanie na grupie 69 dzieci
z rozpoznaniem morphea iwykazali znaczaco wyzsze osoczowe stgzenie [P-10
i IL-17A oraz innych cytokin MCP-1, IL-12p70, GM-CSF, PDGF-bb, IFN-a2 i IFN-y
u pacjentdw chorych na morphea w poréwnaniu z grupg kontrolng. Podsumowujac
wyniki tego badania zasugerowano, ze W morphea bardziej niz w SSc dominuje
odpowiedz prozapalna zalezna od limfocytow Thl (IFN-y) i Thl7 (IL-17A). Wzrost
warto$ci tych cytokin korelowat z krétszym czasem trwania choroby. Dodatkowo
wykazano, ze IL-4, IL-5 i1L-13, wydzielane przez limfocyty Th2, nie byly istotnie
podwyzszone (Torok KS 2015). Postuluje si¢, ze odpowiedz zapalna zalezna od
limfocytow Th2 dominuje w fazie stwardnieniowej morphea (Mertens JS 2017).
Limfocyty Th2 produkuja IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13, ktore koreluja z procesami
witoknienia (Torok KS 2015). IL-4 indukuje produkcj¢ TGF-p, ktdra oprécz pobudzenia
produkcji kolagenu, powoduje roznicowanie fibroblastow do miofibroblastow komorek
migsni  gladkich. Nagromadzenie miofibroblastow wzmaga proces witdknienia,
poniewaz zwigksza si¢ sztywno$¢ macierzy pozakomorkowej (Rongioletti F 2018).

W fazie wioknienia miofibroblasty nie ulegaja apoptozie (Artlett CM 2018).

1.2.1.4.Inflamasom i cytokiny z rodziny IL-1

Inflamasom to wewnatrzkomorkowy kompleks biatkowy, ktory laczy sig
z receptorem NOD-podobnym (nucleotide-binding domain leucine-rich repeat
containing family, NLR) i dziata jako receptor wielu sygnatéw zagrozenia, takich jak
drobnoustroje lub czasteczki powstale na skutek zaburzen metabolicznych

i uszkodzenia tkanek (Goralska M 2015, Hornung V 2008). Inflamasomy produkowane
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sag W monocytach, makrofagach, limfocytach T, fibroblastach, miofibroblastach,
keratynocytach, komorkach $rodblonka i komorkach watrobowych (Artlett CM 2018).
W ich tworzeniu szczegdlny udzial biorg przedstawiciele podrodziny receptora
NOD-podobnego (nucleotide-binding oligomerization domain, Leucine rich Repeat and
Pyrin domain containing, NLRP), z ktorych kluczowa role w regulacji odpornosci, jak
réwniez wptyw na choroby autoimmunologiczne, ma NLRP3 (Martinon F 2002).
Aktywacja inflamasomu NLRP3 prowadzi do przeksztatcenia proenzymu kaspaza-1 do
czynnej postaci, ktory nast¢pnie uczestniczy W rozszczepieniu nieaktywnych
prekursorow IL-1B ilIL-18 wich aktywne formy oraz indukuje ich wydzielanie
z komorki (Murphy JE 2000).

Rola inflamasomu w patogenezie SSc i morphea nadal nie zostala poznana.
Z uwagi na doniesienia literaturowe, iz IL-1p iIL-18, ktore aktywowane sa przez
kaspaze-1 | wykazujg dziatanie profibrotyczne, a inflamasom uczestniczy w aktywacji
kaspazy-1, sugeruje si¢, ze inflamasom moze odgrywaé rolg W procesie widknienia.
Artlett iwsp. wykazali 5-7 krotny wzrost transkrypcji NLRP3, IL-1f ilL-18
w fibroblastach skéry, natomiast po leczeniu inhibitorem kaspazy-1 spadek poziomu
kolagenu oraz zmniejszenie ekspresji o-aktyny miesni gladkich (a-smooth muscle
action, a-SMA) w miofibroblastach, co prowadzito do zmniejszenia liczby i grubosci

witodkien naprezeniowych w komérce (Artlett CM 2011).

Cytokiny z rodziny IL-1 to grupa 11 cytokin (Tabela 1), ktore odgrywaja wazna
role W regulacji odpowiedzi immunologicznej. Do tej grupy nalezg m.in. IL- 1p, IL-18

i IL-33 0 potencjalnym dziataniu profibrotycznym (Artlett CM 2018).
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Tabela 1. Cytokiny z rodziny IL-1 (Arlett CM 2018).

Nazwa Nazwla Lr_cidziny Dzialanie profibrotyczne/antyfibrotyczne
IL-1a IL-1F1 Profibrotyczne
IL-1B IL-1F2 Profibrotyczne
IL-1RA IL-1F3 Antyfibrotyczne
IL-18 IL-1F4 Profibrotyczne
IL-33 IL-1F11 Profibrotyczne/antyfibrotyczne
IL-360 IL-1F6 Profibrotyczne
IL-363 IL-1F8 Nieznane
IL-36y IL-1F9 Nieznane
IL-36RA IL-1F5 Nieznane
IL-37 IL-1F7 Nieznane
IL-38 IL-1F10 Nieznane
IL-18

IL-1B to jedna z najlepiej poznanych i zbadanych cytokin nalezacych do rodziny
IL-1. Jest uznawana za silng cytoking prozapalng 0 dziataniu ogdlnoustrojowym oraz za
amplifikator reakcji immunologicznych (Dinarello CA 1996, Dinarello CA 2014).
Rodzina receptorow interleukiny 1 (IL-1R) sktada sie z 10 cztonkéw majgcych podobng
struktur¢. Zbudowane sa z zewnatrzkomorkowych domen immunoglobulinowych
i cytoplazmatycznych, z wyjatkiem IL-1R2. IL-1R1 wykazuje wicksze powinowactwo
do IL-1a, natomiast IL-1R2 do IL-1B. Poniewaz IL-1R2 nie posiada domeny zwanej
motywem zwigzanym z Toll i receptorem dla interleukiny 1 (toll/interleukin-1 receptor,
TIR) nie moze pehi¢ funkcji sygnalizacyjnej, przez co dziata jako receptor-putapka
(Colotta F 1993). Receptory IL-1R1 sg obecne na wigkszosci komorek reagujacych na
IL-1, natomiast IL-1R2 znajduje si¢ gtownie na limfocytach B, monocytach
I neutrofilach. Dodatkowo istnieje takze rozpuszczalna forma receptora IL-1 oraz
antagonista receptora dla interleukiny 1 (IL-1Ra), ktory pojawia si¢ W organizmie jako
przeciwzapalna proteina konkurencyjnie blokujaca receptory IL-1R1 ilL-1R2,
uniemozliwiajac taczenie si¢ z IL-1a i IL-1p (Boraschi D 2018). IL-1B wytwarzana

I wydzielana jest glownie przez monocyty i makrofagi, jako nieaktywny prekursor
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pro-IL-18  w odpowiedzi na sygnaly molekularne przenoszone przez wzorce
molekularne zwigzane z patogenami (pathogen associated molecular patterns, PAMP).
PAMP oddzialujg na makrofagi poprzez receptory rozpoznajace patogeny (pathogen
recognition receptors, PRR). Aby zainicjowaé proces przetwarzania iwydzielania
aktywnej IL-1B, makrofag musi napotkac kolejny sygnal przenoszony przez PAMP lub
wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem (damage associated molecular patterns,
DAMP) (Garlanda C 2013). Pro-IL-1B jest rozszczepiana przez prozapalng kaspaze-1,
natomiast kaspaza-1 jest aktywowana przez inflamasom. Najlepiej poznanym
inflamasomem jest NLRP3, ktory ma trojdzielng budowe z PAMP/DAMP wykrywajace
C-koncowe powtorzenia bogate w leucyne (C-terminal leucine rich repeat, LRR),
centralng domene wigzgcag nukleotydy (nucleotide binding, NB) oraz N-koncowg
domeng pirynowa (pyrin domain, PYD) (Rider P 2013). Aktywacja pro-IL-1p moze
réwniez zachodzi¢ pod wplywem innych proteaz, takich jak: elastaza, katepsyna G,
chymaza (Afonina IS 2015). IL-1p wspomaga proliferacje¢ aktywowanych limfocytow B
i ich roznicowanie do komorek plazmatycznych. Indukuje wytwarzanie 1L-2, a takze
ekspresje¢ receptorow dla IL-2 oraz wspolnie z IL-2 promuje ekspansj¢ komorek NK,
a takze limfocytow T CD4+ i CD8+. IL-1p poprzez aktywacje komorek prezentujacych
antygen (antigen presenting cell, APC) wzmacnia odpowiedz komoérkowa, poprzez
wzrost wydzielania IFN-y, zarobwno przez cytotoksyczne limfocyty T oraz polaryzacije
limfocytow T CD4+ w kierunku Thl (McArthur JG 1993). Razem z IL-6 i IL-23, IL-1p
powoduje réznicowanie limfocytow CD4+ w kierunku Thl17, dodatkowo tez wspiera

indukowang przez APC produkcj¢ Th17 przez CD4+ (Ilarregui JM 2016).

IL-18 wykazuje rowniez dziatanie profibrotyczne promujac synteze kolagenu.
Dodatkowo nasila rekrutacje leukocytow do miejsca uszkodzenia, pobudza produkcje
mediatorow prozapalnych oraz zwigksza ekspresj¢ TGF-B, ktory jest waznym
czynnikiem profibrotycznym (Markovics A 2011). Maleszewska i wsp. wykazali, ze
IL-1B i TGF-B2 wykazuja dziatanie synergistyczne W promowaniu przeksztatcenia sig
komarek o fenotypie nablonkowym w komarki o fenotypie mezenchymalnym, co lezy
U podstaw procesu wioknienia (Maleszewska M 2013). Okazuje si¢ rowniez, ze
fibroblasty pochodzace z tkanki wldknistej wykazuja wieksza wrazliwos¢ na IL-1j,
poprzez wzrost liczby receptorow IL-R na powierzchni komorek oraz wzrost ich

wrazliwosci.
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IL-18

IL-18 zostata zidentyfikowana w 1989 roku w surowicy krwi myszy, ktoérym
uprzednio podano endotoksyng¢ Propionibacterium acne, poczatkowo nazywana IFN-y
(Okamaru H 1995). Podobnie jak IL-1B, nalezy do rodziny cytokin IL-1. IL-18
wytwarzana jest przez makrofagi, komorki dendrytyczne, komoérki nabtonkowe,
keratynocyty, chondrocyty, osteoblasty, fibroblasty oraz komdrki endokrynne (Gracie
JA 2003). Jest przechowywana wewnatrzkomorkowo jako biologicznie nieaktywny
prekursor pro-1L-18, a nastgpnic rozszczepiana przez enzym kaspaza-1 do formy
aktywnej. Receptor dla IL-18 jest heterodimerem i sktada si¢ z 2 podjednostek a i
(Hoshino K 1999). IL-18Ra, znane réwniez jako biatko zwiagzane z receptorem IL-1
(IL-1 receptor related protein, IL-1Rrp), odpowiedzialny jest za zewnatrzkomoérkowe
wigzanie IL-18, jednak jego powinowactwo do tej cytokiny jest niskie. IL-18Rp
wykazuje wysokie powinowactwo iodpowiada za wewngtrzkomorkowa aktywacje
szlaku sygnalizacyjnego (Torigoe K 1997). Dodatkowo IL-18 posiada receptor - biatko
rozpuszczalne (IL-18 binding protein, IL18BP), ktére dziata jako receptor ,,putapka”,
regulujac jej aktywnos¢ oraz uniemozliwia wchodzenie W interakcje z receptorami
innych komoérek uktadu odpornosciowego. Receptory dla IL-18 znajduja si¢ miedzy
innymi na limfocytach T, komorkach NK, makrofagach, komorkach dendrytycznych,
neutrofilach, bazofilach, komoérkach tucznych, komorkach srodbtonka i komdrkach
mies$ni gladkich (Nakamura S 2000, Chan WL 2001, Airoldi 12000, Wang Z 2018).
IL-18R, podobnie jak IL-1R, jest zwigzany poprzez podjednostke f z domeng receptora
Toll-like. Przekazywanie sygnalu do komodrki odbywa si¢ za pomoca
wewnatrzkomorkowej  proteiny MyD88, ktora zawiera w swoim  szlaku
sygnalizacyjnym TLR. Pobudzenie IL-18R powoduje rekrutacje MyD88 do receptora
Toll-like, a nastepnie fosforylacje kinazy proteinowej IL-1R (IL-1 receptor-associated
kinase, IRAK) (Kankaraj P 1999). Fosforylowany IRAK aktywuje czynnik 6
zwigzanym Zz receptorem czynnika martwicy nowotworu (TNF-R associated factor 6,
TRAF 6), aten z kolei fosforyluje kinaze indukowang przez jadrowy czynnik kappa B
(NF-xB) (Kojima H 1998). Wowczas NF-kB jest zdolny do migracji do jadra
komérkowego oraz zainicjowana transkrypcji genow, takich jak IFN-y. Jak
wspomniano powyzej, aktywno$¢ IL-18 regulowana jest przez endogenny inhibitor
IL-18BP, ktéry wykazuje w stosunku do niej wysokie powinowactwo. IL-18BP blokuje

wigzanie IL-18 zreceptorem oraz hamuje wytwarzanie IFN-y (Muhl H 2000).

17



Aktywnos¢ 1L-18 regulowana jest zatem w mechanizmie ujemnego sprz¢zenia
zwrotnego, W ktorym posredniczy IL-18BP indukowane przez IFN-y, hamujac

nadmierng odpowiedz zapalng IL-18.

Wykazano, ze osoczowe stezenie IL-18BP jest znacznie podwyzszone
W posocznicy, chorobie Stilla, ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn czy toczniu
rumieniowatym uktadowym (Novick D 2001, Girard C 2016, Novick D 2009, Novick D
2010). Wydaje si¢, ze rekombinowana IL-18BP moze mie¢ zastosowanie W leczeniu
chorob przebiegajacych z podwyzszonym stezeniem IL-18 w surowicy. W badaniach
Klinicznych znajduje si¢ lek biologiczny tadekinig, ktory zastosowano u pacjentéw
z chorobg Stilla (Gabay C 2018). IL-18 jest cytoking plejotropowa mogacg bra¢ udziat
w odpowiedzi Thl i Th2- zaleznej. Jej gtéwna rola w uktadzie immunologicznym jest
synergistyczne dziatanie z IL-12 w indukowaniu komorek Thl, komorek NK,
limfocytow B i makrofagow do produkcji IFN-y (Yoshimoto T 1998, Munder BM
1998). Zatem odgrywa wazna role w mechanizmach obronnych organizmu przed
infekcjami wywolanymi przez wirusy, bakterie, grzyby czy pierwotniaki. I1L-18
w obecnos$ci 1L-12 hamuje produkcje IgE oraz wytwarzanie IL-4 i IL-13 przez bazofile
I mastocyty w sposob zalezny od IFN-y. Wykazano réwniez, ze dziatajac samodzielnie
IL-18 indukuje produkcje IgE przez limfocyty B, poprzez wptyw na IL-4 iIL-13, co
sugeruje jej udzial w patomechanizmie chordb alergicznych (Yoshimoto T 2000).
W komorkach NK wzmaga dzialanie cytotoksyczne poprzez indukowanie zwigkszenia
ekspresji ligandu Fas i perforyn, co sugerowatoby, ze IL-18 ma wptyw na odpornosé
przeciwnowotworowa (Tsutsui H 1996, Baker KJ 2019). Dodatkowo IL-18 indukuje
produkcje GM-CSF oraz ekspresje czasteczek adhezyjnych, wzmacnia réwniez
ekspresjc ICAM-1 w komdrkach mielomonocytowych oraz ICAM-1 i VCAM-1
w komorkach $rodbtonka (Kohka K 1998).

Podobnie jak IL- 1B, IL-18 jest wazng cytoking W trakcie gojenia si¢ ran (Arlett
CM 2017). Kampfer i wsp. wykazali, ze podczas gojenia si¢ rany poziom mRNA [L-18
w skorze wzrasta, osiggajac najwyzsze stezenie podczas jej zamknigcia (Kampfer H
2000). Nakamura i wsp. wykazali znaczgco wyzszy poziom osoczowego stezenie 1L-18
u pacjentdbw z SSc w poréwnaniu z grupa kontrolng (Nakamura K 2016). Natomiast
poziom stezenia IL-18 u pacjentdbw z postacig ograniczong twardziny ukladowej
(limited systemic sclerosis, 1SSc), jak ipostacig uogoélniong twardziny ukladowe;j

(diffuse systemic sclerosis, dSSc) byty poréwnywalne, W zwigzku z czym autorzy
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sugerowali, ze IL-18 jest zwigzana zinnymi niz wldoknienie mechanizmami

patologicznymi lezgcymi u podstaw SSc.

IL-33

IL-33 zostala odkryta w2003 roku, poczatkowo nazywana czynnikiem
jadrowym komoérek wysokiego srodbtonka (nuclear factor-high endothelial venules,
NF-HEV), poniewaz znajdowata si¢ W naczyniach krwionosnych, ktore posredniczyly
w wejsciu  limfocytow do weztow chlonnych iinnych narzadéow limfatycznych
(Baekkevold ES 2003). W 2005 roku Schmitz i wsp. opisali, ze C-koncowa cze¢$¢ biatka
NF-HEV wykazuje podobng struktur¢ do cytokin zrodziny IL-1, atakze indukuje
odpowiedZz Th2 poprzez aktywacj¢ biatka tlumienia rakotworczosci (supression of
tumorigenicity 2, ST2) (nalezace do receptorow IL-1), na tej podstawie zaproponowali
nazwe 1L-33 (Schmitz J 2005). Cytokina ta posiada podwdjng funkcje, dziatajac jako
cytokina zewnatrzkomorkowa oraz jako wewnatrzkomorkowy czynnik jadrowy
regulujacy transkrypcje genow (Baekkevold ES 2003). Jest rowniez uwazana za tzw.
cytoking alarmowa, poniewaz jest uwalniana do przestrzeni zewnatrzkomorkowej po
uszkodzeniu, urazie czy martwicy komorek lub tkanek, nast¢pnie dziatajac jako
endogenny sygnat informujacy sasiadujace komorki itkanki o0 niebezpieczenstwie
(Liew FY 2010). W przeciwienstwie do innych interelukin z rodziny IL-1, IL-33 nie jest
syntetyzowana przez leukocyty, ale przez tkanki m.in. przez komorki $rodbtonka oraz
komorki nabtonkowe (skory, ptuc, drog oddechowych, przewodu pokarmowego),
fibroblasty, komorki limfoidalne $ledziony i wezldéw chlonnych czy astrocyty
(Moussion C 2008). IL-33 jest wydzielana jako aktywna biologicznie cytokina, nie
wymagajgca wczesniejszego rozszczepienia. Luthi iwsp. wykazali natomiast, ze
kaspazy-1, -3, i -7 powoduja inaktywacj¢ IL-33 celem aktywacji apoptozy (Luthi AU
2009), a nastepnie uwalniana jest ona do przestrzeni zewnatrzkomaérkowej, gdzie ulega
dalszemu rozszczepieniu przez proteazy serynowe, jak katepsyna-G i elastaza do
rozpuszczalnej i rekombinowanej cytokiny o zwigkszonej aktywnosci (Lefrancais E
2012). 1L-33 jest ligandem dla heterodimerycznego receptora rodziny IL-1- ST2
zwigzanego Z blong. ST2 to cztonek nadrodziny TLR/IL1R, ktéry posiada przynajmniej
3 izoformy wynikajace zZ r6znego splicingu gendw: receptor zwigzany Z btong (ST2L),

forma rozpuszczalna (sST2) oraz wariant konstytutywnie aktywny (ST2V) (lwahana H
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1999). ST2L jest cztonkiem nadrodziny TIR/IL-1R, zawiera 3 zewnatrzkomorkowe
domeny IgG, jedng domeng transbtonowg oraz wewnatrzkomérkowa domene TIR.
Wystepuje gtdéwnie na mastocytach i komorkach Th2, gdzie IL-33 oddziatuje z biatkiem
pomocniczym IL-1R (IL-1RAcP) tworzac kompleks IL-33/ST2L/IL-1RACP. Powstanie
takiego kompleksu powoduje indukcj¢ szlakow sygnatowych MyD8S8, IRAK1, IRAK4
I TRAF6, nastgpnie aktywujac szlaki NF-xB i MAPK, tym samym zwickszajac
ekspresje cytokin zwigzanych z Th2- IL-4, IL-5 i IL-13 (Schmitz J 2005). Ma to istotne
znaczenie w inicjowaniu wrodzonej odpowiedzi immunologicznej podczas choréb
zapalnych, zakaznych czy alergicznych. sST2 nie posiada domeny transbtonowe;j
I wewnatrzkomoérkowej. Zaobserwowano, ze jego osoczowe stezenie jest podwyzszone
u pacjentéw, u ktorych w organizmie toczy si¢ stan zapalny (Hayakawa H 2007).
Ponadto dziata jako receptor putapka dla IL-33, ujemnie regulujac odpowiedz
immunologiczng zalezng od Th2 (Hayakawa H 2007). Natomiast rola ST2V nie jest do
konca poznana, receptory te sg gldwnie zlokalizowane W zotadku, jelicie cienkim

i okreznicy (Tago K 2001).

IL-33, w pordéwnaniu z pozostalymi cytokinami zrodziny IL-1, przede
wszystkim indukuje odpowiedZ immunologiczng zalezng od komorek Th2. Dodatkowo
uczestniczy w réznicowaniu naiwnych limfocytoéw T do fenotypu Th2 oraz stymuluje je
do wydzielania IL-5, IL-13 (Salimi M 2013). IL-33 moze takze indukowaé odpowiedz
typu Thl oraz produkcje cytokin takich jak IFN-y. Na powierzchni limfocytéw
cytotoksycznych CD8+ oraz limfocytow T regulatorowych réwniez znajduje si¢ ST2L
(Chan WL 2001). IL-33 indukuje mastocyty do zapoczatkowania odpowiedzi zapalnej
poprzez produkcj¢ cytokin Thl zaleznych-IL-6 i TNFa; cytokin Th2 zaleznych-IL-5,
IL-10, IL-13, GM-CSF oraz chemokin (Silver MR 2010). Jest rowniez silnym
aktywatorem bazofilow i eozynofilow indukujac degranulacje tych komorek. Wykazano
rowniez konstytutywna ekspresje receptora ST2L na powierzchni makrofagow, dlatego
tez IL-33 moze by¢ aktywatorem tych komoérek podczas infekcji bakteryjnych
(Oshikawa K 2002). Ponadto IL-33 promuje rozwoj komdrek dendrytycznych ze szpiku
kostnego. W prawidtowych warunkach ekspresja 1L-33 przez ludzie keratynocyty jest
niska lub niewykrywalna, natomiast po 24 godzinach po uszkodzeniu skéry wykazano
jej zwigkszong ekspresje (Sudnes O 2015), co sugeruje ze IL-33 pelni role czynnika
inicjujgcego stan zapalny. Dodatkowo Sudnes i wsp. wykazali, ze w keratynocytach

IFN-y byl najsilniejszym sygnatem pobudzajacym produkcj¢ IL-33 (Sudnes O 2015).
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1.2.1.5.Inne czynniki w patogenezie morphea

W patogenezie morphea pod uwage bierze si¢ rowniez predyspozycje
genetyczng. Okreslono szereg antygenow zgodnosci tkankowej (Human Leucocyte
Antigens, HLA), ktore wigza sie ze zwigkszonym ryzykiem morphea:
HLA-DRB1*04:04, HLA-B*37, HLA-DR5, DR8 iDR11, jednak wystgpowanie
rodzinne jest bardzo rzadkie (Narbutt J 2017). W przypadku czynnikéw infekcyjnych
wymienia si¢ wystgpienie zmian 0 charakterze morphea w przebiegu zakazen wirusem
odry, ospy wietrznej, Epstein-Barra, zapalenia watroby typu B i C (Longo F 1993,
Mihas AA 2003, Soylu S 2009, Spirer Z1979). Wsréd mozliwych czynnikow
etiologicznych wymienia si¢ rowniez zakazenie Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi),
ktorego rola nadal pozostaje kontrowersyjna i dyskusyjna. Zwigzek migdzy morphea
a chorobg z Lyme po raz pierwszy zasugerowatl Aberer i wsp. w 1987 roku (Aberer E
1987). Od tamtego czasu w licznych doniesieniach, w ktérych wykorzystywano metody
serologiczne, jak i oznaczanie DNA B. burgdorferi metoda PCR w wycinku ze zmiany
skornej nie potwierdzono zwigzku miedzy morphea a zakazeniem B. burgdorferi
(Pinazo Canales 11990, Raguin G 1992, Ranki A 1994, Alonso-Llamazares J 1997,
Espinoza-Leyn F 2006, Goodlad JR 2002). Weide i wsp. podaja, ze pé6znym zmianom
skdrnym w boreliozie mogg towarzyszy¢ zmiany pseudosklerotyczne, lecz nie mozna
ich uzna¢ za zmiany W przebiegu morphea (Weide B 2000). Obecnie nie zaleca si¢
rutynowego oznaczenia poziomu przeciwcial w kierunku B. burgdorferi, z wyjatkiem
przypadkdw w ktorych istnieje uzasadnione podejrzenie kliniczne (Kreuter A 2016,
Krasowska D 2019).

Powszechnie wiadomo, ze obecnos¢ jednego zaburzenia autoimmunologicznego
moze wigza¢ si¢ Z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia innych zaburzen z kregu
chor6b autoimmunologicznych, co zostato nazwane przez Szyper-Kravitz i wsp. jako
"mozaika autoimmunizacji" (Szyper-Kravitz M 2005). Zwigzek morphea z innymi
chorobami z kregu chorob autoimmunologicznych jest opisywany w literaturze
medycznej od lat. Wedtug Leitenberger i wsp. u 30% dorostych pacjentow z morphea
wspotistnieje choroba autoimmunologiczna (Leitenberger JJ 2009), czesto$¢ ta jest
wyzsza niz U zdrowej populacji. Najczgstsze zaburzenia autoimmunologiczne obejmuja
luszczyce plackowata, toczen rumieniowaty uktadowy, stwardnienie rozsiane

i bielactwo nabyte (Kreuter A 2016). Natomiast w ostatnich badaniach nie wykazano
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zwigkszonej czgstosci wystgpowania dodatnich przeciwcial przeciwtarczycowych
u dorostych pacjentow z morphea (Danczak-Pazdrowska A 2018), inaczej niz
w populacji dziecigcej, W ktorej wspotistnienie z autoimmunologicznym zapaleniem
tarczycy jest istotne (Zulian F 2005). U pacjentow z uogolniong postacig morphea
znacznie czeSciej wspolistnieja zaburzenia autoimmunologiczne, niz U pacjentow
z innymi postaciami (Kreuter A 2016). W literaturze medycznej opisuje si¢ roOwniez
czestsze wspotwystepowanie morphea z liszajem twardzinowym okolicy anogenitalnej,

niektore dane wskazuja, ze czesto$¢ ta wynosi 38% (Lutz V 2012).

Od 1990 roku opisywane sg przypadki wystgpienia zmian o0 charakterze
morphea u pacjentdw po radioterapii, dotyczy to gtdownie pacjentow z rakiem piersi
w wywiadzie (Vigneron C 2014). Patogeneza tego zjawiska jest nadal niejasna.
Dotychczasowe dane wskazuja, Zze promieniowanie jonizujace aktywuje fibroblasty do
zwigkszonego wydzielania cytokin 0 dziataniu profibrotycznym (IL-4, IL-5, TGF-B)
(Spalek M 2014). W literaturze medycznej opisywane s3 roéwniez przypadki
zwloknienia skory zwigzane z chemioterapig, po takich lekach jak: docetaksel,
paklitaksel, bleomycyna, peplomycyna, fluoropirydyny, gemcytabina, doksorubicyna
i cyklofosfamid (Alexandrescu DT 2005).

Dodatkowo wsrod czynnikéw mogacych odgrywac role w patogenezie morphea
wymienia si¢ uraz. Czg$¢ autoréw postuluje wystepowanie zjawiska kebneryzacji jako
istotnego czynnika w patogenezie morphea (Trattner A 1991, Toyama S 2019).
Przyczyna tej reakcji nadal jest nieznana, uwaza si¢, ze pod wplywem urazu
mechanicznego uwalniane s3 do skory cytokiny, biatka stresu, czastki adhezyjne
oraz/lub autoantygeny (Toyama S 2019). Jedna z cytokin uwalnianych podczas
uszkodzenia komdrek lub urazu tkanek jest wspomniana wczesniej IL-33, zwana
cytoking alarmowa, ktora wykazuje dzialanie indukujace witoknienie (Li L 2018).
Opisywano rowniez przypadki morphea jako reakcje na wykonany tatuaz, gdzie zmiany

skorne ograniczone byly do wytatuowanego obszaru (Mehrtens SH 2018).
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1.3. Epidemiologia

Morphea jest rzadka jednostka chorobowa z kregu autoimmunologicznych
chorob tkanki tacznej, dlatego tez wydaje si¢, ze czgstos¢ jej wystepowania jest
niedoszacowana. Jedyne badanie populacyjne przeprowadzone przez Petersona i wsp.
w Olmsted County w latach 1960-1993 sugeruje, ze zapadalno$¢ na morphea Wynosi
okoto 0,4-2,7 przypadkdw/100 000 (Peterson LS 1997). Nadal brakuje danych
dotyczacych populacji polskiej. Choroba ta 2,6-6 razy czesciej wystepuje U kobiet niz
umezczyzn  (Kreuter A 2016). Na podstawie przeprowadzonych  badan
retrospektywnych wydaje si¢, ze morphea czesciej wystepuje wsrod ludzi rasy
kaukaskiej (Christen-Zaech S 2008, Leitenberger JJ 2009). Czgstos¢ wystgpowania jest
podobna u dzieci, jak i u dorostych. Szczyt zachorowania u dorostych przypada migdzy
40. a 50. rokiem zycia (Fett N 2013). Natomiast 90% dzieci diagnozuje si¢ miedzy 2.
a 14. rokiem zycia (Fett N 2013).

1.4. Podzial

Jedna z pierwszych klasyfikacji choroby jest podziat zaproponowany przez
Peterson iwsp. w 1995 roku. Wyr6zniono wowczas 5 glownych odmian twardziny:
plackowata (w tym liszaj twardzinowy, odmiang pierwotnie zanikowg), uogolniong,
linijna, pgcherzowa i gleboka (w tym eozynofilowe zapalenie powigzi) (Peterson LS
1995). Ta klasyfikacja byta dyskusyjna z dwoch powodéw. Po pierwsze uwzgledniata
np. liszaja twardzinowego, ktéry nie wchodzi w spektrum morphea. Po drugie nie
obejmowata postaci mieszanej morphea, ktora wystepuje U 15% pacjentéw (Fett N
2011). W 2009 roku klasyfikacja ta zostata zmodyfikowany przez Kreutera i wsp., gdzie
zaproponowano podzial na 5 gléwnych typoéw klinicznych: ograniczong, uogolniona,
linijng, gleboka i mieszang (Kreuter A 2009). Podzial ten podtrzymuje Europejskie
Forum Dermatologiczne (Knobler R 2017) cho¢ znane sa watpliwosci np. W kwestii
klasyfikacji postepujacego potowiczego zaniku twarzy czy eozynofilowego zapalenia
powigzi. Aktualnie wedtug autorow europejskich wytycznych eozynofilowe zapalenie

powigzi to osobna jednostka chorobowa w spektrum morphea (Knobler R 2017).

23



Klasyfikacja wedtug Kreutera i wsp. obejmuje nastepujace odmiany (Kreuter A 2009):
e postac ograniczona
o odmiana plackowata (morphea en plaques, MEP)
o odmiana grudkowa
o odmiana pierwotnie zanikowa, okreslana réwniez jako atrophoderma of
Pasini and Pierini, APP
e postac¢ uogolniona
o odmiana rozsiana lub uogolniona (generalised morphea, GM) (zaj¢cie co
najmniej 2 anatomicznych okolic ciata)
o eozynofilowe zapalenie powigzi (fasciitis eosinophilica, FE)
o disabling pansclerotic morphea
e posta¢ linijna (linear morphea, LM)
o odmiana linijna konczyn (akralna)
o postepujacy polowiczy zanik twarzy (progressive hemifacial atrophy,
PHA)
o 0dmiana typu cigcia szablg (morphea en coup de sabre, ECDS)
e posta¢ gieboka (deep morphea, DM)

e posta¢ mieszana (mixed morphea, MM)

1.5. Obraz kliniczny

MEP jest najczgstsza postacig kliniczng morphea wystepujaca U osob dorostych
(Marzano AV 2003). Pierwszym objawem morphea jest rumieniowa plama szerzaca si¢
obwodowo (faza zapalna). Stopniowo w centrum zmiany dochodzi do stwardnienia,
a ognisko przyjmuje barwe woskowozotta (faza stwardnieniowa). Skora w obrebie
wykwitow pozbawiona jest owlosienia. Obszar stwardnienia otoczony bywa
sinoczerwong lub fioletowa obwodka zapalng zwang lilac ring, co $wiadczy¢ ma
0 aktywnosci procesu zapalnego. Zwykle po kilku latach utrzymywania si¢ zmian, skora
W miejscu ogniska staje si¢ atroficzna, przebarwiona lub rzadziej odbarwiona (faza
regresji) (Glinski W 2017). Dobrym wyznacznikiem remisji jest odrost wloséw. Zmiany
skérne najczesciej zlokalizowane sg W obrebie tutowia, zwtaszcza W obrebie obszarow

pomigdzy biodrami i pachwinami (Glinski W 2017).
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Odmiana grudkowa morphea charakteryzuje si¢ wystgpowaniem licznych,
drobnych (mniejszych niz 1 cm) zmian sklerotycznych, koloru zoéttego lub biatego
0 Swiecace] powierzchni. Obrazem klinicznym przypominajg liszaj twardzinowy,
ktérego rozpoznanie jest mozliwe po wykonaniu badania histopatologicznego (Kreuter
A 2016). Zmiany te gldwnie lokalizujg si¢ na tutlowiu. Poczatkowo moga wystepowac
rumieniowe plamy (Kreuter A 2016).

APP jest rzadkg odmiang morphea wystepujaca czeSciej U dzieci niz U 0sOb
dorostych (Kreuter A 2016). Charakteryzuje si¢ wystepowaniem symetrycznych,
pojedynczych lub mnogich, ostro odgraniczonych od otaczajgcej skory przebarwionych
plam o0 $rednicy mniejszej niz 1 cm, ktorym nie towarzyszy stwardnienie. Dla
podkreslenia wyraznego odgraniczenia ognisk wprowadzono okreslenie ,,0bjawu
urwiska” (ang. cliff drop). Zmiany te najcze$ciej lokalizujg si¢ na tutowiu i W obrgbie
proksymalnych cze$ci konczyn (Knobler R 2017). Kreuter i wsp. uwazaja, ze moze by¢
to wczesna posta¢ odmiany grudkowej morphea (Kreuter A 2016).

O odmianie GM méwimy woéwczas, gdy obserwujemy wystgpowanie 4 lub
wiecej stwardnialych blaszek, 0 $rednicy wigkszej niz 3 cm, obejmujace 2 lub wigcej
z7 obszarow anatomicznych (glowa-szyja, kazda zkonczyn gornych idolnych,
przednia powierzchnia tutowia itylna powierzchnia tutowia) (Knobler R 2017).
Charakteryzuje si¢ ona cigzkim przebiegiem. Czg$ciej wystepuje U kobiet niz
U mezczyzn. Jako czynnik wyzwalajacy t¢ odmiane morphea wymienia si¢ wysitek
fizyczny (Careta MF 2015). Zmiany czesciej lokalizuja si¢ na tulowiu iudach, sg
symetryczne i wykazujg tendencj¢ do zlewania si¢ ze sobg (Kreuter A 2016). Poczatek
stwardnienia skory jest stopniowy, lecz szybko postepuje W ciagu kilku miesiecy
(Careta MF 2015), co wymaga réznicowania Z SSc. W przypadku GM nie obserwuje si¢
objawu Raynauda, odchylen w kapilaroskopii, owrzodzen w obregbie opuszkéw palcow
rak czy zajecia narzadéw wewnetrznych (Careta MF 2015). U cze$ci pacjentow z GM
moga pojawi¢ si¢ przykurcze w stawach lub bole stawowo-migsniowe (Careta MF
2015).

Disabling pansclerotic morphea jest rzadka uogdlniong postacia morphea,
0 agresywnym przebiegu i ztym rokowaniu. Dotyczy gldwnie dzieci ponizej 14. roku
zycia. Charakteryzuje si¢ szybko postepujacym zwtoknieniem i Stwardnieniem skory,

tkanki podskornej, a takze powigzi, migéni i kosci (Soh HJ 2019). Zmiany poczatkowo
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obejmuja konczyny, nastgpnie rozprzestrzeniaja si¢ na tulow, twarz iskorg glowy
Z zaoszczedzeniem obszaréw dystalnych. W konsekwencji dochodzi do wystapienia
przykurczOw w stawach, skrocenia konczyn, a takze powstania trudno gojacych si¢ ran
i owrzodzen (Knobler R 2017, Soh HJ 2019). W badaniach laboratoryjnych
obserwowano hipergammoglobulinemi¢ oraz eozynofili¢ (Soh HJ 2019).

FE, zwana tez zespotem Shulmana, jest rzadka postacia morphea, po raz
pierwszy opisang przez Shulmana w 1974 roku (Shulman LE 1975). FE wystepuje
cze$ciej U kobiet niz U mezczyzn, Sredni wiek wystgpienia to 47-57 lat (Wright NA
2016). Uwaza sie, ze U blisko polowy pacjentdéw czynnikiem wyzwalajagcym proces
chorobowy jest wysitek fizyczny (Lakhanpal S 1988). FE charakteryzuje si¢ naglym
poczatkiem, z widocznym rumieniem iobrzekiem, anastgpnie stwardnieniem
obejmujacym symetrycznie konczyny (Knobler R 2017). Poczatkowo skora objeta
procesem chorobowym staje si¢ ciastowata, ale w pozniejszych stadiach twardnieje
| wloknieje, co daje obraz ,skorki pomaranczy” (Knobler R 2017). Dodatkowo
obserwuje si¢ ,,objaw rowka/bruzdy” (ang. groove sign), czyli linijne zaglebienie
wzdtuz przebiegu powierzchownych zyl, wynikajace z tego, ze proces widknienia omija
obszary okotonaczyniowe. U okoto polowy pacjentow obserwuje si¢ przykurcze
stawoéw (Mazori DR 2017). W badaniach laboratoryjnych z odchylen wykazano
eozynofiliec w krwi obwodowej oraz eozynofilie tkankowa, a takze
hipergammoglobulinemi¢ oraz podwyzszony wskaznik opadania erytrocytow (Bielsa
Marsol 12013). Brak tych odchylen nie wyklucza jednak rozpoznania. Dodatkowo
opisuje si¢ wspolwystepowanie EF  z zaburzeniami hematologicznymi  oraz

nowotworami zto§liwymi, lecz sg to rzadkie przypadki (Pinal-Fernandez | 2014).

LM jest najczesciej obserwowana U dzieci | mtodziezy (Bielsa Marsol | 2013).
Poczatek choroby moze rowniez wystapi¢ W wieku dorostym. Objawia si¢ jako linijne,
glownie jednostronne stwardnienie skory wystepujace przede wszystkim W obrebie
konczyn (Bielsa Marsol |2013). Zmiany skorne czesto uktadaja sie wzdluz linii
Blaschko. Widknienie moze obejmowac rowniez tkanke podskorng, powiez, migsnie
oraz ko$ci. Wraz z postepem choroby pojawiajg si¢ przykurcze w stawach, deformacje
konczyn z zaburzeniem ich wzrostu, atakze atrofia miesni ikosci (Bielsa Marsol
1 2013).
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ECDS wiaze si¢ Z obecnoscig linijnego zwldknienia, stwardnienia oraz atrofii
tkanki podskornej oraz tkanek lezacych ponizej, przebiegajaca najczeséciej od wysokosci
brwi do okolicy czotowo-ciemieniowej (Knobler R 2017, Fledelius HC 2018). Ognisko
stwardnienia moze tez rozcigga¢ si¢ do obszaru nosa, wargi gornej, czasem tez dzigset
(Careta MF 2015). Zmiana jest najczgsciej jednostronna, lecz opisywane sg pojedyncze
przypadki wystgpowania obustronnego (Careta MF 2015). Odmiana ta wystgpuje
cze$ciej U dzieci, $redni wiek pojawienia si¢ zmian skornych to 13. rok zycia (Careta
MF 2015). Zajecie skory glowy owlosionej prowadzi do wystgpienia tysienia
bliznowaciejacego. Ponadto moze dochodzi¢ do zajgcia osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN) (powodujac bole glowy, migreny, drgawki), narzadu wzroku, kosci
szczgki (deformacja/zanik korzeni zgbow) (Careta MF 2015). W literaturze medycznej
opisywane s3 réwniez przypadki wspdtistnienia ECDS z postgpujacym potowiczym

zanikiem twarzy, czg¢sto$¢ ocenia si¢ na 40% (Knobler R 2017, Peterson LS 1995).

PHA, znany rowniez jako zespot Parry-Romberg, zostat po raz pierwszy opisany
w 1825 roku przez Parry’ego 11846 roku przez Romberga. Jest to rzadka odmiana
postaci linijnej morphea. Opisuje si¢, ze pierwsze objawy choroby pojawiaja si¢
pomiedzy 1. a 2. dekada zycia. PHA charakteryzuje si¢ jednostronnym zanikiem skory,
tkanki podskornej, miesni, atakze lezacych ponizej nich kosci. Atrofia moze by¢
poprzedzona stwardnieniem lub hipo-/hiperpigmentacjg zajetej skory. Proces
wloknienia W tej odmiana morphea wystepuje rzadko lub wcale. Choroba prowadzi do
wyraznej asymetrii twarzy, pojawienia si¢ ognisk tysienia bliznowaciejacego oraz
zaburzen neurologicznych i okulistycznych (Knobler R 2017, Kreuter A 2016, Careta
MF 2015).

DM to najrzadsza posta¢ morphea, stanowi <5% przypadkéw (Knobler R 2017).
Ogniska stwardnienia dotycza glebszych warstw skory takich jak: tkanka thuszczowa,
powiez lub migénie (Knobler R 2017). Zmiany te nie sg poprzedzone pojawieniem si¢
cech stanu zapalnego, stwardnienia czy przebarwienia w obrgbie skory (Knobler R
2017, Careta MF 2015). Posta¢ ta najczesciej lokalizuje si¢ na konczynach, zmiany sa
na ogot symetryczne (Knobler R 2017). W literaturze medycznej opisywane s3
przypadki DM po podaniu szczepionki lub po domigsniowym podaniu witaminy K
(Careta MF 2015).
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O odmianie MM moéwimy wowczas, gdy wystgpujace zmiany skorne
charakterystyczne sg dla wiecej niz jednej postaci morphea. Dotyczy ona najczesciej
dzieci, u ktérych czgsto wspotistnieje posta¢ liniowa morphea z postacig ograniczong

lub liniowa posta¢ morphea z postacig uogdlniong (Knobler R 2017, Kreuter A 2016).

1.6. Rozpoznanie

Z uwagi na charakterystyczny obraz kliniczny diagnoza morphea moze by¢
postawiona na podstawie badania przedmiotowego. Biopsja skdéry zmienionej
chorobowo i badanie histologiczne pozostajg nadal ,,ztotym standardem” w diagnostyce
zmian o niejasnym obrazie klinicznym (Kreuter A 2016, Krasowska D 2019). Obraz
histopatologiczny morphea zalezy od dwoch czynnikoéw: od fazy choroby, a takze od
glebokosci procesu chorobowego (Careta MF 2015). Na podstawie samego obrazu
histopatologicznego nie jest mozliwe réznicowanie morphea i SSc, jak rowniez réznych
postaci morphea. Dlatego tez zawsze wynik badania histopatologicznego nalezy
skorelowa¢ z obrazem Kklinicznym (Kreuter A 2016). Jesli podejrzewamy morphea
0 tagodnym przebiegu, jak posta¢ ograniczona morphea, zalecane jest wykonanie
biopsji sztancowej (3-6 mm) z okolicy lilac ring. Natomiast przy podejrzeniu postaci
glebokiej, linijnej 1 uogdlnionej nalezy pobra¢ gleboki wycinek z tkanka podskorng
(Krasowska D 2019). W fazie zapalnej morphea, w badaniu histopatologicznym
obserwuje si¢ obecno$¢ gestych, homogennych wigzek kolagenu w obrebie warstwy
siateczkowatej skory wilasciwej, ktore biegng rownolegle do powierzchni skory.
Dodatkowo pomigdzy wigzkami kolagenu, naczyniami krwiono$nymi i gruczotami
potowymi obecny jest gesty naciek zapalny, w ktérym przewazajg limfocyty, moga by¢
rowniez obecne komorki plazmatyczne, histiocyty oraz eozynofile. Naciek zapalny
w niektorych przypadkach moze sigga¢ do tkanki podskoérnej. Naskorek moze by¢
niezmieniony lub cienki izanikowy. Faza pdzna, sklerotyczna charakteryzuje si¢
znacznym zwloknieniem skory wiasciwej, ktore stopniowo obejmuje roéwniez tkanke
podskorng. Naciek zapalny jest nieobecny Ilub dyskretnie ograniczony wokoét
przydatkéw skory ulegajacych atrofii. Naczynia krwionosne w tkance podskornej
posiadaja pogrubialg $ciang, co znacznie ogranicza $wiatto naczynia (Knobler R 2017,
Kreuter A 2016, Careta MF 2015). W obrazie histopatologicznym eozynofilowego

zapalenia powiezi, wczesna faza charakteryzuje si¢ obecnoscig gestego nacieku
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zapalnego sktadajacego si¢ z eozynofildw, komorek plazmatycznych i monocytdw.
Naciek zapalny moze rozciggac¢ si¢ az do powigzi I lezacego ponizej migénia. W fazie
poznej naciek zapalny jest niewielki, przede wszystkim widoczne jest zwitoknienie

obejmujgce glownie powiez (Kreuter A 2016).

Ryzyko pojawienia si¢ odchylen w badaniach laboratoryjnych zalezy od postaci
klinicznej morphea ijest wicksze w przypadku postaci linijnej ieozynofilowego
zapalenia powiczi. Zadne badania laboratoryjne krwi nie sa wysoce specyficzne
i przydatne w celu postawienia rozpoznania morphea (Asano Y 2018). W opinii wielu
autorow mozna zaleci¢ wykonanie podstawowych badan laboratoryjnych, takich jak:
biatko C-reaktywne (CRP), aminotransferaza alaninowa (ALT), aminotransferaza
asparaginianowa (AST), y-Glutamylotranspeptydaza (GGTP), fosfataza alkaliczna
(ALP), dehydrogenaza mleczanowa (LDH), kinaza kreatynowa (CK), kreatynina
(Kreuter A 2016). Wystepowanie niektorych autoprzeciwcial (np. antyjadrowe,
anty-jednoniciowy DNA, anty-histonowe, anty-topoizomeraza Il, anty-RNP
| przeciwciala przeciw macierzy metaloproteinaz) bylo opisywane U pacjentow
z morphea (Christen-Zaech S 2008, Leitenberger JJ 2009), jednak wykonywanie
rutynowych badan przesiewowych dla tych przeciwciatl zaleca si¢ jedynie celem
wykluczenia wspotistnienia innej choroby z kregu autoimmunizacyjnych chorob tkanki
tacznej przy objawach ja sugerujacych np. twardziny uktadowej (Knobler R 2017).
W przypadku eozynofilowego zapalenia powigzi wskazane jest wykonanie
elektroforezy iilosciowego pomiaru immunoglobulin. Nalezy zauwazyé, ze
eozynofilowe zapalenie powiezi moze wspoétistnie¢ z zaburzeniami hematologicznymi.
W celu monitorowania aktywnosci choroby mozna réwniez u tych chorych rozwazy¢
oznaczenie eozynofilii w krwi. Bedzie ona wystepowaé we wczesnej fazie choroby
(Kreuter A 2016). Ostatnie badania wykazaty, ze podwyzszony poziom CK i aldolazy
W osoczu, moze wskazywaé na aktywno$¢ morphea u mtodych oséb, w zwigzku z tym
parametry te moga by¢ pomocne W okreslonych przypadkach (Wu EY 2014). Gdy
istnieje podejrzenie zapalenia mig$ni (glebokie ograniczone zmiany, b6l migéni, ucisk
i/lub ostabienie dotknigetych obszarow) zaleca si¢ woOwczas oznaczenie enzymow
migsniowych, OB i poziomu CRP. Poniewaz zapalenie mi¢$ni W morphea moze by¢

ograniczone, wyniki badan laboratoryjnych moga jednak by¢ w normie.

Obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (magnetic resonance imaging,

MRI) z kontrastem i ultrasonografia (ultrasonography, USG) sa przydatne do oceny
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rozlegtosci i glebokosci procesu chorobowego. MRI z kontrastem jest szczegolnie
zalecane w celu poznania ewentualnego zajecia uktadu kostno-stawowego (Asano Y
2018). Rutynowa USG jest wskazana w sytuacji gdy kontrast MRI nie moze zostaé
podany z powodu nadwrazliwo$ci na kontrast lub niewydolnosci nerek. W linijnych
postaciach morphea takich jak, PHA oraz ECDS, badanie neurologiczne wraz z MRI
glowy nalezy wykona¢ w celu wykluczenia zmian w OUN (Kreuter A 2016). Ponadto
pacjenci z postacia ECDS powinni by¢ skierowani na badanie okulistyczne, oceng
ortodontyczng lub laryngologiczng pod katem odpowiednio powiktan ocznych, a takze
wykluczenia zaburzen w stawie skroniowo-zuchwowym (Asano Y 2018). Za pomoca
ultrasonografii wysokiej czestotliwosci (high-frequency ultrasonography, HF-USG)
mozna $ledzi¢ dynamike procesu chorobowego. W fazie stwardnienia obserwuje si¢
wzrost echogenicznosci i pogrubienie skory. Natomiast w fazie zapalnej obnizenie
echogenicznosci (Wortsman X 2011, Polanska A 2011).

1.7. Leczenie

1.7.1.  Leczenie miejscowe

Dotychczas Zzadne z badan klinicznych nie potwierdzity hipotezy dotyczacej
skutecznosci miejscowych glikokortykosteroidow (GKS) w leczeniu morphea (Asano Y
2018). Wiadomo, ze miejscowe GKS hamujg stan zapalny oraz proces widknienia
poprzez hamowanie proliferacji fibroblastow (Sapadin AN 2002). W zwiazku z czym,
w opinii wielu autorow, miejscowe GKS sg szczegdlnie skuteczne w aktywnej fazie
choroby w przypadku powierzchownych zmian (Kreuter A 2016). Wytyczne
europejskie w leczeniu morphea rekomendujg stosowanie bardzo silnych miejscowych
GKS 1 raz dziennie przez okres 1 miesigca lub umiarkowanie silnych sterydow 1 raz
dziennie przez 3 miesigce (Knobler R 2017). Aby zwigkszy¢ ich skuteczno$¢ mozna
stosowa¢ je pod okluzja. Gdy konieczne jest dtugoterminowe leczenie GKS powinno
si¢ je stosowaé W terapii przerywanej. W przypadku aktywnych zmian w ECDS
najczesciej stosuje sie doogniskowg iniekcje acetonidu triamcynolonu 10-40 mg/ml lub

rozcienczonego lidokaing w stosunku 1:2-1:4 (Kreuter A 2016, Knobler R 2017).
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Miejscowy kalcypotriol 0,005% mozna uzna¢ za skuteczny lek w terapii
aktywnych, zapalnych zmian powierzchownych morphea zniskim stopniem
stwardnienia (Knobler R 2017). Leczenie powinno by¢ stosowane 2 razy dziennie przez
co najmniej 3 miesigce, jesli to mozliwe w warunkach okluzji (Kreuter A 2016, Knobler
R 2017).

Takrolimus 0,1% stosowany miejscowo mozna uzna¢ za alternatywe¢ dla
leczenie miejscowego GKS aktywnych zmian morphea (Kreuter A 2016, Knobler R
2017). Randomizowane, podwojnie S$lepe, kontrolowane badanie potwierdza jego
skuteczno$¢ w terapii 2 razy dziennie (Kroft EB 2009). Juz po 4 miesigcach stosowania
obserwowano regresj¢ rumienia oraz zmniejszenie stwardnienia skory (Sapadin AN
2002). Nie obserwuje si¢ rowniez istotnych efektdow ubocznych stosowanej terapii.

Brakuje badan nad stosowaniem miejscowo pimekrolimusu w leczeniu morphea

(Knobler R 2017).

1.7.2.  Fototerapia

Terapia promieniami ultrafioletowymi (UV) to jedna z najskuteczniejszych
metod leczenia mejscowego morphea (Breuckmann F 2004, Sunderkotter C 2006, Kroft
EB 2008, Gambichler T 2013). Polega na ekspozycji zmian skoérnych na UV, ktére ze
wzgledu na dtugos¢ fali mozna podzieli¢ na podtypy, takie jak UVA (UVALI i UVA2)
i UVB (szerokopasmowy i waskopasmowy) (Teske NM 2016). Promieniowanie UVB
dociera do warstwy brodawkowatej skory wiasciwej, podczas gdy UV A moze przenikac
nawet do tkanki podskornej. Promieniowanie UV ma wilasciwosci przeciwzapalne, jak
| hamujace proces widknienia (gtownie UVA). Wplywa na apoptozg limfocytow T
I komorek Langerhansa oraz zmniejsza stezenie cytokin prozapalnych, takich jak IL-6,
IL-8 i TGF-B. UVA indukuje metaloproteinazy macierzy komaérkowej, co prowadzi do
zahamowania produkcji kolagenu (Kreuter A2016). UV mozna réwniez podzieli¢

w zalezno$ci od stopnia penetracji skory.

Fotochemoterapia (psoralen ultrafiolet A, PUVA) polega na potaczeniu UVA
z podaniem fotouczulajgcych psoralenow w formie doustnej lub aplikowanej miejscowo
(krem lub kapiele). Poczatkowa dawka UVA jest regulowana po okresleniu minimalnej
dawki fototoksycznej (minimal phototoxic dose, MPD). Terapi¢ ogoélng PUVA
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rozpoczyna si¢ od dawki UVA odpowiadajacej 50-70% MPD. W terapii miejscowej od
30% MPD. W opinii autorow niemieckich, PUVA powinna by¢ stosowana w przypadku
wczesnych, zapalnych zmian morphea (Kreuter A 2016). Cykl leczenia powinien
sktada¢ si¢ z tacznie z 30 naswietlan przeprowadzanych 2-3 razy w tygodniu (Kreuter
A 2016, Knobler R 2017).

Dotychczas  opublikowano trzy badania dotyczace leczenia UVA
szerokopasmowym (320-400 nm) wsrod pacjentow z morphea (EI-Mofty M 2004). 63
pacjentow otrzymato trzy rézne dawki UVA 5, 10 i 20 J/cm2 po 20 naswietlaniach
osiggnieto podobny efekt terapeutyczny (Teske NM 2016). W zwigzku z tym leczenie
niskimi dawkami wydaje si¢ rowniez skuteczne. Zgodnie z wytycznymi niemieckimi
szerokopasmowe promieniowanie UVA jest mniej skuteczne niz PUVA lub UVAI,
a zatem powinno by¢ stosowane tylko wtedy, jesli fototerapia PUVA lub UV AT nie jest
dostepna (Kreuter A 2016).

Fototerapia UVA1 wykorzystuje fale o dtugosci 340-400 nm. Zastosowanie
maja 3 rézne dawki UVAL: niska dawka (10-29 J/cm?), $rednia dawka (30-59 J/cm?)
oraz wysoka dawka promieniowania (60-130 J/cm?). Wszystkie te schematy zostaty
wykorzystane w leczeniu morphea (Knobler R 2017). Zaleca si¢ naswietlanie $rednig
dawka promieniowania UVAL1 (3-5 razy w tygodniu, facznie 40 sesji) (Kreuter A 2016).
W ciggu 3 lat od zakonczenia leczenia UVAI ok. 50% pacjentow doswiadcza nawrotu
zmian (Vasquez R 2014). W takich przypadkach nalezy rozwazy¢ inny rodzaj terapii
uVv.

Zatem fototerapia jest leczeniem pierwszego wyboru w ograniczonych
postaciach morphea, natomiast nie jest odpowiednia, gdy dochodzi do zajecia giebszych
struktur (tkanka tluszczowa, powiez, miegsnie ikosci) (Kreuter A 2016, Knobler R
2017).

1.7.3.  Leczenie ogdlne

Ogo6lnoustrojowe GKS stosowane sg W leczeniu cigzkich odmian morphea,
takich jak: odmiana linijna (w tym ECDS), uogolniona i gieboka (Knobler R 2017).
Ponadto stanowia leczenie pierwszego rzutu W eozynofilowym zapaleniu powiezi

(Michet CJ 1981). Wiele badan wykazato skuteczno$¢ ogolnie stosowanych GKS
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w ostrej fazie choroby z aktywnymi zmianami skérnymi, zarbwno w monoterapii, jak
I w terapii skojarzonej z metotreksatem (MTX) (Knobler R 2017, Kreuter A 2016).
W przypadku ciezkich postaci morphea Zzrozleglym zajeciem skory i/lub tkanek
lezacych glebiej (tkanka tluszczowa, migsnie, powiezi, kosci, stawy) zalecane sg
dozylne pulsy metyloprednizolonu w dawce 500-1000 mg dziennie przez 3 dni
powtarzane przez co najmniej 3-6 miesigcy (Knobler R 2017, Kreuter A 2016).
W przypadku terapii doustnej zaleca si¢ prednizon w dawce 0,5-2 mg/kg masy ciata
w 2-3 dawkach podzielonych (maksymalna dawka dobowa to 60 mg) przez 2-4
tygodnie, nastepnie ze stopniowa redukcja dawki (Knobler R 2017, Kreuter A 2016). Ze
wzgledu na liczne dziatania niepozadane ogdlnych GKS powinny one by¢ stosowane
tylko przez krotki czas w terapii wczesnych, ostrych zmian oraz w ciezkich postaciach
morphea (Knobler R 2017).

MTX jest lekiem immunosupresyjnym stosowanym u osob dorostych i dzieci,
z bardzo dobrym profilem bezpieczenstwa. Ze wszystkich ogdlnych terapii MTX jest
najlepiej przebadanym lekiem. Zgodnie z zaleceniami w przypadku ci¢zkich postaci
morphea z rozleglym zajeciem skory i/lub tkanek lezacych glebiej (tkanka tluszczowa,
miegs$nie, powigzi, koSci, stawy) nalezy zastosowaé MTX wdawce 12,5-25 mg
tygodniowo, max 25 mg tygodniowo w monoterapii lub w potaczeniu z GKS
stosowanymi ogoélnie (dawkowanie jak powyzej) (Knobler R 2017, Kreuter A 2016).
Leczenie powinno trwa¢ co najmniej 12 miesigcy, po uzyskaniu odpowiedzi

terapeutycznej mozna rozwazy¢ zmniejszenie dawki (Knobler R 2017, Kreuter A 2016).

Mykofenolan mofetylu (MMF) to lek hamujacy proliferacje limfocytow T i B,
ale takze komorek typu mezenchymalnego, wtym komoérek migsni gladkich
i fibroblastow. W 2009 r. MMF zostal opisany jako alternatywa leczenia morphea
w przypadku opornosci lub nietolerancji MTX 1 GKS (Martini G 2009). Wedtug
autoréw europejskich wytycznych moze stanowi¢ leczenie drugiego rzutu morphea
(Knobler R 2017). Autorzy polskich rekomendacji dotyczacych leczenia morphea
sugerujg rozwazenie dawki MMF 1-2 g/dobeg (Krasowska D 2019).
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1.8. Rokowanie i przebieg

Morphea wykazuje tendencje do samoograniczenia si¢ i spontanicznej remisji
zmian po 3-5 latach trwania (Christianson HB 1956, Kreuter A 2016, Mertens J 2017).
W niektorych  przypadkach  przebiega  w sposéb  postepujacy i nawrotowy.
W przeprowadzonej przez Martens iwsp. analizie retrospektywnej na grupie 344
pacjentach chorujacych na morphea wynikato, ze nawroty wystepowaly czesciej
U dzieci niz U dorostych. Kolejnym czynnikiem ryzyka nawrotu choroby byta odmiana
linijna morphea. U pacjentéw dorostych nawroty choroby znacznie czgsciej
wystepowaty W postaci uogélnionej morphea (Piram M 2013). Morphea nie przechodzi
w SSc (Kreuter A 2016, Asano Y 2018). Natomiast w literaturze medycznej opisywane
sa bardzo rzadkie przypadki wspotistnienia morphea iSSc. W trzech analizach
retrospektywnych, przeprowadzonych przez trzy niezalezne grupy naukowe (Zulian F
I wsp., Marzano AV iwsp., Piram M. iwsp.) wykazano, ze 2-3% dzieci z odmiang
linijng konczyn miato dodatnie przeciwciata przeciwko topoizomerazie | (Scl-70),
z czego tylko u jednego z nich po 17 latach rozwineta si¢ SSc (Zulian F 2005, Marzano
AV 2003, Piram M 2013).
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Morphea jest przewlekta choroba 0 nadal nie wyjasnionej patogenezie. Uwaza
si¢, ze pierwotne znaczenie ma uszkodzenie komoérek $rodbtonka, ktore prowadzi do
zaburzen immunologicznych i aktywacji  fibroblastow, zaburzen macierzy
pozakomdrkowej, a w konsekwencji do widknienia tkanek. W ostatnich latach wskazuje
si¢ na udziat interleukin z grupy IL-1 w patomechanizmie morphea. Zbadano przede
wszystkim role IL-1B wrozwoju tej choroby, jednak brak jest pelnych danych
dotyczacych jej zwigzku z dlugo$cig trwania choroby, stopniem nasilenia zmian
skdrnych i aktywnoscig choroby. Badania wskazuja, ze znaczenie w patomechanizmie
morphea moga mie¢ takze inne interleukiny z rodziny IL-1 o dziataniu potencjalnie
profibrotycznym, takie jak 1L-18 i IL-33, ktorych role badano jedynie w odniesieniu do
SSc. W niniejszej pracy planuje si¢ zbada¢ znaczenie wybranych interleukin z rodziny

IL-1 w patomechanizmie morphea.
Zatem celem pracy byto:

1. Ocena ekspresji genow IL1 beta i IL18 w komoérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej (PBMC) u chorych na morphea z uwzglednieniem poszczegoélnych
odmian choroby, stopnia jej nasilenia, aktywnosci i uszkodzenia tkanek.

2. Ocena osoczowego stezenia IL-1PB, IL-18, IL-33 u chorych na morphea
z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia,
aktywnosci 1 uszkodzenia tkanek.

3. Zbadanie zalezno$ci pomiedzy wynikami badan idanymi uzyskanymi na

podstawie badania podmiotowego i przedmiotowego.
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3. MATERIAL | METODYKA

3.1. Material

W badaniu udziat wzieto 88 osdb, w tym 59 chorych na morphea oraz 29 osob
zakwalifikowanych do grupy kontrolnej. Charakterystyke liczebnosci grup przedstawia
tabela 2.

Wszystkim osobom z grupy badanej ikontrolnej zostaly przedstawione
informacje o celu, sposobie przeprowadzenia, atakze wynikajacych z udziatu
w badaniach ewentualnych korzySciach izwigzanym z nim ryzyku. Material zostat
pobrany po uzyskaniu pisemnej, dobrowolnej is$wiadomej zgody na uczestnictwo
w badaniu. Projekt uzyskat zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (Uchwaty nr 52/19 z dnia 10 stycznia 2019 r.,
nr 238/19 z dnia 7 lutego 2019 r. oraz nr 501/19 z dnia 11 kwietnia 2019 r.).

Tabela 2. Charakterystyka i liczebno$¢ grup badanych.

Grupy badane Liczba chorych - n (%)
Lacznie 88 100,0
Morphea 59 67,0
Grupa kontrolna 29 33,0

n - liczebnos$¢ grupy

3.1.1. Grupabadana

Badaniu zostalo poddanych 59 chorych zrozpoznaniem morphea leczonych
ambulatoryjnie oraz w warunkach szpitalnych w Klinice Dermatologii Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu. Rozpoznanie zostalo postawione, zgodnie z aktualnymi
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wytycznymi, na podstawie klasycznego obrazu Klinicznego (Knobler R 2017,
Krasowska D 2019). Kryterium wykluczajacym byto stosowanie leczenia ogdlnego

I miejscowego w okresie miesigca poprzedzajgcego pobranie materiatu.

W badanej populacji chorych kobiety stanowity 83,1% (49 oséb) a mezczyzni
16,9% (10 osoéb). Srednia wieku w catej grupie wynosita 48,9+16,7 lat (min. 18 lat;
max. 73 lata). Charakterystyke grupy badanej przedstawia tabela 3.

Tabela 3. Statystyka opisowa w grupie chorych na morphea.

Morphea
n 59
Liczba chorych
% 100,0
.. n 49/10
Proporcje i odsetek
kobiet/mezczyzn % 83.1/16.9
Srednia+SD 48,9+6,7
Mediana 52,0
Wiek chorych (lata)
Min. 18
Max. 73

n - liczebno$¢ grupy, SD - odchylenie standardowe, Min. - warto$¢ minimalna, Max. -
warto$¢ maksymalna.

3.1.2.  Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 29 ochotnikow niechorujacych na choroby
przewlekte, dobranych pod wzgledem pici i wieku do grupy badanej. W grupie tej
kobiety stanowity 83% (24 osoby), a mezczyzni 17% (5 0sob). Srednia wieku wynosila
46,3+12,7 lat (min. 29 lat; max. 71 lat). Kryterium wykluczajagcym byto wystepowanie
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choréb autoimmunizacyjnych w rodzinie. Populacja ta stanowita kontrole w badaniu
wzglednego poziomu transkryptow genow wybranych biatek w PBMC, jak rowniez ich

osoczowego st¢zenia. Charakterystyke grupy kontrolnej przedstawia tabela 4.

Tabela 4. Statystyka opisowa grupy kontrolnej.

Osoby zdrowe
n 29
Liczba chorych
% 100,0
.. n 24/5
Proporcje i odsetek
kobiet/mezczyzn % 83.0/17.0
Srednia+SD 46,3+12,7
Mediana 47,0
Wiek chorych (lata)
Min. 29
Max. 71

n - liczebno$¢ grupy, SD - odchylenie standardowe, Min. - warto§¢ minimalna, Max. -
warto$¢ maksymalna.
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3.2. Metodyka

3.2.1. Badanie podmiotowe

Rozpoznanie morphea zostalo postawione zgodnie z aktualnymi wytycznymi, na
podstawie Kklasycznego obrazu klinicznego (Knobler R 2017, Krasowska D 2019).
U wszystkich chorych na morphea przeprowadzono szczegotowy wywiad, w ktorym
uwzgledniono czas trwania choroby (lata), wystepowanie urazu, ktory poprzedzat

pojawienie si¢ zmian skornych oraz wspotwystepowanie innych schorzen przewlektych.

3.2.2.  Badanie przedmiotowe

3.2.2.1.Posta¢ morphea oraz wspoélwystepowanie liszaja twardzinowego

Na podstawie oceny stanu klinicznego wyrdzniono 5 podgrup morphea zgodnie
z klasyfikacja przedstawiong przez Kreutera iwsp., Kktdra obejmuje nast¢pujace
odmiany morphea (Kreuter A 2009): posta¢ ograniczona morphea (MEP), postac
uogoélniona morphea (GM), posta¢ linijna morphea (LM), posta¢ gleboka morphea
(DM) oraz posta¢ mieszana morphea (MM).

Dodatkowo u wszystkich chorych oceniono wspotwystepowanie ognisk

0 charakterze liszaja twardzinowego.

3.2.2.2.0cena wskaznika aktywnosci, nasilenia choroby i uszkodzenia tkanek

u chorych na morphea polaczona z ogolna oceng lekarska

U wszystkich chorych na morphea zakwalifikowanych do grupy badanej
oceniono wskaznik aktywnos$ci, nasilenia choroby i uszkodzenia tkanek polaczony
Z 0godlng oceng lekarska na podstawie skali LS Cutaneous Assessment Tool (LoSCAT)
zaproponowanej przez Arkachaisriego i wsp. (Arkachaisriego T 2010, Arkachaisriego T
2013). Skiada si¢ ona ze zmodyfikowanego wskaznika aktywnosci lub nasilenia
choroby (modified LS Skin Severity Index, mLoSSI) i uszkodzenia tkanek (LS Skin
Damage Index, LoSDI).
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W oparciu o skale mLoSSI oceniano wyktadniki nasilenia lub aktywnosci
procesu chorobowego, takie jak rumien, stwardnienie skoéry, pojawianie si¢ nowych
wykwitow skornych lub powigkszenie juz istniejgcych zmian W ciggu ostatniego
miesigca. Kazdy z trzech wymienionych parametréw oceniono w skali od 0 do 3 pkt
w 18 obszarach anatomicznych ciata (twarz lub glowa, szyja, klatka piersiowa, brzuch,
gorna cze$¢ plecoéw, dolna cze$¢ plecow, prawe konczyny - ramie, przedramie, reka,

udo, podudzie, stopa, lewe konczyny - ramig, przedramig, r¢ka, udo, podudzie, stopa).

Rumien oceniono W obrebie brzegu zmiany: O - brak rumienia w obrebie
ocenianej lokalizacji anatomicznej, 1 - delikatny rumien 0 barwie réozowej, 2 - nasilony

czerwony rumien, 3 - oznacza rumien 0 barwie ciemnoczerwonej lub fiotkowe;.

Stwardnienie skory oceniono na podstawie mozliwosci ujecia skory w fatd: O -
skdra niezmieniona, 1 - niewielkie stwardnienie skory, mozliwo$¢ ujecia skory w fatd, 2
- umiarkowane stwardnienie utrudniajgce ujgcie skory w fatd, 3 - znaczne stwardnienie,

ktére zupetnie uniemozliwia ujecie skory w fatd.

Pojawienie si¢ nowych wykwitéw badz powigkszenie si¢ juz istniejagcych zmian,
ktore wystgpily W ciggu ostatniego miesigca oceniono na 3 pkt, natomiast brak tych

cech skutkowal przyznaniem 0 pkt.

W oparciu o skale LoSDI oceniano obecnos$¢ atrofii skory, atrofii tkanki
podskornej oraz wystepowanie zaburzen pigmentacji. W odniesieniu do oceny atrofii
skory: 0 - brak atrofii, 1 - atrofia niewielkiego stopnia lub skora §wiecaca, 2 -
umiarkowana atrofia i obecnos¢ przeswitujacych naczyn, 3 - znaczna atrofia i obecnos¢

zaglebien skory.

Przy ocenie atrofii tkanki podskdrnej: O - jej brak, 1 - obecnos¢ ptytkich
wglebien oraz utrata <1/3 tkanki thuszczowej, 2 - widoczne wklgsénigcie i utrata 1/3-2/3

tkanki tluszczowej, 3 - atrofia i utrata >2/3 tkanki thuszczowe;.

W odniesieniu do zaburzen pigmentacji (hipo- i hiperpigmentacja): O - brak, 1 -

tagodne zaburzenia, 2 - umiarkowane, 3 - znacznego stopnia zaburzenia pigmentacji.

Kazdy z wyzej wymienionych czynnikow oceniono na podstawie najbardziej
zaawansowanej zmiany w obrgbie danej lokalizacji anatomicznej. Nastepnie wszystkie
wymienione wyniki zostaly zsumowane (mLoSSI i mLoSDI), maksymalna warto$¢

wynosi¢ mogta 324 pkt.
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W odniesieniu do ogolnej oceny lekarskiej dotyczacej aktywno$ci choroby
(Physician’s  Global Assessment of Disease Activity, PGA-A) iuszkodzenia
(Physician’s Global Assessment of Damage, PGA-D) oceny dokonano za pomoca
100 mm wizualnej analogowej skali, w ktorej to 0 oznaczato chorobe nieaktywng lub
brak uszkodzenia tkanek, natomiast 100 to choroba o duzej aktywnosci lub duze
uszkodzenie tkanek (Arkachaisri T 2010, Arkachaisriego T 2013). Kwestionariusz
LoSCAT przedstawiono w tabeli 5 (Arkachaisri T 2010, Arkachaisriego T 2013).
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Tabela 5. Kwestionariusz oceny wskaznika aktywnosci, nasilenia choroby i uszkodzenia

tkanek u chorych na morphea (LoSCAT) wg Arkachaisri iwsp. (Arkachaisriego T

2010, Arkachaisriego T 2013).
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3.2.2.3.0cena aktywnoS$ci choroby

Chorzy na morphea, uktérych wciggu ostatniego miesigca stwierdzono
pojawienia si¢ nowej zmiany rumieniowej i/lub blaszki stwardnieniowej lub
obserwowano szerzenie si¢ uprzednio istniejacych ognisk lub obecna byta rumieniowa
obwddka (lilac ring), zostali zakwalifikowani do grupy zaktywnym procesem
chorobowym. Chorzy, u ktorych nie stwierdzono powyzszych objawdw, przydzielono
do grupy z nieaktywnym procesem (Florez-Pollack S 2018, Arkachaisri T 2010).

3.2.3. Badania dodatkowe

3.2.3.1. Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej i osocze

Od 0s6b z grupy badanej oraz od zdrowych ochotnikéw pobrano w warunkach
jatowych maksymalnie 2 razy 4,9 ml krwi do probowko-strzykawek zawierajacych
EDTA (S-Monovette, Sarstedt). PBMC uzyskano od 21 chorych na morphea oraz od 26
zdrowych ochotnikbw. PBMC uzyskano poprzez wirowanie w gradiencie gestosci
Fikolu (Ficoll-Histopaque 1.077 g/ml, Sigma Diagnostics) -800 g, 40 minut, 22°C.
Osocze do czasu wykonania badan przechowywane bylo w temperaturze -80°C. PBMC
zostato zalane 1 ml Renozolu (GenoPlast Biochemicals) worteksowane, nastepnie

przechowywane w temperaturze -80°C.
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3.2.3.2.Badanie ekspresji gendw IL1 beta i IL18 w komoérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(real-time PCR)

3.2.3.2.1. Izolacja RNA

Catkowite komorkowe RNA, izolowane z PBMC, uzyskano zgodnie z metoda
opisang przez Chomczynskiego 1 wsp. na drodze ekstrakcji fenolowo-chloroformowej
(Chomcezynski P 1987, Chomczynski P 1993). Faze wodng oczyszczano przy pomocy
zestawu NucleoSpin RNA XS (Macherey-Nagel). Zestaw ten wykorzystuje kolumny
z filtrem krzemionkowym oraz DNAz¢. Dla oceny prawidlowego przebiegu izolacji
I reakcji DNAzowania, dla kazdej proby RNA wykonano reakcje real-time PCR dla

genu referencyjnego - reakcja kontrolna typu no-RT.

3.2.3.2.2. Odwrotna transkrypcja

Odwrotng transkrypcje przeprowadzono przy uzyciu komercyjnie dostepnych
zestawow (Roche Applied Science). Po przeprowadzeniu reakcji odwrotnej
transkrypcji, proby komplementarnego DNA (complementary DNA, cDNA)

przechowywane byty w -80°C do czasu wykonywania reakcji real-time PCR.

3.2.3.2.3. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

Aby zoptymalizowaé proces real-time PCR dla kazdej z badanych sekwencji
zastosowano odpowiedni dobor starterow, temperatury ich przytaczenia, czasu elongacji
oraz stgzenia jonoOw magnezu. Wielko§¢ produktu oceniano wykorzystujac proces
elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym (IXTAE). Za reakcj¢ zoptymalizowang
uznawano takg, gdy uzyskano pojedynczy prazek 0 odpowiedniej diugosci (Rycina
1,2,3,4) oraz gdy analiza temperatury topnienia amplikonu po real-time PCR

wykazywata pojedynczy i jednorodny produkt amplifikacji.
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Nastepny etap polegal na sporzadzeniu 10-krotnych rozcienczen poprzez
dodatnie 10 pl roztworu 0 znanej liczbie kopii (standard) oraz 90 ul wody. Standardy
zostaty wykorzystane jako wzorce w badaniu real-time PCR. W kohncowym etapie
wykreslono krzywe standardowe. Dla kazdej analizowanej sekwencji zostata
wykreslona oddzielna krzywa standardowa, co postuzyto jako punkt odniesienia dla
wynikéw uzyskanych w real-time PCR. Na rycinie 5 przedstawiono przyktadowa

krzywa standardowa dla genu kodujgcego B-aktyne (5-actin, ACTB).
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Rycina 1. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu GAPDH.

242 pz

190 pz

147 pz
111110 pz

Rycina 2. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu ACTB.
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111/110 pz

Rycina 3. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu IL1 beta.

IL-18 131 pz

§190/pz}

i 147{pz]

§1,10/pz]

Rycina 4. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu IL18.
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Rycina 5. Krzywa amplifikacji i krzywa standardowa genu ACTB.
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Kazdg z préb cDNA amplifikowano dla wszystkich analizowanych transkryptow
Z uzyciem komercyjnego zestawu odczynnikow LightCycler® FastStart DNA Master
SYBR Green (Rycina 6,7,8,9). Uzyskane wyniki przedstawiono jako liczby
transkryptow badanych sekwencji (genéw) wzgledem S$redniej geometrycznej z liczby

transkryptow dwaoch genow referencyjnych.

Amplification Curves

2.4
22

1.8
1.6
1.4
1.2

Flucrescence (530/705)

08
0.6
0.4
0.2

2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycles

Rycina 6. Krzywa amplifikacji dla przyktadowej partii prob genu ACTB.
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Rycina 7. Krzywa amplifikacji dla przyktadowej partii prob genu GAPDH.
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Rycina 8. Krzywa amplifikacji dla przyktadowej partii prob genu IL1 beta.
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Rycina 9. Krzywa amplifikacji dla przyktadowe;j partii prob genu IL18.
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Ilosciowej ocenie ekspresji z zastosowaniem metody real-time PCR zostaty
poddane proby cDNA. Jej zasada opiera si¢ na monitorowaniu wzrostu fluorescencji po
kazdym cyklu reakcji. Mozliwe jest to poprzez wykorzystanie systemow detekcyjnych
opartych na zwigzkach fluorescencyjnych. W opisanych badaniach zostat zastosowany
system detekcyjny z barwnikiem SYBR Green, ktory wykazuje silne wlasciwosci
transmisyjne bedac w kompleksie z dwuniciowym DNA.

Analizie poddano wybrane fragmenty gendéw o dtugosci od 74 do 157 par zasad
(pz). Aby zminimalizowa¢ ryzyko amplifikacji niewtasciwych sekwencji pochodzenia
genomowego, W kazdym przypadku, amplikon obejmowat przynajmniej jeden intron.
Startery, ktorych uzyto w powyzszym badaniu, zaprojektowano na podstawie sekwencji
dostepnych w bazie danych GenBank iEnsembl, atakze na podstawie doniesien
z literatury medycznej (Danczak-Pazdrowska A 2012, Martinez-Godinez MA 2015).

Dane dotyczace charakterystyki starterow przedstawiono w tabeli 6.

Istotny byt rowniez wlasciwy wybor genu referencyjnego. Jest to gen, ktorego
poziom ekspresji jest mozliwie jak najmniej zmieniony w tkance oznaczanej oraz
w réznych warunkach eksperymentalnych (Ciesielska A 2008). Dlatego tez jako geny
referencyjne stosuje si¢ geny podstawowego metabolizmu komoérkowego. Pierwszym
z genow, ktory zostal uzyty w powyzszej pracy jest ACTB. Drugim uzytym genem
referencyjnym jest gen dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanowej (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase, GAPDH), nalezacy do genow podstawowego metabolizmu
komoérkowego, dodatkowo nie wykazuje zaleznosci wzglgdem pici czy wieku.
Zastosowanie GAPDH jako genu referencyjnego znajduje uzasadnienie w literaturze
medycznej, réwniez W kontekscie badan nad morphea (Bonet-Duquennoy M 2006,
Danczak-Pazdrowska A 2012). Ponadto uzycie ACTB zostato potwierdzone w danych

Z pismiennictwa (Suzuki T 2000).

Poprzez analiz¢ spadku poziomu fluorescencji wraz ze stopniowym wzrostem
temperatury mozna okre$li¢ temperature topnienia wybranego fragmentu dsDNA.
Poczatkowa warto$¢ temperatury odpowiada temperaturze elongacji, po ktorej
nastepowatl pomiar fluorescencji w reakcji real-time PCR. Na koniec poréwnano profil
topnienia z reakcjag wzorcowa uzyskana podczas reakcji optymalizacji, co stanowito
kontrole jakosciowa uzyskanych amplikonow. Wykresy fluorescencji w zaleznos$ci od

aktualnej temperatury oraz wykresy ujemnej pierwszej pochodnej w zalezno$ci od
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temperatury aktualnej uzyskane w czasie rzeczywistym dla poszczegblnych prob

przedstawiaja ryciny 10,11,12,13.

Tabela 6. Startery zastosowane w badaniu.

Dhlugos¢ amplikonu

Nazwa Sekwencja 5°- 3’ [pz]
GAPDH-F CTGCACCACCAACTGCTTAG
GAPDH-R TTCTGGGTGGCAGTGATG .
ACTB-F GCACAGAGCCTCGCCTT
ACTB-R GTTGTCGACGACGAGCG =
IL-1B-F TGGAGCAACAAGTGGTGT
IL-1B-R TTGGGATCTACACTCTCCAGC o
IL-18-F CAACAAACTATTTGTCGCAGGA
IL-18-R CAAAGTAATCTGATTCCAGGTTTTC .
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Rycina 10. Profil analizy topnienia dla genu ACTB.
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Rycina 11. Profil analizy topnienia dla genu GAPDH.
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Rycina 12. Profil analizy topnienia dla genu IL1 beta.
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3.2.3.3.Badanie metoda immunoenzymatyczna ELISA

Metoda immunoenzymatyczna ELISA stuzy do wykrywania oraz do
ilosciowego oznaczenia biatek, ktore zawiera badana probka. W reakcji tej pomigdzy
antygenem a przeciwcialem tworzg si¢ wigzania, ktére prowadza do powstania reakcji
barwnej. Nat¢zenie barwy zalezy od ilosci powstatych wigzan i odczytywane jest przy
uzyciu spektrofotometru w oparciu o krzywa kalibracyjng (Crowther JR 2001).

Ocena osoczowych stezen IL-1B, IL-18, IL-33 zostala wykonana u wszystkich
0s6b zgrupy badanej ikontrolnej metodg immunoenzymatyczng ELISA
z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnych zestawow Biorbyt LLC (St Luis, USA).
Oznaczenie zostaly przeprowadzone zgodnie z wytycznymi podanymi przez

producenta.

3.3. Analiza statystyczna

Wykonano analize¢ czgstosci wszystkich badanych zmiennych, ktére wyrazono
za pomoca tabeli oraz wykresow. Nastepnie przeprowadzono testowanie hipotez
badawczych poprzedzone testowaniem normalnosci rozktadu zmiennych. Odpowiednio
dla charakteru zmiennych oraz wielkosci proby zastosowano test Manna-Whitneya oraz
wspotczynnik korelacji rho Spearmana wraz z okresleniem istotnosci statystycznej
otrzymanych wynikow. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p<0,05. Wszystkie

analizy przeprowadzone zostaly w oparciu 0 program statystyczny SPSS w wersji 27.
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki badania podmiotowego w grupie chorych na morphea

Sredni czas trwania choroby wynosit 5,7 lat. W podgrupie MEP byto to 4,9 lat;
w podgrupie GM - 6,3 lata; w podgrupie LM - 14,7 lat oraz w podgrupie DM to 1,5

roku.

W grupie chorych na morphea 2 pacjentow (3,4%) podawato wystepowanie
urazu, ktory poprzedzal pojawienie si¢ zmian skornych. 1 chory zglaszal, ze ogniska
morphea pojawily si¢ po iniekcji heparyny drobnoczasteczkowej W skorg brzucha,
natomiast drugi chory, ze zmiany pojawily si¢ po przerwaniu cigglo$ci naskérka, do

ktorego doszto w wyniku skaleczenia.

W  badanej  grupie  najczgsciej  wspotwystepujacymi  chorobami
autoimmunologicznymi byly choroba Hashimoto - 13 chorych (22%), bielactwo - 3

chorych (5,1%) oraz zespot antyfosfolipidowy u 1 chorego (1,7%).

4.2. Wyniki badania przedmiotowego w grupie chorych na morphea

Najliczniejszg podgrupe stanowita posta¢c MEP - 46 0s6b (78%), a najrzadziej
obserwowano postaé DM 2 osoby (3,4%). Srednia wieku dla podgrupy MEP to 49,3+17
lat (min. 18; max. 73 lata), w tym kobiety stanowity 82,6% (38 os6b), a mezczyzni
17,4% (8 0sob). W podgrupie GM $rednia wieku wynosita 50,4+12,5 lat (min. 32 lata;
max. 73 lata); 85,7% chorych bylo pici zenskiej (6 0s6b), a 14,3% pici meskiej (1
osoba). W podgrupie LM $rednia wieku to 45,3 lata (min. 20 lat; max. 62 lata), odsetek
kobiet to 75% (3 osoby), a mezczyzn 25% (1 osoba). W podgrupie DM srednia wieku to
32 lata (min. 21 lat; max 43 lata), odsetek kobiet to 100% (2 osoby).

W grupie chorych na morphea u 14 osob (23,7%) obserwowano wspotistnienie
liszaja twardzinowego. W podgrupie MEP byto to 12 0séb (85,7%), w podgrupie LM -
2 osoby (14,3%), natomiast w podgrupie GM iDM nie stwierdzono

wspotwystepowania ognisk liszaja twardzinowego.
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Chorobe aktywna stwierdzono u 36 chorych na morphea, natomiast u 23
chorych - posta¢ nieaktywng. W podgrupiec MEP aktywna posta¢ wystgpowata u 25
chorych, u 21 - nieaktywna. Nastgpnie odpowiednio w poszczeg6lnych podgrupach:
GM - 6/1, w LM - 3/1, w podgrupie DM - 2/0.

Mediana wskaznika LoSCAT wynosita 11 punktow, najwyzsza obserwowano

w postaci GM — 39, najnizsza w postaci MEP - 10.

Sredni wynik wskaznika PGA-A wynosit 46,3 punktow; natomiast najwyzszy

byt w postaci GM - 69,3; natomiast najnizszy obserwowano W postaci MEP - 40,9.

Sredni wynik wskaznika PGA-D wynosit 559 punktéw; najwyzszy byt
w podgrupie LM - 76,3; najnizszy w podgrupie MEP - 50,3.

Wyniki  badania  przedmiotowego w grupie chorych na  morphea
z uwzglednieniem poszczegdlnych podgrup morphea wraz z wspolistnieniem liszaja
twardzinowego oraz wskaznika LoSCAT, PGA-A, PGA-D iaktywnosci choroby

przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 7. Wyniki

badania przedmiotowego w grupie chorych

na morphea

z uwzglednieniem poszczegodlnych podgrup morphea wraz z wspoélistnieniem liszaja

twardzinowego oraz wskaznika LoSCAT, PGA-A, PGA-D i aktywnosci choroby.

Podtypy grupy badanej
Morphea
MEP GM LM DM
. n 59 46 7 4 2
Liczba chorych

% 100,0 78,0 11,9 6,7 3,4

Proporcje i odsetek n 49/10 38/8 6/1 3/1 2/0
kobiet/mezczyzn % 83,1/16,9 | 82,6/17,4 | 85,7/14,3 | 75,0/25,0 | 100,0/0,0
Srednia+SD | 48,9+6,7 | 49,3+17,0 | 50,4+125 | 45,3+16,8 | 32,0+11,0

. Mediana 52,0 55,0 47,0 49,5 32,0

Wiek chorych (lata) i, 18 15 ™ ” o1

Max. 73 73 73 62 43

e s s n 14 12 - 2 _

Wspolistnienie LS % 237 85.7 - 143 -

Choroba n 36/23 25/21 6/1 3/1 2/0
aktywna/nieaktywna % 61,0/39,0 | 54,3/45,7 | 85,7/14,3 | 75,0/25,0 [ 100,0/0,0

. . 11,0 10,0 39,0 15,5 11,0
Mediana LOSCAT (min.-max.) | . o¢q0) | (2,0-33.0) | (5.0-69.0) |(10,0-21.0)| (6,0-16,0)

. . : 46,3 40,9 69,3 57,5 67,5
Sredni PGA-A (Min-max.) |  0.650) | (0,0-65.0) | (00-95,0) | (0.0-80,0) | (60.0-75.0)

: . : 55,9 50,3 75,7 76,3 75,0
Sredni PGA-D (min.-max) (0,0-95,0) | (0,0-75,0) | (60,0-95,0) | (70,0-80,0) | (70,0-80,0)

n - liczebnos$¢ grupy, SD - odchylenie standardowe, Min. - warto$§¢ minimalna, Max. -
warto§¢ maksymalna, MEP - posta¢ ograniczona morphea, GM - posta¢ uogdlniona
morphea, LM - posta¢ linijna morphea, DM - posta¢ gigboka morphea, LS - liszaj

twardzinowy.
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4.3. Ekspresja genu IL1 beta i IL18 w komérkach jednojadrzastych krwi

obwodowej w grupie chorych na morphea i w grupie kontrolnej

Oceny ekspresji genow IL1 beta i IL18 dokonano u 21 chorych na morphea
(35,6%) i w grupie kontrolnej. Statystyki opisowe dotyczace chorych na morphea,

u ktorych przeprowadzono analiz¢ ekspresji obu genOw przedstawiono w tabeli 8.

Wykazano istotnie nizsza ekspresje genu IL1 beta w PBMC w grupie chorych na
morphea niz w grupie kontrolnej (p=0,016) (Rycina 14). Srednia ekspresja genu IL1
beta w PBMC w liczbie kopii na milion $redniej geometrycznej ACTB i GAPDH

w grupie badanej wynosita 1,02E-8, natomiast w grupie kontrolnej 1,06E-8.

Wykazano istotnie nizszg ekspresje genu IL18 w PBMC w grupie chorych na
morphea niz w grupie kontrolnej (p=0,001) (Rycina 15). Srednia ekspresja genu 1L18
w PBMC w liczbie kopii na milion $redniej geometrycznej ACTB i GAPDH w grupie
badanej wynosita 3,07E-9, natomiast w grupie kontrolnej 1,01E-8.

Wartosci ekspresji genu IL1 beta i1L18 w PBMC w liczbie kopii na milion
sredniej geometrycznej ACTB i GAPDH w grupie badanej, zuwzglednieniem

poszczegodlnych postaci morphea oraz w grupie kontrolnej przedstawiono w tabeli 8.
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Tabela 8.

Statystyka opisowa dotyczaca

chorych na

morphea,

u ktérych

przeprowadzono analiz¢ ekspresji genu IL1 beta i IL18 w PBMC w grupie badanej oraz

w grupie kontrolnej.

Morphea| MEP GM LM DM [Kontrola
: n 21 15 3 3 - 26
Liczba chorych
% 100,0 71,4 14,3 14,3 - 100,0
Proporcja n 19/2 14/1 3/0 2/1 - 22/4
i odsetek
(o) -
kobiet/mezezyzn Yo 90,5/9,5 | 93,3/6,7 | 100,0/0,0 | 66,7/33,3 84,6/15,4
Srednia+SD | 51,0+17,8 | 51,1+17,8 | 60,7+14,3|41,0¢21,0| - 46,7+13,2
Wiek chorych | Mediana 54,0 54,0 64,0 41,0 - 47,0
(lata) Min. 20 21 45 20 - 29
Max. 73 72 73 62 - 71
Mediana 16,0 10,0 39,0 20,0 - -
LoSCAT .
Min.-Max. | 2,0-60,0 | 2,0-60,0 | 33,0-44,0 | 11,0-21,0 - -
Srednia 44,0 35,7 80,0 50,0 - -
PGA-A :
Min.-Max. | 0,0-90,0 | 0,0-75,0 | 60,0-90,0 | 0,0-75,0 - -
Srednia 53,6 45,0 73,3 76,7 - -
PGA-D :
Min.-Max. | 0,0-80,0 | 0,0-60,0 | 70,0-75,0 | 70,0-80,0 - -
Ekspresja genu | ¢ . 1,02E-8 |5,25E-9 +| 3,22E-8 +| 4,09E-9 + ) 1,06E-8 +
IL1beta | oredmiatSD | ) 4acg | 9,78E-9 | 535E-8 | 3.64E-9 1,42E-8
wWPBMC (liczba| ;0 yiona | 24880 | 674810 | 6,96E-0 | 5.23E-9 ; 6,18E-9
kopii na milion
$redniej Min-Max. | 5:87E-14- |5,87E-13- [ 248E-9- [2,16E-11-| 1,80E-9-
geometrycznej : | 1,12E-7 | 3,57E-8 | 1,23E-7 | 7,03E-9 7,22E-8
ACTB
i GAPDH) n 21 15 3 3 - 26
Ekspresja genu | ¢ . 3,07E-9 | 2,74E-9 |5,63E-9 +|1,19E-9 + ] 1,01E-8 +
IL18 SredniatSD| 3 )5 g | +3,04E-0 | 498E-9 | 2.756-10 2,10E-8
wWPBMC (liczba| ;0 4iana | 13380 | 1.376-0 | 56160 | 1.33E-9 - 5,06E-9
kopii na milion
$redniej Min.-Max. | LO9E-10- | 109E-10-| 131E-0- 875E-10- 2,34E-9-
geometrycznej : | 1,00E-8 | 9,47E-9 | 1,00E-8 | 1,37E-9 1,12E-7
ACTB

n - liczebno$¢ grupy, SD - odchylenie standardowe, Min. - warto§¢ minimalna, Max. -
warto$¢ maksymalna, MEP - posta¢ ograniczona morphea, GM - posta¢ uogdlniona

morphea, LM - posta¢ linijna morphea, DM - posta¢ glgboka morphea.
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4.4. Osoczowe stezenie IL-1p, I1L-18 i IL-33 w grupie chorych na morphea

I w grupie kontrolnej
Nie obserwowano istotnych roéznic w osoczowym stezeniu IL-1B pomiedzy
grupg chorych na morphea a grupa kontrolng (p>0,05).

Nie obserwowano istotnych roéznic w osoczowym st¢zeniu IL-18 pomiedzy

grupa chorych na morphea a grupa kontrolng (p>0,05).

Nie obserwowano istotnych roznic w osoczowym st¢zeniu IL-33 pomiedzy

grupa chorych na morphea a grupa kontrolng (p>0,05).

Warto$ci osoczowego stezenia (pg/ml) badanych cytokin w grupie chorych na
morphea, z uwzglednieniem poszczegodlnych postaci morphea oraz w grupie kontrolnej

przedstawiono w tabeli 9.

64



Tabela 9. Osoczowe stgzenia IL-1f, IL-18 11L-33 w grupie badanej oraz w grupie
kontrolnej.

Morphea| MEP GM LM DM Kontrola
. 2036+ | 2281+ | 14,38+ | 880+ | 808t | 2096+
SredniazSD| %7 23,33 7,54 3,61 3,40 21,78
Osoczowe | \joqiana | 1514 | 1579 | 12,69 8,74 8,08 12,37
stezenie
IL-1p . 0,01- 0,01- 5,07- 4,45- 5,68- 0,00-
g/mil) | MIn-Max- 115500 | 10500 | 2670 13,27 1048 | 105,00
n 59 46 7 4 2 29

Srednia+SD 266,45+ | 301,10+ | 158,78+ | 122,85+ | 133,58+ | 297,12+
+ 462,01 518,59 52,39 30,77 66,35 479 69

Osoczowe | \i.giana | 15546 | 16392 | 14235 | 11970 | 13358 | 16736
stezenie

IL-18 Min-Max. | 8666 | 9184 | 9581- | 9611- | 86,66- | 10634-

(pg/ml) ~MaX. | 960500 | 262500 | 23152 | 15590 | 18050 | 262500

n 59 46 7 4 2 29

SredmiasSD| 7222t | 77,16+ | 4890x | 7810+ | 2840+ | 91,09

+ 93,19 95,28 5852 | 14614 | 4017 | 125,06

Osoczowe | \1odiana | 66,46 69,68 37.25 7.81 2840 | 10121
stezenie

IL-33 Min-Max | 000 0,00- 0,00- 0,00- 0,00- 0,00-

(pg/ml) ~MaxX. | 47784 | 47784 | 16980 | 20712 | 5681 | 55437

n 59 46 7 4 2 29

n - liczebnos¢ grupy, SD - odchylenie standardowe, Min - wartos¢ minimalna, Max. -
warto$¢ maksymalna, MEP - posta¢ ograniczona morphea, GM - posta¢ uogdlniona
morphea, LM - posta¢ linijna morphea, DM - posta¢ gleboka morphea.
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4.5. Wyniki oceny korelacji pomi¢dzy czasem trwania choroby a ekspresja genu
IL1 beta i IL18 w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej oraz osoczowymi
stezeniami IL-1p, IL-18 i IL-33 w grupie chorych na morphea

Ekspresja genu IL1 beta i 1L18 w PBMC w grupie chorych na morphea nie
wykazywata korelacji z czasem trwania choroby (p>0,05).

Osoczowe stezenia IL-1B, IL-18 ilL-33 w grupie chorych na morphea nie
wykazywaty korelacji z czasem trwania choroby (p>0,05).

4.6. Wyniki analizy ekspresji gendw IL1 beta i 1L18 w komdrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej oraz osoczowych stezen IL-1p, I1L-18 i IL-33

Z uwzglednieniem parametréw badania przedmiotowego

Nie obserwowano istotnych réznic W osoczowym st¢zeniu IL-1B oraz
w ekspresji jej genu w PMBC pomigdzy grupa chorych na morphea z aktywng oraz
nieaktywna postacig choroby oraz w grupie chorych na morpha z wspoétistnieniem LS
oraz bez wspotistnienia LS (w obu przypadkach p>0,05). Nie wykazano zwigzku
pomiedzy postacia morphea a osoczowym stezeniem IL-1B oraz ekspresja jej genu
w PBMC (w obu przypadkach p>0,05). Osoczowe stezenie badanej interleukiny oraz
ekspresja jej genu w PBMC nie wykazywata korelacji ze wskaznikami LoSCAT,
PGA-A, PGA-D (we wszystkich przypadkach p>0,05).

Nie obserwowano istotnych réznic w osoczowym stezeniu IL-18 oraz
w ekspresji jej genu w PMBC pomigdzy grupa chorych na morphea z aktywng oraz
nieaktywng postacig choroby oraz W grupie chorych na morphea z wspotistnieniem LS
oraz bez wspotistnienia LS (w obu przypadkach p>0,05). Nie wykazano zwigzku
pomiedzy postacig morphea a osoczowym stezeniem IL-18 oraz ekspresja jej genu
w PBMC (w obu przypadkach p>0,05). Osoczowe stezenie badanej interleukiny oraz
ekspresja jej genu nie wykazywata korelacji ze wskaznikiem LoSCAT (p>0,05).
Ekspresja genu 1L18 w PBMC w grupie chorych na morphea dodatnio korelowata
z wyzszymi wskaznikami PGA-A (p=0,011, rs=0,542) (Rycina 16). Stwierdzono
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ujemng korelacje pomigdzy osoczowym stezeniem IL-18 w grupie chorych na morphea
a PGA-D (p=0,039, rs=-0,270) (Rycina 17).

Nie obserwowano istotnych réznic w osoczowym st¢zeniu IL-33 pomigdzy
grupa chorych na morphea z aktywng oraz nieaktywng postacig choroby oraz W grupie
chorych na morpha z wspotistnieniem LS oraz bez wspoétistnienia LS (w obu
przypadkach p>0,05). Nie wykazano zwigzku pomigdzy postacia morphea
a osoczowym stezeniem I1L-33 (w obu przypadkach p>0,05). Osoczowe stezenie
badanej interleukiny nie wykazywato korelacji ze wskaznikami LOSCAT, PGA-A,
PGA-D (we wszystkich przypadkach p>0,05).
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4.7. Wyniki oceny korelacji pomiedzy czasem trwania choroby a wskaznikiem
LoSCAT, PGA-Ai PGA-D

Nie wykazano korelacji pomiedzy czasem trwania choroby a wskaznikami
LoSCAT, PGA-A i PGA-D (we wszystkich przypadkach p>0,05).
4.8. Wyniki oceny korelacji pomiedzy wskaznikiem LoSCAT a wskaZnikami
PGA-A i PGA-D
Wykazano dodatnig korelacje pomigdzy wskaznikiem LoSCAT a wskaznikami

PGA-A i PGA-D (odpowiednio: p<0,001, rs=0,614; p<0,001, rs=0,605) (Rycina 18
i 19).
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S. DYSKUSJA

Twardzina ograniczona to przewlekta, autoimmunologiczna choroba tkanki
tacznej, w ktorej proces wioknienia obejmuje skérg wiasciwg i/lub tkanke podskoérng
(Chiriac A 2016). Etiopatogeneza choroby nadal nie zostata w peini wyjasniona. Uwaza
si¢, ze pierwotne znaczenie ma uszkodzenie komodrek $rodblonka, ktére prowadzi do
zaburzen immunologicznych i aktywacji fibroblastow, a w konsekwencji do wtdknienia
tkanek (Knobler R 2017). Ostatnie doniesienia naukowe mowig 0 udziale cytokin
zrodziny IL-1 w patomechanizmie wielu chorob z  krggu  chordb
autoimmunologicznych, w tym roéwniez W procesie widknienia w SSc (Xu D 2019).
W niniejszej pracy podjeto probe zbadania roli IL-1p w rozwoju morphea, w literaturze
medycznej znajduja si¢ doniesienia 0 jej udziale w patogenezie choroby
(Danczak-Pazdrowska A 2012, Torok KS 2015). Badania wskazuja, ze znaczenie moga
mie¢ tez inne interleukiny z rodziny IL-1 o dziataniu profibrotycznym, takie jak 1L-18
i IL-33, ktorych znaczenie analizowano jedynie w kontekscie SSc ijak dotad nie
badano ich w odniesieniu do morphea (Zhang YJ 2018, Terras S 2013, Yanaba K 2011).

Zatem w niniejszej pracy wykorzystano 2 metody umozliwiajace zbadanie
udziatu IL-1p, IL-18 oraz IL-33 w patomechanizmie morphea. Wykorzystano zaréwno

metod¢ immunoenzymatyczng ELISA jak i real-time PCR.

5.1. Omowienie wynikéw badania podmiotowego

Morphea jest choroba przewlekla, cho¢ wykazuje zazwyczaj tendencj¢ do
samoograniczania si¢ i spontanicznej regresji. Szacuje si¢, ze czas ten wynosi 3-5 lat
(Christianson HB 1956). Ustgpienie ognisk stwardnienia obserwuje si¢ $rednio po 2,7
latach, natomiast w przypadku, gdy choroba obejmuje glebiej lezace struktury po 5
latach (Mertens JS 2017). Uwaza sie¢, ze W postaci ograniczonej morphea, nawet u 50%
pacjentow regresja choroby pojawia si¢ po 2,5 roku (Christianson HB 1956).
W przypadku postaci uogolnionej, linijnej i glebokiej czas trwania choroby jest dtuzszy,

szacuje si¢, ze $rednio jest to 5,5 roku (Kreuter A 2016).

Ujawnienie si¢ morphea moze mie¢ zwigzek z szeroko pojetym urazem (Trattner

A 1991, Toyama S 2019). W niniejszym badaniu u3,4% chorych (2 chorych)

71



stwierdzono, ze pierwsze zmiany skorne zlokalizowane byly w miejscu wczesniejszego
urazu. Christianson iwsp. zaobserwowali, ze W grupie 191 pacjentdw z postacia
plackowatg i linijng morphea odsetek ten byt nieco wyzszy, bowiem 7,3% z nich
zglosito, ze wystgpienie ognisk morphea bylo poprzedzone urazem. Autorzy artykutu
uznali, ze zwigzek ten byl kontrowersyjny, poniewaz uraz byl niewielki i wystapit na
kilka tygodni/miesigcy przed pojawieniem si¢ morphea (Christianson HB 1956).
Toyama iwsp. przedstawili przypadek 55-letniej pacjentki, u ktdrej w miejscach
przewlekle narazonych na miejscowg kompresje - na konczynach dolnych oraz na
brzuchu pojawily si¢ ogniska stwardnienia. Autorzy wigza to zjawisko z objawem
Koebnera (Toyoma S 2019). Grabell i wsp. w prospektywnych badaniach analizowali
zwiazek urazu z morphea w grupie 329 pacjentow dorostych i dzieci. Wykazali, ze 16%
chorych obserwowato, iz uraz/otarcie skory prowadzito do pojawienia si¢ ognisk
morphea oraz dystrybucja tych zmian byla zgodna z miejscem urazu. Zjawisko to
najczesciej wystepowato U chorych dorostych zuogdlniong postacia morphea,
w populacji pediatrycznej uraz, wedlug cytowanych autoréw moze mie¢ mniejsze
znaczenie (Grabell D 2014). Mechanizmy lezace u podstaw procesu widknienia pod
wplywem urazu nadal sg niejasne. Postuluje si¢ udziat IL-33 jako cytokiny alarmowej
W patogenezie wioknienia (Liew FY 2010). Sugeruje si¢ rowniez, ze przewlekle lub
dlugotrwate uszkodzenie tkanki prowadzi do zwigkszenia endogennych receptoréw
Toll-podobnych, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji fibroblastow (Liew FY
2010).

Wspotwystepowanie innych chorob autoimmunologicznych u chorych na
morphea byto opisywane od wielu lat (Kreuter A 2016). Réwniez w badanej grupie
U czesci chorych stwierdzono inng chorobe autoimmunizacyjng (28,8%), najczgscie]
byta to choroba Hashimoto (22%), ktora obserwano najczesciej w podgrupie chorych na
MEP. W grupie 245 pacjentow chorujacych na morphea Leitenberger i wsp. wykazali,
ze U17,6% jednoczesnie wspoOtwystepowaty choroby autoimmunologiczne,
czterokrotnie czeSciej niz w populacji ogolnej. 45,9% stanowili pacjenci z uogélniong
postacia morphea, co stanowito dwanascie razy wigksze ryzyko zaburzen
autoimmunologicznych niz w populacji ogélnej. W badaniu tym obserwowano réwniez,
ze najczesciej wspolwystepowaly takie choroby jak: tuszczyca plackowata, toczen
rumieniowaty ukladowy, stwardnienie rozsiane i bielactwo nabyte (Leitenberger JJ

2009). Natomiast Kreuter i wsp. w grupie 472 pacjentéw dorostych i dzieci chorujacych
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na morphea wykazali, ze u 8,1% z nich wspdtistniaty zaburzenia autoimmunologiczne,
z czego u 42,1% chorych byla to choroba Hashimoto (Kreuter A 2012). Zulian i wsp.
wsrdd 129 pacjentow pediatrycznych chorujacych na morphea wykazali, ze zapalenie
tarczycy wystepowato U 6,2% z nich, natomiast bielactwo u 2,3% chorych (Zulian F
2006). W kontekscie bielactwa Gill 1 wsp. wykazali, ze w grupie 1098 chorych na
bielactwo, tylko u0,2% wspotwystepowata morphea (Gill L 2016). Dodatkowo
w literaturze medycznej dostepne sg tylko pojedyncze opisy przypadkéw dotyczace
wspotistnienia obu chordb (Finkelstein E 1995, Dervis E 2004).

5.2. Omdwienie wynikéw badania przedmiotowego

Zgodnie z dostepnymi danymi literaturowymi najczgstszg postacia morphea
U osob dorostych jest MEP. Posta¢ uogélniona wystepuje U 7-9% pacjentow,
w populacji pediatrycznej morphea linijna konczyn stanowi 51-65% wszystkich postaci.
DM to rzadka posta¢ morphea wystepujgca U Kilku procent populacji (Peterson LS
1995, Marzano AV 2003, Zulian F 2006, Kreuter A 2016). Powyzsze dane sa zgodne
z wynikami uzyskanymi w niniejszych badaniach, gdzie chorzy z MEP stanowili 78%

badanej populacji, az GM 11,8%.

Juz w1980 roku Uitto iwsp. po raz pierwszy opisali wspotwystepowanie
morphea z liszajem twardzinowym u 10 chorych, z czego u 7 z nich zmiany skdrne
nadkladaly si¢ w obrebie tej samej lokalizacji (Uitto J 1980). Na podstawie danych
literaturowych szacuje si¢, ze czgsto$¢ ta wynosi 38% (Lutz V 2012), dotyczy gtownie
naktadania si¢ morphea z postacig genitalng liszaja twardzinowego. Najczesciej
obserwuje si¢ to zjawisko w postaci MEP, rzadziej w pozostatych podtypach. Na
podstawie badanej populacji chorych na morphea u 14 (23,7%) stwierdzono obecno$é
ognisk liszaja twardzinowego, w tym u 85,7% z postaciag MEP i 14,3% z postacig LM.
Natomiast u 3 z 14 chorych (21,4%) z postacia MEP obserwowano posta¢ genitalng
liszaja twardzinowego, byly to kobiety. W badaniu Kreuter iwsp. na grupie 472
chorych na morphea stwierdzono obecnos¢ liszaja twardzinowego u 27 (5,7%) z nich,
zczego u 19 byla to posta¢ pozagenitalna, natomiast u 8 genitalna. Dodatkowo 23
osoby byly plci zenskiej, natomiast 4 osoby stanowili mezczyzni. Posta¢ genitalna
liszaja twradzinowego wystepowata tylko u kobiet (Kreuter A 2012). Obserwacje te
pokrywaja si¢ z danymi z niniejszego badania, gdzie liczba kobiet i m¢zczyzn ze
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wspotistnieniem liszaja twardzinowego wynosita odpowiednio 12 i 2, a postac genitalna

byta stwierdzona tylko u kobiet.

5.3. Omowienie wynikdw ekspresji genu IL1 beta w komorkach
jednojadrzastych krwi obwodowej i jej osoczowego stezenia z uwzglednieniem

badania podmiotowego i przedmiotowego

Z uwagi na prawdopodobng rolg cytokin z rodziny IL-1 w procesie widknienia,
w ponizszych badaniach podj¢to sie proby oceny ekspresji genu IL1 beta w PBMC
w liczbie kopii na milion $redniej geometrycznej ACTB i GAPDH oraz jej osoczowego
stezenia W grupie badanej, z uwzglgdnieniem poszczegdlnych postaci morphea oraz

w grupie kontrolnej.

Wykazano istotnie nizsza ekspresje genu IL1 beta w PBMC w grupie badanej
niz w grupie kontrolnej (p=0,016). Nie obserwowano natomiast istotnych roznic
W osoczowym stezeniu IL-1B w grupie chorych na morphea w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p>0,05). Uzyskane wyniki sa zgodne z pojedynczymi danymi
literaturowymi, cho¢ dostepne analizy wskazujg na silny udzial IL-1 w patogenezie
chorob przebiegajacych ze zwldknieniem, szczegdlnie SSc (Gasse P 2007, Hussein MR
2005, Martinez-Godinez MA 2015). Miedzy innymi Torok i wsp. wykazali
zmniejszenie osoczowego stezenia IL-1 w grupie dzieci chorych na morphea
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Swoje badania przeprowadzili na 69 pacjentach
(Torok KS 2015). W pracy Patricka i wsp. nie obserwowano istotnych roznic
w wartosciach osoczowego stezenia IL-1B pomiedzy grupa chorych na SSc (n=24)
a grupa kontrolng (Patrick MR 1995). Réwniez Gourh i wsp. analizujac duza grupe
pacjentdw z rozpoznaniem SSc (n=444) nie wykazali istotnych réznic w osoczowym
stezeniu IL-1B w poroéwnaniu z grupg 0sob zdrowych (Gourh P 2009). Natomiast
badanie Danczak-Pazdrowskiej i wsp. wskazuje na znaczenie analizowej cytokiny
W patomechanizmie morphea, gdyz wykazano jej istotnie wyzZsze osoczowe st¢zenie
IL-1B w porownaniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (Danczak-Pazdrowska
A 2012). Roznice w powyzszych wynikach moga mie¢ zwigzek ze zréznicowaniem
grupy badanej, u Danczak-Pazdrowskiej i wsp. populacja chorych z cigzsza postacia
morphea (GM i LM) stanowita potowe badanej grupy, natomiast w ponizszym badaniu

liczba chorych z MEP do liczby 0séb z ciezszg postacig stanowita odpowiednio 46/13.
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Alecu iwsp. rowniez obserwowali znaczaco wyzsze osoczowe stezenie IL-1

u pacjentéw z morphea (Alecu M 1998).

W kontekscie oceny ekspresji genu IL1 beta u chorych na morphea istnieja tylko
pojedyncze doniesienia (Danczak-Pazdrowska A 2012). Danczak-Pazdrowska i wsp.
wykazali istotnie wyzszg ekspresje IL1 beta wPBMC w calej grupic badanej
w poréwnaniu do grupy kontrolnej osob zdrowych (p<0,001) (Danczak-Pazdrowska
A 2012).

Analizujac omawiang cytoking w odniesieniu do danych uzyskanych na
podstawie badania podmiotowego nie wykazano korelacji pomiedzy ekspresja genu IL1
beta w PBMC i jej osoczowym stgzeniem w grupie chorych na morphea a czasem
trwania choroby. Torok i wsp. w populacji pediatrycznej chorych na morphea wykazali,
ze w podgrupie LM, gdzie $redni czas trwania choroby w poréwnaniu z pozostatymi
postaciami morphea byl najdluzszy, obserwowano nizsze §rednie wartos$ci osoczowego
stezenia IL-1P (8,80 pg/ml£3,61) (Torok KS 2015). Natomiast Danczak-Pazdrowska
i wsp., wykazali ujemng korelacje pomiedzy ekspresja genu IL1 beta w skdrze a czasem
trwania choroby (p=0,02) (Danczak-Pazdrowska A 2012). W niniejszej pracy nie
obserwowano takze istotnych rdéznic w osoczowym stezeniu IL-1 oraz ekspresji jej
genu w PMBC w grupie chorych na morphea z aktywng oraz nieaktywna postacig
choroby oraz w zaleznosci od podtypu choroby. Nie wykazano takze korelacji
pomiedzy takimi wskaznikami jak LOSCAT, PGA-A, PGA-D aekspresja IL1 beta
w PMBC oraz jej osoczowym stezeniem. Inni badacze réwniez nie obserwowali
zwigzku pomigdzy aktywna a nieaktywna postacig choroby, lecz wskazywali na
znaczgca korelacj¢ pomigdzy mLoSSI a osoczowym stezeniem IL-1B (Torok KS 2015).
We wspomnianym juz badaniu Danczak-Pazdrowskiej i wsp. nie wykazano istotnych
roznic w zakresie ekspresji istezen badanej cytokiny pomigdzy poszczegdlnymi
grupami morphea, a takze LoSSI i aktywnos$cig choroby, €O jak juz wyzej wspominano,
mogtoby swiadczy¢ o tym, ze cytokina ta jest zaangazowana w morphea glownie na jej
wczesnych etapach (Danczak-Pazdrowska A 2012). W prezentowanych badaniach
sredni PGA-A wynosil 46,3 punktow; natomiast sredni PGA-D byl wyzszy 1 wynosit
55,9 punktéw, co wskazuje na to, ze w grupie badanej czeSciej obserwowano chorych
zpozng fazag choroby. Jak juz wspominano morphea jest choroba
0 samoograniczajacym si¢ charakterze, ale przewlektym przebiegu, przy czym coraz

cze$ciej podkresla sie jej nawrotowos¢ (Piram M 2013, Zulian F 2017).
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Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazuja na ztozona i nie do konca
wyjasniong etiopatogenez¢ morphea. Wiadomo, ze morphea w poréwnianiu do SSc na
poziomie skory ma wieksza komponente prozapalng niz profibrotyczng (Torres JE
1998, Succaria F 2013) i jest chorobg narzgdowo swoistg, Ograniczong jedynie do tego
narzadu. Uwaza si¢, ze IL-1p promuje odpowiedz komdrkowg zalezng od Thl i Thl7,
ktore wystepuja przede wszystkim we wczesnym, zapalnym etapie morphea, natomiast
W pozniejszym okresie choroby znaczng rol¢ odgrywa Th2. By¢ moze wskazana bytaby
ocena ekspresji genu IL1 beta w obrebie skory chorobowo zmienionej u chorych na
morphea i poréwnanie wynikow ze skorg zdrowa. Podsumowujac, nie mozna jednak
jednoznacznie wykluczy¢ udziatu IL-1 w patomechanizmie morphea, przemawia za
tym fakt, ze réznice $rednich wartosci ekspresji genu IL1 beta pomiedzy grupg badang
a kontrolng byly niewielkie. Zatem potrzebne s3 dalsze analizy na wigkszej grupie

chorych na morphea.
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5.4. Omowienie wynikow ekspresji genu 1L18 w komorkach jednojadrzastych
krwi obwodowej i jej osoczowego stezenia z uwzglednieniem badania

podmiotowego i przedmiotowego

W niniejszej pracy obserwowano istotnie nizszg ekspresja genu IL18 w PBMC
w grupie chorych na morphea niz w grupie kontrolnej (p=0,001). Nie wykazano
natomiast istotnych réznic w osoczowym stezeniu IL-18 w grupie chorych na morphea
w porownaniu do grupy kontrolnej (p>0,05). W kontek$cie SSc, a takze innych aCTD
wydaje si¢, ze IL-18 moze mie¢ znaczenie W patomechanizmie widknienia, cho¢ jej rola
jest nadal kontrowersyjna, poniewaz dost¢pne sg doniesienia mowigce 0 jej charakterze
profibrotycznym, jak i antyfibrotycznym (Kampfer H 2000, Artlett CM 2017,
Nakatani-Okuda A 2005). IL-18 w warunkach in vitro indukuje produkcje kolagenu
typu 11, pobudza réwniez proliferacj¢ fibroblastow, a takze integryny a2p1, ktora jest
jednym z gtéwnych receptorow wigzacych kolagen (Artlett CM 2017). Ponadto
cytokina ta in vitro zwicksza ekspresje fibronektyny oraz uczestniczy w procesie
wioknienia watroby (Artlett CM 2012). Aktywowany inflamasom NLRP3 in vitro
posredniczy w uwalnianiu IL-1B i IL-18, powodujac indukcje¢ sygnalizacji autokrynne;j
w fibroblastach, ich réznicowanie w miofibroblasty oraz odktadanie si¢ kolagenu
W przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Artlett CM 2012). Kampfer iwsp. na modelu
zwierzecym wykazali, ze IL-18 peini wazng role podczas gojenia si¢ ran, podczas
zranienia obserwowano szybki wzrost jej stezenia, natomiast po zagojeniu rany nastapit
gwaltowny spadek ekspresji mRNA tej cytokiny w skorze (Kampfer H 2000).
Bezposrednie podanie rekombinowanej IL-18 w migsien sercowy myszy prowadzi do
jego przebudowy i zwidknienia $rodmigzszowego (Platis A 2008). Z kolei Tanino
i wsp. na modelu zwierzgcym wykazali, ze niedobor 1L-18 chroni przed zwldknieniem
nerek (Tanino A 2016). Mosaad i wsp. obserwowali istotnie wyzsze osoczowe st¢zenie
IL-18 w grupie pacjentéw z réznymi chorobami autoimmunologicznymi (32 pacjentow
Z toczniem rumieniowatym uktadowym, 36 z reumatoidalnym zapaleniem stawow, 2
pacjentow z chorobg Behceta, 2 - z zapaleniem skdrno-migsniowym, 2 - Z zespotem
Sjogrena, 1 - twardzina uktadowa, 2 - z mieszang chorobg tkanki t3acznej). Dodatkowo
uzyskano dodatnig korelacje pomigdzy osoczowym stezeniem IL-18 a poziomem ANA
i stanem klinicznym pacjentow (Mosaad YM 2003). Martinez-Godinez i wsp. w grupie
42 pacjentdw z SSc (21 z postacig 1SSc 121 z dSSc), u ktérych pobrano biopsje ze

zmian skdrnych celem oceny ekspresji IL-18 wykazali istotnie wyzszy poziom (p<0,05)
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w poréwnaniu z grupg zdrowa. Obserwowano rowniez dodatnig korelacje pomiedzy
ekspresja genu IL18 a mRSS (Martinez-Godinez MA 2015).

Z drugiej jednak strony, Kim iwsp. wykazali, ze ekspozycja ludzkich
fibroblastow skory na dziatanie IL-18 spowodowata zmniejszenie produkcji kolagenu,
hamowata rowniez ekspresj¢ genu kolagenu przez TGFP poprzez Ets-1 iszlak ERK.
Ponadto wykazano, ze IL-18 obnizata produkcje kolagenu w fibroblastach pacjentow
z SSc, co wskazuje, ze moze wykazywaé dzialanie antyfibrotyczne (Kim HJ 2010).
Rowniez Nakatani-Okuda i wsp. wykazali, ze u myszy IL-18 moze chroni¢ przed
zwloknieniem pluc spowodowanym przez bleomycyne (Nakatani-Okuda A 2005).
Natomiast Zhang i wsp. odkryli, ze IL-18 odwraca proces witoknienia watroby
wywolany przez Schistosoma, poprzez indukacje odpowiedzi Thl-zaleznej (Zhang LH
2001). Cickawe w tym kontek$cie sg wnioski, ktore wysuneli Pan iwsp. ktorzy
stwierdzili, ze IL-18 moze wykazywaé zaréwno dziatanie pro- jak i antyfibrotyczne,
w zalezno$ci od indukcji odpowiedzi Thl lub Th2 (Pan HF 2011). Wyniki naszych
badan stanowilyby raczej potwierdzenie dla antyfibrotycznego dziatania IL-18
w morphea, chociaz teza ta wymaga przeprowadzenia analiz w obrebie chorobowo

zmienionej skory u chorych na morphea i na wigkszej grupie badane;j.

W niniejszym badaniu nie wykazano korelacji pomiedzy ekspresja genu IL18
w PBMC oraz jej osoczowym stezeniem w grupie chorych na morphea aczasem
trwania choroby. Obserwowano natomiast, ze ekspresja genu 1L18 w PBMC w grupie
chorych na morphea dodatnio korelowata z wyzszymi wskaznikami PGA-A (p=0,011,
rs=0,542). Stwierdzono ujemna korelacj¢ pomig¢dzy osoczowym stezeniem IL-18
w grupie chorych na morphea a PGA-D (p=0,039, rs=-0,270). Dane te moga $wiadczy¢
o wiekszym zaangazowaniu badanej cytokiny w proces zapalny u chorych na morphea,
cho¢ nie obserwowano istotnych réznic w osoczowym stezeniu badanej interleukiny
oraz ekspresja jej genu w PMBC w grupie chorych na morphea z aktywna oraz
nieaktywng postaciag choroby. Nie wykazano zwigzku pomigdzy postacia morphea
a osoczowym stezeniem IL-18 oraz ekspresja jej genu w PBMC. Osoczowe stgzenie
badanej interleukiny oraz ekspresja jej genu w PBMC nie wykazywata takze zwigzku
z LoSCAT.

W danych literaturowych nie znajdujemy doniesien analizujacych znaczenie

IL-18 w morphea. Sposrdd chordb przebiegajacych z widknieniem najszerzej pod tym
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katem dyskutowana jest natomiast SSc. Lin iwsp., ktérzy analizowali osoczowe
stezenie 1L-18 w grupie 103 pacjentdw z SSc i zaobserwowali, ze bylo ono istotnie
wyzsze niz w grupie kontrolnej. Natomiast nie zaobserwowano istotnej korelacji
pomiedzy osoczowym stezeniem IL-18 a czasem trwania choroby, mRSS, pomig¢dzy
postaciami SSc czy obecnos$cig choroby $rodmigzszowej ptuc (Lin E 2019). Podobne
wyniki uzyskali Zhang i wsp. w grupie 56 pacjentow z SSc, gdzie osoczowe stezenie
IL-18 bylo istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej, ale nie wykazano korelacji
z parametrami klinicznymi (Zhang YJ 2018). Nakamura i wsp. wykazali, ze surowicze
stezenie IL-18BP w grupie 57 pacjentow z SSc bylo wyzsze niz w grupie kontrolnej,
natomiast wyniki te nie roznity si¢ istotnie u pacjentow z ISSc i dSSc. Nie wykazano
korelacji pomiedzy stezeniem IL-18BP, a stopniem zwtdknienia ptuc i skdry, natomiast
zaobserwowano istotng dodatnig korelacje z ci$nieniem skurczowym w prawej komorze
serca. Dodatkowo u 24 pacjentdbw z SSc wykazano dodatnig korelacj¢ pomigdzy

poziomem IL-18BP, a $rednim ci$nieniem w tetnicy ptucnej (Nakamura K 2016).

W kontekscie I1L-18 sg to pierwsze badania przeprowadzone w grupie chorych
na morphea, ktore moga przyczynic si¢ do dalszej dyskusji oraz poszerzenia obserwacji.
Z uwagi na doniesienia literaturowe dotyczace SSc, rowniez W kontekscie patogenezy
morphea mozna wzig¢ pod uwage, ze IL-18 nie jest zwigzana bezposrednio z procesem
wloknienia, a bardziej =z zaburzeniami naczyniowymi ipromowaniem procesu
zapalnego (Martinez-Godinez MA 2015). Wydaje si¢ jednak, ze analiza ekspresji
omawianej interleukiny na poziomie skory objetej procesem chorobowym bytaby

w tym zakresie istotnym elementem uzupetniajacym.
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5.5. Omowienie wynikoéw osoczowego stezenia IL-33 z uwzglednieniem badania

podmiotowego i przedmiotowego

Dostepne w literaturze medycznej dane wskazuja na to, ze IL-33 dziata jako
cytokina profibrotyczna (Li L 2018, Gao Q 2015, Belato A 2016) i wzmacnia proces
wloknienia zalezny od TGF-pB, atakze aktywacje szlakéw sygnalizacyjnych
TLR/NF-kB promujacych wtoknienie. W niniejszym badaniu, po raz pierwszy podjgto
probe poznania roli, jaka cytokina ta moze odgrywa¢ w morphea. Nie obserwowano
istotnych réznic W osoczowym ste¢zeniu IL-33 w grupie chorych na morphea
w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p>0,05). Rankin iwsp. wykazali z kolei, ze
podskorne podanie myszom IL-33 spowodowato zwtdknienie skory podobne do tego,
ktore obserwuje si¢ U pacjentdw z SSc oraz obecno$¢ mastocytow i neutrofili w skorze
(Rankin AL 2010). Wykazano, ze u pacjentow z SSc stezenia IL-33 i SST2 w surowicy
byly podwyzszone oraz korelowaly z postacig choroby (wyzsze warto$ci obserwowano
w dSSc niz w1SSc), nasileniem $rodmigzszowego zwloknienia phluc izmianami
naczyniowymi (Terras S 2013, Yanaba K 2011). Sugeruje si¢, ze ekspresja 1L-33
w uszkodzonych tkankach zmienia si¢ W zaleznosci od nasilenia choroby, we wczesnej
postaci SSc jest obnizona i wzrasta wraz z postgpem zwldoknienia. Lee i wsp.
obserwowali, ze ekspresja mRNA IL-33 w fibroblastach tkanki ptucnej byla wyzsza
zarowno u chorych na SSc z $rodmiagzszowym zwldknieniem pluc, jak
I w idiopatycznym zwloknieniu ptuc (Lee JU 2017). Artlett sugeruje jednak, ze rola
IL-33 w procesie wioknienia moze zaleze¢ od badanego transkryptu, gdyz IL-33
0 pelnej dhlugosci transkryptu promuje odpowiedZz zapalng, ale nie odpowiedz
immunologiczng zalezng od Th2 (Artlett CM 2017). Luzina iwsp. u pacjentow
z idiopatycznym widoknieniem pluc wykazali istotnie podwyzszone stgzenie biatek
IL-33 o petnej dlugosci transkryptu, natomiast nie obserwowano istotnego wzrostu
formy dojrzatej (Luzina LG 2012). Natomiast Manetti i wsp. zaobserwowali, ze
u pacjentdow z wczesng postacig SSc  w komorkach $rodbtonka i keratynocytach
ekspresja IL-33 byla obnizona lub nieobecna, ale mRNA wykazywato prawidtowa
ekspresje lub bylo nieco podwyzszone. Dodatkowo komorki $rodbtonka, mastocyty,
makrofagi, limfocyty T, limfocyty B oraz aktywowane fibroblasty i miofibroblasty
wykazywaly silng ekspresj¢ ST2. Odwrotna sytuacja byta w pdznej postaci SSc, gdzie
IL-33 byla obecna we wszystkich komodrkach srodbtonka, a ekspresja ST2 byta stabsza

(Manetti M 2010). Rowniez w kontekscie wielu schorzen dermatologicznych takich jak:
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atopowe zapalenie skory, tuszczyca, alergiczne kontaktowe zapalenie skory, choroby
tkanki lacznej czy bielactwo wykazano zwigkszone osoczowe st¢zenie IL-33
w poroéwnaniu z grupg kontrolng izwickszong ekspresj¢ cytokiny W wycinkach
skoérnych (Savinko T 2012, Theoharides TC 2010, Taniguchi K 2013, Yanaba K 2010,
Yang Q 2013, Yuan L 2013, Li P 2015).

W ponizszym badaniu nie wykazano korelacji pomigdzy osoczowym stgzeniem
IL-33 w grupie chorych na morphea aczasem trwania choroby Nie obserwowano
ponadto istotnych rdéznic w osoczowym stezeniu IL-33 w grupie chorych na morphea
z aktywng oraz nieaktywng postacia choroby. Nie wykazano réwniez zwiagzku
pomigdzy postacig morphea a osoczowym stezeniem IL-33. Osoczowe stgzenie badane;j
interleukiny nie wykazywato zwigzku z LOSCAT, PGA-A, PGA-D. Powyzsze wyniki
wydaja si¢ odbiegac¢ od danych literaturowych dotyczacych SSc. Terras i wsp. i Yanaba
i wsp. wykazali, ze u pacjentdow z SSc osoczowe stezenie IL-33 bylo wyzsze oraz
korelowato z postacig choroby (wyzsze warto$ci obserwowano w dSSc niz w ISSc)
(Terras S 2013, Yanaba K 2011). W niniejszym badaniu brak zaleznosci pomigdzy
osoczowym stezeniem IL-33 a parametrami badania przedmiotowego moze wynikaé
rowniez z tego, ze w badanej populacji przewage stanowili chorzy z postacia MEP oraz
sredni LoOSCAT wynosit 15,8 punktow. Podobnie jak przy IL-18, rowniez w kontekscie
IL-33 jest to pierwsze badanie oceniajace jej udzial w patomechanizmie morphea. Na
podstawie badan innych autorow dotyczacych SSc, nie mozna jednoznacznie
wykluczy¢ udziatu 1L-33 w patogenezie morphea ipotrzeba dalszych analiz
oceniajacych ekspresje genu cytokiny oraz ST2 zarowno w surowicy, jak i w skorze.
Ponadto, badania genetyczne z ostatnich lat wskazuja, ze istnieje kilka polimorfizméw
genéw 1L33, ktore mogg by zwigzane z rdéznymi zaburzeniami zapalnymi oraz
wptywem na uktad immunologiczny (Koca S 2015), co z pewnoscia wymaga dalszych

analiz.
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5.6. Analiza ekspresji genu IL1 beta i IL18 oraz osoczowych stezen IL-1p, IL-18
I IL-33 w grupie chorych na morphea z wspélistnieniem oraz bez wspélistnienia

liszaja twardzinowego

W niniejszej pracy nie obserwowano istotnych réznic pomig¢dzy ekspresja genu
IL1 beta i IL18 oraz osoczowymi stezeniami IL-1f, IL-18 i IL-33 w grupie chorych na
morphea z wspoétistnieniem oraz bez wspotistnienia LS. Niniejsze badania sg
pierwszymi oceniajgcymi takie zaleznosci. Wydaje sie, ze W obliczu ostatnich doniesien
dotyczacych  zaangazowania przede wszystkim  Thl  zaleznych  cytokin
w patomechanizm LS, udziat IL-1f, IL-18 i1L-33 moze mie¢ mniejsze znaczenie.
U chorych na LS stwierdzono podwyzszone st¢zenie cytokin oraz mediatorow
prozapalnych takich jak: IL-1, IL-7, IL-15, INF-y, TNFa, kaspazy 1 czy ICAM-1
(Corazza M 2021, Terlou A 2012). Pilatz i wsp. u chtopcow ze stulejkg oraz LS rowniez
wykazali zwigkszong ekspresj¢ IL-4, TGF-B2, a takze MMP-1, MMP-9 (Pilatz A 2013).
Zaburzenia réwnowagi immunologicznej prowadzace do wzrostu produkcji cytokin
prozapalnych, gtownie INF-y, powoduja utrzymywanie si¢ cytotoksycznosci
limfocytow T izjawiska autoimmunizacyjnego (Corazza M 2021). Brak wplywu
wspotistnienia zmian o typie LS na ekspresje IL1 beta i IL18 oraz osoczowe stezenia
cytokin IL-1p, IL-18 iIL-33 w niniejszym badniu moze wynika¢ takze z faktu, ze
w badanej grupie przewazali pacjenci z pézng faza choroby ($redni PGA-D wynosit

55,9 punktow), czyli dominowata odpowiedz Th-2 zalezna.

5.7. Omowienie wynikéw Kkorelacji pomiedzy czasem trwania choroby

a wskaznikiem LoSCAT, PGA-A i PGA-D

W niniejszych badaniach nie wykazano korelacji pomiedzy czasem trwania
morphea a wskaznikami takimi jak LoSCAT, PGA-A iPGA-D. Najdluzszy czas
obserwowano w postaci LM - 14,7 lat; w podgrupie tej mediana LoSCAT wynosita 15,5
punktow; sredni wynik PGA-A 57,5 punktow; natomiast $redni wynik PGA-D 76,3
punktoéw. Najkrotszy czas trwania morphea obserwowano w DM, byto to 1,5 roku; przy
czym mediana LoSCAT wynosita 11 punktow, sredni PGA-A 67,5 punktow; a $redni
PGA-D 75 punktow. Powyzsze dane wskazujg na to, ze dtugos¢ procesu chorobowego

nie wptywa na aktywno$¢, nasilenie i stopien uszkodzenia tkanek w morphea.
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5.8. Omowienie wynikdw oceny korelacji pomiedzy wskaznikiem LoSCAT
a wskaznikami PGA-A i PGA-D

Obecnos¢ korelacji pomiedzy wskaznikiem LoSCAT aPGA-A iPGA-D
wskazuje, ze sg to parametry zbiezne W ocenie stanu klinicznego pacjenta chorujacego
na morphea. Zgodnie z zaleceniami Polskiego i Europejskiego Towarzystwa
Dermatologicznego wskazniki te powinny by¢ stosowane razem, W celu wlasciwej
oceny postepu choroby, jej aktywnosci oraz wptywu na odpowienie leczenie chorego
(Krasowska D 2019, Knobler R 2017). Dane te sugeruja, ze zardéwno PGA-A, jak
I PGA-D mozna stosowa¢ W codziennej praktyce Klinicznej. Z uwagi na prostote
W szybszy sposob pozwalaja okresli¢ nasilenie choroby, jednak nie mozna wykluczy¢

tutaj znacznej subiektywnej kompenenty oceny.
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WNIOSKI

. Nie znaleziono jednoznacznych dowoddéw na udziat prozapalnej IL-1B
w patogenezie morphea, poniewaz obserwowano istotnie nizszg ekspresj¢ genu
IL1 beta wPBMC w grupie chorych na morphea w poréwnaniu do grupy
kontrolnej oraz nie wykazano istotnych roznic dotyczacych 0soczowego

stezenia IL-1B w grupie chorych na morphea w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

. Nie znaleziono jednoznacznych dowodéw na udziat IL-18 w patogenezie
morphea, poniewaz obserwowano jedynie istotnie nizszg ekspresje genu IL18
w PBMC w grupie chorych na morphea w poréwnaniu do grupy kontrolnej oraz
nie wykazano istotnych roéznic dotyczacych osoczowego st¢zenia IL-18 w grupie
chorych na morphea w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Jednocze$nie
wykazano, ze ekspresja genu IL18 moze mie¢ zwigzek z wyzszymi wskaznikami
ogoblnej oceny lekarskiej dotyczacej aktywnosci choroby (PGA-A), a osoczowe
stezenie IL-18 moze odwrotnie korelowac z rozlegtoscia uszkodzen zwigzanych

z chorobg (PGA-D).

. Nie znaleziono dowodow na rolg IL-33 w patogenezie morphea, poniewaz nie
obserwowano istotnych réznic W osoczowym stezeniu 1L-33 w grupie chorych

na morphea w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

. Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy badanymi interleukinami a podtypem

morphea 1 wspotwystepowaniem zmian o typie liszaja twardzinowego.

. Wskazniki PGA-A i PGA-D korelowaty ze wskaznikiem LoSCAT, co moze
sugerowa¢ ich przydatno$¢ w codziennej praktyce ambulatoryjnej z uwagi na

ich prostote.
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7. STRESZCZENIE

Morphea jest przewlekla, autoimmunologiczng chorobg tkanki tacznej, znang od
wielu lat. Natomiast etiologia schorzenia nadal pozostaje nie w pelni wyjasniona.
Wigkszo$¢ badan i doniesien naukowych dotyczy SSc. W kontek$cie morphea, wérod
czynnikbw mogacych odgrywacé role W jej etiopatogenezie, wymienia si¢ czynniki
genetyczne, epigenetyczne jak i srodowiskowe. Uwaza si¢, ze pierwotne znaczenie ma
uszkodzenie komorek S$rodblonka, ktore prowadzi do zaburzen immunologicznych
I aktywacji fibroblastow, zaburzen macierzy pozakomoérkowej aw konsekwencji do
wloknienia tkanek. W literaturze medycznej znajduja si¢ dane wskazujace na udziat
cytokin zrodziny IL-1 w patomechanizmie wielu choréb autoimmunologicznych,
W tym roéwniez W procesie widknienia W przebiegu SSc. W przypadku morphea
zbadano przede wszystkim role IL-1B w rozwoju choroby, potwierdzajac jej udzial.
Badania wskazuja, ze znaczenie moga mie¢ réwniez inne cytokiny z rodziny IL-1
0 dziataniu potencjalnie profibrotycznym, takie jak IL-18 i IL-33, ktérych znaczenie

W patomechanizmie morphea jak dotad nie rozpatrywano.

Zatem W niniejszej pracy podjeto probe zbadania udziatu IL-1p, I1L-18 i I1L-33
W patomechanizmie morphea wykorzystujagc metode immunoenzymatyczng ELISA oraz

real-time PCR.

Badanie przeprowadzono na grupie 88 0s6b, w tym 59 chorych na morphea (49
kobiet i 10 me¢zczyzn) oraz 29 osob zakwalifikowanych do grupy kontrolnej (24 kobiety
I 5 mezczyzn). Rozpoznanie morphea zostalo postawione na podstawie klasycznego
obrazu klinicznego. Kryterium wykluczajagcym bylo stosowanie leczenia ogdlnego
I miejscowego w okresie miesigca poprzedzajacego pobranie materiatu. Ochotnicy nie
chorowali na choroby przewlekle oraz wich rodzinie niestwierdzano choréb

autoimmunizacyjnych.

Nie znaleziono jednoznacznych dowodow na udziat IL-1f, IL-18 i IL-33
w patogenezie morphea. W grupie chorych na morphea obserwowano nizsza ekspresj¢
gendw IL1 beta i IL18 w PBMC w porownaniu do grupy kontrolnej oraz nie wykazano
istotnych réznic dotyczacych osoczowych stezen IL-1p, 1L-18 i IL-33 w grupie chorych
na morphea w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto zaréwno podtyp morphea,

obecnos$¢ aktywnej choroby, a takze wspotwystepowanie LS nie wptywaty na osoczowe
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stezenia 1L-1PB, IL-18, IL-33 oraz ekspresj¢ IL1 beta i IL18 w PMBC. Jednoczesnie
stwierdzono, ze IL-18 moze okaza¢ si¢ przydatna w monitorowaniu aktywnosci
choroby oraz ocenie stopnia uszkodzenia tkanek w morphea. Wniosek ten potwierdza
zalezno$¢, ze ekspresja genu 1L18 w PBMC w grupie chorych na morphea dodatnio
korelowata z wyzszymi wskaznikami PGA-A, natomiast osoczowe stezenie IL-18
w grupie chorych na morphea ujemnie korelowato z PGA-D. Wykazano réwniez, ze
LoSCAT dodatnio koreluje ze wskaznikami takimi jak PGA-A i PGA-D, co moze

wskazywac na ich przydatnos¢ w codziennej praktyce dermatologicznej.

Etiopatogeneza morphea nadal pozostaje ztozona, nie mozna wykluczy¢ innej
niz profibrotyczna dziatalnos$ci niektorych z badanych cytokin. Odnoszac si¢ do 1L-18
jest to pierwsze badanie oceniajace jej udzial w patomechanizmie morphea, by¢ moze
wskazujace, ze jej prozapalne i antyfibrotyczne wlasciwosci odgrywaja znaczenie W tej
chorobie. Jednak z uwagi na doniesienia literaturowe oraz liczebno$¢ badanej grupy
W odniesieniu do oceny ekspresji, uzasadnionym wydaje si¢ by¢ poszerzenie badan na
wigkszej grupie badanych idalsze analizy w tym zakresie. Warto byloby wykona¢

badania na poziomie skory z uwzglednieniem zréznicowanego obrazu klinicznego.
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8. SUMMARY

Morphea is a chronic, autoimmune disease of connective tissue that has been
known for many years. However, the etiology of the disease is still not fully understood.
Most research and scientific reports concern SSc. In the context of morphea, genetic,
epigenetic and environmental factors are mentioned among the factors that may play
arole in its etiopathogenesis. Endothelial cell damage is believed to be of primary
importance, leading to immune disorders and fibroblast activation, disorders of the
extracellular matrix and consequent tissue fibrosis. In the medical literature, there are
data indicating the involvement of the IL-1 family of cytokines in the pathomechanism
of many autoimmune diseases, including the process of fibrosis in the course of SSc. In
the case of morphea, the role of IL-1p in the development of the disease was primarily
investigated, confirming its involvement. Research indicates that other cytokines from
the IL-1 family with potentially profibrotic activity, such as IL-18 and IL 33, whose role

in the pathomechanism of morphea has not yet been investigated, may also play a role.

Therefore, in this study an attempt was made to investigate the role of IL-18,
IL-18 and IL-33 in the pathomechanism of morphea using the immunoenzymatic
ELISA method and real-time PCR.

The study was conducted on a group of 88 people, including 59 patients with
morphea (49 women and 10 men) and 29 people qualified for the control group (24
women and 5 men). The diagnosis of morphea was made on the basis of the classical
clinical picture. The exclusion criterion was the use of general and local treatment in the
month preceding the collection of the material. The volunteers did not suffer from

chronic diseases and no autoimmune diseases were found in their family.

There was no conclusive evidence for the involvement of IL-1p, 1L-18 and 1L-33
in the pathogenesis of morphea. In the group of patients with morphea, a lower
expression of IL1 beta and 1L18 genes was observed in PBMC compared to the control
group, and no significant differences in plasma concentrations of IL-1B, IL-18 and
IL-33 were found in the group of patients with morphea compared to the control group.
Moreover, both the morphea subtype, the presence of active disease, and the
coexistence of LS did not affect the plasma concentrations of IL-1f, IL 18, IL-33 and
the expression of IL1 beta and IL18 in PMBC. At the same time, it was found that IL-18
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may prove useful in monitoring disease activity and assessing the degree of tissue
damage in morphea. This conclusion confirms that the expression of the IL18 gene in
PBMC in the group of patients with morphea positively correlated with higher PGA-A
indices, while the plasma concentration of IL-18 in the group of patients with morphea
negatively correlated with PGA-D. It was also shown that LoOSCAT positively correlates
with indicators such as PGA-A and PGA D, which may indicate their usefulness in

everyday dermatological practice.

The etiopathogenesis of morphea still remains complex and other than
profibrotic activity of some of the cytokines under study cannot be ruled out. Referring
to 1L-18, this is the first study to assess its involvement in the pathomechanism of
morphea, possibly indicating that its proinflammatory and antifibrotic properties play
arole in this disease. However, due to the literature reports and the size of the studied
group in relation to the expression assessment, it seems justified to extend the research
on a larger group of subjects and further analyzes in this regard. It would be worthwhile

to carry out tests at the skin level, taking into account the varied clinical picture.
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10. ZALACZNIKI

10.1. Zalacznik nr 1- Uchwala Komisji Bioetycznej nr 52/19

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36

60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 52/19

Ustawy z dnin 5 grudsia 1996 r. o sawoduch lekarza i lekarzn dentysty (1. De. U. 2 2018 r., poz. 617 péin. zm.); Rosporsadzenia Ministra Zdvowin i Opicki Spolecznc = dnia 11 maja
1999 £, sprewie i zusad p i i itt oraz trpbu dzialania komisji bioctycznych (Dz. U. z 1999 v, Nr 47, poz 480); Ustawy 2 dnia 6 wrzeinia 2001 r.
Prowo furmaceutyezne (1. Dz U. 3 2017 r., pov 2211 2 poin. om); Rozporuplzenia Ministra Finansow T dnin 30 kwictnia 2064 1. w spreosic obawiqzkawego ubezpicczenia
odpowiedzialnoici cywilnej badacza i sponsora (Dz. U. 2 2004 Nr 101, poz. 1034 = poin. om.); Rosporzqizenin Ministrn Finansivw 2 dnia 18 maja 2005 r. smieniujgeego romporzdzenic

w spraovie oboviy & Inosci cywilnej baducyn i sponsora (Dz. U. z 2005 r. Nr 101, poz. 845); Rozporzydzenia Ministea Zdrowia z dnia 30 kwietnia 2004
r. w sprawic sposobu ia Badari klini 1 udddalem ich (Dz. U, z 2084 r. Nr I6i4, poz. 17168); Rogpor:qdzenia Ministra Zdrowin 1 dwia 30 kwictnin 2004 r, w
spravic ia miespodziewancgo cigthiego nicpos dzialania produkus leczniczege (Dz. U. 2 2004 r. Nr 104, poz. 1107); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowiu 3 dria 17 futego
2016 r. w sprmvic wzordw wnioskiw Dwiqzanych @ budaniem Kliricznym wyrobu medy Tub 50 wyrabu mcdy da i i oraz wysokosci oplat za dozenie tych

o
wnioskdw (Dz. U. £ 2076 r., poz. 208); Ustawy = dnia 20 maja 2010 1. a wyroback medycznych (tj, Dz U, £ 2617 r. poz. 211, : piin. zm.); Rozporzadzenic Ministra Finansiv : dwiw §
paidzicrnika 2010 r. w sprmwic obowiyz bezpicczenin odpowiedzialnosci cywilnej sponsora i buducw Kliniczneg igzku = prowadzenicm bodania Klinicznego wyrabéw (Dz.
U. 32010 r. N 194, poz. 1298); Ustawy 2 dnin 18 marea 2017 r. o Ursgdzic Rejestracii Produktdw Leczniczych, Wyrobéw Medyczaych i Produktiw Bisbéjezych (tf. Dz U. 2 2016 r.,
poz. 1718 2 péin. om.); Rosporsydzenia Ministra Zdrowin £ driu 2 maja 2012 r. w spravie Dobroj Prakeyki Kliniczrej (Dz. U < 2042 r., poz. 489); Rozparzqdzenia Ministra Zdrowia 7
dria 12 puilsiernika 2018 r. w spranwic wioriw dokumentéw preedkiudunych w swiqzku < hadaniem Kiniczym produku lociniczega oraz oplat 2 Hoicnie wnioska o rozpoczecie
badaniu klinietnego (Dz U. 2 2018 r, poz. 1994); w opurcin o Deklarucj Helsinsha - Zasady Etyeznego Pustepawanio w Eksperymencic Medyeznym 5 Udzinlems Ludsi ora priepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dnin 10 stycznia 2019 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badar naukowych.

Kierownik projektu: dr hab. n. med. Adriana Polariska

Miejsce prowadzenia badan:
Zaktad Dermatologii i Wenerologii, Katedra i Klinika Dermatologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Paulina Cieplewicz

Crlonkowie zespotu
badawczego: lek. Paulina Cieplewicz

dr n. med. Michat Kowalczyk
dr hab. n. med. Adriana Polanska
dr hab. n. med. Aleksandra Darczak- Pazdrowska

Temat badani:

»Znaczenie wybranych cytokin w patomechanizmie morphea™.

Komisja wydata uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodniczgey Komisji

ey Ot
prof zw. dr hab. med. Pawet Checinski



10.2. Zalacznik nr 2- Uchwala Komisji Bioetycznej nr 238/19

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum
ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36

60-812 Poznan www bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 238/19

Ustawy z dnia 5 grmbtm 1996 r. 0 zuwodach Mmmf i lekarza dentysty (vj. Dz U. z 2018 r., poz 617 2 péin. zm.); Rezporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spoleczngj z dnia 11 maju
1999 r. w sprawic szezegdlowych zasad p i ia oraz trybu dzialania kewisji bioetycznych (Dz. U. 7 1999 r., Nr 47, poz. 480); Ustawp z duia 6 wrzeinia 2001 r.
Prawe farmaceutyczne ( tj. Dz Uz 20[ 7 r, poz 2211 z poin. zm.); Rowporygdzenia Ministra Finansow z dnia 30 Kicinia 2004 r. w sprawie obowigzkowego ubezpieczenia
an!pawmn’ua.'nom cymfnq bm!nc.ﬂ i lponmm (IJL U 2 2004 Nr 101, poz. 1034 z poin. pn.); Rozporzydzenia Ministra Finansdw z dnia 18 maja 2005 r. zmieniajqcego rozporzgdzenic

w sprawie i éci eywilngj ém.'acyr i spansors (Dz. U. z 2005 r. Nr 101, poz. 845); Rozporypdzenia Ministra Zdrowia z dnin 30 kwictnia 2004
row xpmw:e xpombu Izeni bnd'rm h z udzialemn I h (Dz U. z 2004 r. Nr 104, poz. 1108); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia ¢ dnia 30 kwietnia 2004 r. w
sprawie zgl di ,‘L iepotydanego dialania prodnktu leczniczego (Dz. U. 2 2004 r. Nr 104, poz. 1107); Rozporuydzenia Ministra Zdrowin 2 dniu 17 tutego
2016 r. »w sprawie wwww wrioskéw zwiguenych z badaniem klinicznym wyrobu f) g0 lub ak wyrobu med) -go do ji oraz kosci oplat 2 Hoienie tych
wnioskdw (Dz U. 22016 r., poz 208); UirrrWy z t-!mrr 26 maja Z!Hﬂ ro wyrabuch medycznyeh (t). Dz U. z 201 7. por. 211, 1 péin. ) anpam;dmm Mmuvlm Finanséw z dnia 6
puidziernika 2010 r. w sprawie obowi Inasci cywilnej sponsora i baducza klinicznego w zwiazk 2 p iem budania klini wprobiw (D

U. 22010 r. Nr 194, poz. 1290); U.rmuy z Jnm 18 marca 2011 1. 0 Urzgdiie Rejestracji Produkiéw Leciniczych, Wyrabéw Medycznych i Produkiow Biobdjezych (1j. Dz U. z 2016 r.,
poz. 1748 2 piin. um.); Rozporsguzenia Ministra Zirowia < dnia 2 maja 2012 1. w sprawie Dobrej Prukiyki Klinicznej (Dz. U. 2 2012 r,, poz. 489); Rozporsydsenia Ministra Zdrowia 2

dnia 12 paidziernika 2018 r. w sprawie wzordw dok k w owigzha z i produktu leczni araz eplat za zoienie wniosku o rozpaczgcie
budania klinicznego (D7 U. 1 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Dnldumqg Isirisky - Zasady Ex g0 Postgr ia w Eksperymencie Medycznym z Udziatem Ludzi oraz priepisy
ICH GCP.

Py . . . .
Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 07 lutego 2019 r.

rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badan naukowych.
Kierownik projektu: dr hab. n. med. Adriana Polarniska
Miejsce prowadzenia badari:

Zakfad Dermatologii i Wenerologii, Katedra i Klinika Dermatologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Paulina Cieplewicz
Cronkowie zespolu
badawczego: lek. Paulina Cieplewicz, dr n. med. Michat Kowalczyk,

dr hab. n. med. Adriana Polanska, dr hab. n. med. Aleksandra Darnczak-
Pazdrowska, lek. Marta Szymoniak-Lipska

Temat badan:
»Znaczenie wybranych cytokin z rodziny interleukiny 1 w
patomechanizmie morphea”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu zmian wprowadzonych do
protokotu powyiszego badania, polegajgcych na modyfikacji w metodyce badania ,
zmianie tematu badania z ,Znaczenie wybranych cytokin w patomechanizmie
morphea” na powyiszy, poszerzeniu skiadu zespotu badawczego (jak wyZej), zgodnie
T Aneksem nr 1 7 dnia 07.02.2019r. do Uchwaly Komisji Bioetycznej nr 52/19
Z dnia 10.01.2019r.

Do dokumentacji dolgczono poprawiong Informacje i zgode pacjenta na udzial w
badaniu (wersja 7 dn. 05.02.2019r.)

Przewodniczqcy Komisji

&\w\/\__}(‘! C)/{_/(/C/‘-’
prof. zw. dr hab. med. Pawel Checiriski
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10.3. Zalacznik nr 3- Uchwala Komisji Bioetycznej nr 501/19

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Stomatologicum

ul. Bukowska 70 tel. (+48 61) 854 73 36

60-812 Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl
Uchwata nr 501/19

Ustaowy  dnic 3 grudnia 1996 1. o zuwoduch lekarza i Jcim'rm dentysty (tj. Dz U. 2 2018 ., poz. 617 2 piin. zm.); Rozporzydzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej ¢ dnia 11 maja
1999 r. w sprawic szczeg, zaswid powol) oraz trybu dalania komisji bioetycznych (Dz. U. ¢ 1999 r., Nr 47, poz 480); Ustawy 1 dnia § wriesnia 2001 r.
Prawo farmaceutyczne ( tj. Dz U. z 2017 ., poz. 3211 2 piin un); Rowporygdienia Ministra Finansiw 1 duia 30 kwietniu 2004 v s sprawie obawigzkowego ubezpieczenia
dwmgdwfnam cymfne; bm‘lncm i sponsora [D,-_ U. z 2004 Nr 101, poz. 1034 z poin. zm.); Rozporgdzenia Ministra Finansdw g dnia 18 maja 2005 r. ymieniajgcego rogporyjdzenic

w spraswie i eywilnej badacz i sponsora (Dz. U. £ 2005 r. N 101, poz. 845); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia 3 dnia 30 kwietuia 2004
. w spravie sposobu prowadzeni badusd Kl h 2 sdziatem ich (Dz. U. z 2004 r. Nr 104, poz. 1108); Rozporzydzenia Miristra Zdrowia : dria 30 kwictnia 2004 r. w
spruwie zglaszania niespodzi cl;'zlurgo i dginlania prmluﬁnl lecaniciego (D2 Ul 2 2004 r. Nr 104, poz. | m?) Rozporzgdzenin Ministra Zirowia 2 dnia 17 lutcgo
2016 r. w sprawie wioréw wnioskéw wi 2 badaniem lub wyrobu ji oraz wysokosci aplat zn cosenie tych
snioskéw (Dz. U. 2 2016 1., pos. 208); Ustuwp < dnia 20 muja 2010 1. o w;wbm medyeznych (L. Bz. U.2 2017 r. pox. 211, : poin. m) Rozporzyduenie Ministra Finansév z dnia 6
paidziernika 2018 r. w sprawie ob Inosci cywilnej sponsora i buduczn linit w pwigzhu zp iem badania kfini wyrobow (Dz
U. 2 2010 1. Nr 194, por. 1290); Ustawy z dnin I8 marca 2011 r. o Ursgdie Rej i Produktéw Leczniczych, Wyrobiw i sjesyeh (tj. Dz U. 22016 v,

poz 1718 2 poin. um.); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia 2 dia 2 maja 2012 r. w sprawie Dobrej Prakipki Kfinicznej (Dz. U. £ 2012 r. Poz. 489); Rngvoraga‘.mm Ministra Zdrowia 2
dnia 12 paidzernika 2018 r. w sprawie weordw dokamentiw preediladanyci: w wiqzku 5 budaniem Kliricznym produkn mwugo oraz oplat za Joienie wniosku o rozpoczcie
badania kiinicznego (Dz. U. z 2018 r., poz. 1994); w oparciu o Deklaracjg Helsitisky - Zasady Etyctnego " = Udzdalem Ludzi oraz praepisy
ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 11 kwietnia 2019 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczgcy prowadzenia badan naukowych.

Kierownik projektu: dr hab. n. med. Adriana Polaniska

Miejsce prowadzenia badan:
Zakiad Dermatologii i Wenerologii, Katedra i Klinika Dermatologii
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Paulina Cieplewicz
Czlonkowie zespolu
badawczego: lek. Paulina Cieplewicz, dr n. med. Michat Kowalczyk,

dr hab. n. med. Adriana Polanska, dr hab. n. med. Aleksandra Danczak-
Pazdrowska, lek. Marta Szymoniak-Lipska

Temat badan:
sZnaczenie wybranych cytokin z rodziny interleukiny 1 w
patomechanizmie twardziny ograniczonej”.

Komisja podjeta Uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu poprawek wprowadzonych
do protokolu powyiszego badania, polegajgcych na zmianie tematu badania ze
wZnaczenie wybranych cytokin z rodziny interleukiny 1 w patomechanizmie
morphea” na powyiszy, zgodnie 7 Aneksem nr 2 7 dnia 11.04.2019r. do Uchwaly
Komisji Bioetycznej nr 52/19 7 dnia 10.01.2019r. (Aneks nr 1 7 dnia 07.02.2019r.)
Metodyka badania pozostaje bez zmian.

Zastepca
Przewadniczqce

//of dr hab. Janusz Wisniewski
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