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1 Streszczenie pracy

1.1 Woprowadzenie i uzasadnienie wyboru tematu

Liszaj twardzinowy (LT) jest przewlekta choroba zapalng skory i bton §luzowych o nie w pehni
wyjasnionej etiologii. W patogenezie sugeruje si¢ udziat czynnikow genetycznych, hormonal-
nych 1 autoimmunologicznych. Chociaz czgsto$¢ wystepowania LT sromu w oparciu o praktyke
ginekologiczng okresla si¢ na poziomie ok 2%, wydaje si¢ ze jest ona niedoszacowana. Najnow-
sze doniesienia opisuja dwukrotny wzrost liczby zdiagnozowanych przypadkoéw na przestrzeni
10 lat, co moze mie¢ zwigzek z wieksza znajomos$cia choroby 1 wzrostem ilosci wykonywanych
badan histopatologicznych prowadzacych do postawienia diagnozy (Krapf, Mitchell, Holton, &
Goldstein, 2020). Zmiany chorobowe u kobiet lokalizujg si¢ gtéwnie w okolicy anogenitalne;.
Typowo maja charakter zlewajacych si¢, porcelanowo biatych grudek o nierownej powierzchni,
ktérym towarzysza nasilony $wiad, uczucie pieczenia i bolesno$¢ podczas stosunku. Z czasem
prowadza do bliznowacenia i zaniku zajetych struktur (Calonje, 2012). Uporczywe i cz¢sto nie-
odpowiadajace na leczenie objawy czuciowe oraz wymagajace leczenia chirurgicznego zmiany
bliznowate prowadza do znacznego obnizenia jakosci zycia chorych (Krapf et al., 2020). Pato-
morfologiczne i patofizjologiczne podtoze objawow czuciowych w przebiegu LT w tym w szcze-
golnosci $wigdu, bedacego najbardziej dokuczliwym objawem schorzenia nie zostato dotychczas
opisane.

Z punktu widzenia fizjologii powstawania uczucia $wigdu, najbardziej powszechny i najlepiej
ugruntowany w badaniach naukowych podziat wyr6znia: $wiad histaminergiczny, zalezny od
aktywacji receptorow histaminowych na widknach nerwowych i $wiad niehistaminergiczny, za-
lezny od aktywacji neuronow posiadajacych receptory aktywowane przez proteazy -2 (proteinase
activated receptors-2, PAR-2) (Jeffry, Kim, & Chen, 2011). Chroniczny $wiad towarzyszacy
przewlektym chorobom zapalnym skory jest indukowany gtownie na drodze niezaleznej od hi-
staminy. Neurony niehistaminergiczne poprzez aktywacj¢ receptora PAR-2 mogg by¢ pobu-
dzane m. in. przez endogenne pruritogeny, wydzielane w przebiegu neurogennego zapalenia. Jest
ono wynikiem udzialu nerwoéw oraz neuropeptydow przez nie wydzielanych w rozwoju odczynu
zapalnego w skorze, jak réwniez wynikiem interakcji wtokien nerwowych z komorkami otacza-
jacymi, przede wszystkim z keratynocytami, mastocytami i limfocytami (Steinhoff, Sténder, et
al., 2003). Badania nad przewleklym §wigdem wskazuja réwniez na istotng rol¢ zmian morfolo-
gicznych w mikrounerwieniu na terenie skory (tzw. Swigd neuropatyczny powstajacy w zmie-
nionym chorobowo uktadzie nerwowym). W czesci chordb przebiegajacych ze §wigdem jak neu-
ropatia drobnych wiokien nerwowych (NDWN), neuropatia mieszana i neuropatia w sytuacji
przewlektego ucisku na nerw (Dellon, 2015) oraz w stanach przewleklego drapania (Pereira,
Miihl, Pogatzki-Zahn, Agelopoulos, & Stinder, 2016) uszkodzenie nerwdéw objawia si¢ zmniej-
szeniem gestosci wiokien nerwowych. Z kolei w skorze chorych z przewlektymi zapalnymi cho-
robami jak tuszczyca (Szepietowski & Reich, 2016) 1 atopowe zapalenie skory (AZS) (Tominaga
& Takamori, 2014a) oraz w vulvodynii (Tommola et al., 2016) zaobserwowano zwigkszong ge-
sto$¢ nerwOw 1 obnizenie progu ich pobudliwosci.

W badaniach nad zaburzeniami mikrounerwienia skory w ostatnich latach pojawit si¢ nowy, wy-
standaryzowany parametr, jakim jest ocena $rodnaskorkowej gestosci widkien nerwowych
(SGWN). Dokonuje sie jej na terenie wycinka skornego, obliczajac wyznakowane immunohi-
stochemicznie lub immunofuorescencyjnie widkna nerwowe przechodzace przez granice
skorno-naskorkowa na 1mm dlugosci granicy skorno-naskorkowej. Badanie to jest obecnie zto-
tym standardem w diagnostyce NDWN (Lauria et al., 2010), jest tez wykorzystywanie do opisu



zmian morfologicznych mikrounerwienia w przebiegu choréb zapalnych skory. Do czasu publi-
kacji pierwszych wynikow niniejszego badania (Milian-Ciesielska et al., 2017) w piSmiennictwie
nie znaleziono opisu zmian mikrounerwienia w przebiegu LT sromu.

Podsumowujac, symptomatologia zmian (np. uporczywy $wiad) oraz obecno$¢ zmian troficz-
nych w miejscach zmienionych chorobowo, sugeruja mozliwo$¢ wystepowania rowniez mecha-
nizmoéw neurogennych w patogenezie objawoéw LT. Najnowsze badania z zakresu dystrybucji
mikrounerwienia na terenie skory i bton §luzowych w wielu jednostkach chorobowych wskazuja
na zwigzek zmian morfologicznych w mikrounerwieniu z objawami klinicznymi. Ostatnie do-
niesienia na temat roli mechanizmoéow neurogennych i neurotroficznych w rozwoju i ustgpowaniu
stanu zapalnego oraz na temat patogenezy zaburzen czuciowych jak §wiad i bol niosg szanse¢ na
opracowywanie nowych, przyczynowych metod ich leczenia. Rola czynnikow neurogennych w
rozwoju objawow czuciowych LT nie zostata dostatecznie poznana. Dzigki zastosowaniu metod
immunohistochemicznych jest mozliwa szczegdtowa ocena zaréwno ilosciowa jak i jakosciowa
mikrounerwienia sromu (charakter wtokien nerwowych, typ receptorow itp.) i jego zmian w
przebiegu LT, co moze rzuci¢ $wiatto na stopien zaangazowania i role¢ czynnikdw neurogennych
w patogenezie objawow tej choroby. Uzyskana w ten sposob wiedza ma szanse zaowocowac
wskazoéwkami dotyczacymi nowych sposobdéw farmakoterapii LT.

1.2 Cel pracy

Celem pracy bylo sprawdzenie czy w tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT wystepuja
zmiany w mikrounerwieniu i ré6znice w immunoekspresji neuropeptydow (CGRP, VIP), recep-
torow $wigdu (opioid receptor u, PAR-2), markera regeneracji nerwow (GAP-43) i w ilosci ma-
stocytow (réwniez wyznakowanych immunohistochemicznie przeciwciatem dla tryptazy masto-
cytarnej), w poréwnaniu do prawidtowych tkanek sromu.

1.3 Metodologia

1.3.1 Material badawczy

Materiat badawczy stanowity wycinki ze skory sromu, utrwalone w formalinie zatopione w pa-
rafinie (formalin-fixed, paraffine-embedded, FFPE), pochodzace z archiwum Katedry Patomor-
fologii UICM. Do grupy badawczej zaliczono 20 wycinkéw z potwierdzonym histologicznie LT
sromu, do grupy kontrolnej wybrano 20 wycinkow z niezmienionej skory sromu lub z niezmie-
nionej skory z sgsiedztwa tagodnych albo odczynowych zmian skory sromu, usunigtych z szero-
kim marginesem otaczajacych tkanek. Wiek pacjentek w grupie badawczej wynosit pomigdzy
34-76 lat (srednia 62 lata), w grupie kontrolnej pomigdzy 29-77 lat (Srednia 53 lata). Wycinki
zostaly poddane ponownej ocenie histologicznej, a przypadki LT zostaty zaklasyfikowane do
jednego z trzech etapow choroby (wczesny, posredni, p6zny).

1.3.2 Badania immunohistochemiczne

Na wytonionym materiale zostaty wykonane odczyny immunohistochemiczne w celu oceny ilo-
$ciowej 1 jakosciowej mikrounerwienia (PGP 9.5, VIP, CGRP), ekspresji markera regeneracji
nerwow (GAP 43), ekspresji receptorow swiadu (opioid receptor pu, PAR-2) i oceny ilosciowej
mastocytow (przeciwcialo dla tryptazy mastocytarnej).

Do oceny mikrounerwienia, w celu obliczenia srodnaskorkowe] gestosci widkien nerwowych
(SGWN) zastosowano zmodyfikowany protokot badania oparty koncepcyjnie na metodyce
oceny drobnych wiokien nerwowych przyjetej w pracy Lauria G i wsp. 2010. Obliczono punkty



przekraczania przez widkna nerwowe granicy skorno-naskérkowej w relacji do dlugosci tej gra-
nicy, ktora oszacowano z zastosowaniem metody komputerowej analizy obrazu cyfrowych zdje¢
preparatéw histologicznych. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i graficznej.

1.4 Wyniki

W badaniu stwierdzono istotne statystycznie zmniejszenie SGWN znakowanych PGP 9.5 (5.92
vs 11,47, p=0,0049) i GAP-43 (7,2 vs 17,68, p=0,013) w skorze sromu zmienionej w przebiegu
LT w poréwnaniu do prawidtowej skory sromu. Natomiast SGWN znakowanych CGRP (6,26
vs 3,38, p=0,03) w tkankach zmienionych chorobowo byta istotnie zwigkszona. Zaobserwowano
znaczace zwigkszenie ekspresji receptora opioidowego p w leukocytach w skérze zmienione;j
chorobowo (p=0.01) oraz znaczace zwickszenie ekspresji receptora PAR-2 w s$rodbtonkach
(p=0,0002) i w mastocytach wokot nerwoéw (p=0,04) w skorze zmienionej chorobowo. Liczba
mastocytow bezposrednio pod naskorkiem (17,5 vs 8, p=0,0005), w skérze wlasciwej (46 vs
24,5, p=0,01) i wokoét skérnych wtokien nerwowych (5 vs 2, p=0,002) byta znacznie zwigkszona
w grupie chorych z LT w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

1.5 Dyskusja

Wyniki badania, zgodnie z wiedzg autorki stanowig pierwsze doniesienie w literaturze o wyste-
powaniu istotnych zmian w mikrounerwieniu tkanek sromu zmienionych w przebiegu LT, w
poréwnaniu do niezmienionych tkanek sromu.

Istotne zmniejszenie SGWN w skorze pacjentek z LT wyraznie wskazuje na mozliwo$¢ wyste-
powania procesu niszczenia drobnych wtokien nerwowych w przebiegu choroby i w kontekscie
doniesien o rzadkim (ok 10% przypadkow) bezobjawowym przebiegu choroby (Kirtschig, 2016)
pozwala przypuszczaé, iz przynajmniej w czesci badanych przypadkow objawy czuciowe mogtly
by¢ wywotane takze przez uszkodzenie drobnych widkien nerwowych. Znaczace zmniejszenie
ilosci $rodnaskorkowych wtokien nerwowych wykazujacych ekspresje GAP 43, markera rege-
neracji 1 plastycznosci nerwow (Fantini & Johansson, 1992) w skorze zmienionej w przebiegu
liszaja twardzinowego, najprawdopodobniej odzwierciedla zmniejszony potencjat do regeneracji
i zmian w budowie (remodelowania) wtokien nerwowych w przebiegu tej jednostki chorobowe;j.
Podobne zjawisko zaobserwowano w réznych typach NDWN (Scheytt, Riediger, Braunsdorf,
Sommer, & Ugeyler, 2015). Opisane w LT niszczenie biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej i
zaburzenia ich sktadu (Gambichler et al., 2012), (De Oliveira et al., 2012) oraz obecnos$¢ auto-
przeciwcial przeciwko biatku macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 (ECM1) (I. Chan, 2004) moga
mie¢ znaczacy wptyw na proces wydluzania widkien nerwowych 1 ich zdolno$¢ do przenikania
przez btone podstawng naskorka (Tominaga & Takamori, 2014b). Z kolei zaobserwowany w
niniejszym badaniu wzrost ilo$ci §rédnaskorkowych nerwdéw wykazujacych ekspresje CGRP jest
zgodny z wynikami badan nad innymi przewlektymi dermatozami przebiegajacymi ze §wigdem
np. tuszczyca (J. Chan, Smoller, Raychauduri, Jiang, & Farber, 1997) i moze by¢ ttumaczony
zjawiskiem wzmozonej syntezy CGRP w stanach uszkodzenia nerwow 1 w przewlektych stanach
zapalnych (Russell, King, Smillie, Kodji, & Brain, 2014).

Opisane w prezentowanym badaniu zwigkszenie ekspresji receptora opioidowego p w leukocy-
tach w skdrze sromu zmienionej w przebiegu LT jest zgodne z obserwacjami dotyczacymi jego
istotnej roli w modulowaniu stanu zapalnego (Ninkovi¢ & Roy, 2013) i najprawdopodobniej jest
zwigzane z jego immunosupresyjnym dziataniem, w odpowiedzi na przewlekle utrzymujacy si¢
stan zapalny.



Podwyzszona koncentracja mastocytow, w tym mastocytow wokot nerwoéw w LT sromu, tak jak
w innych dermatozach przebiegajacych ze §wiagdem (Siiskonen & Harvima, 2019), silnie suge-
ruje istotny wptyw mastocytéw na patogeneze objawow czuciowych oraz stanowi morfologiczny
dowdd na interakcje pomigedzy mastocytami, a wtoknami nerwowymi i1 obecnos$¢ neurogennego
stanu zapalnego w przebiegu LT. Mastocyty wokot wiokien nerwowych stanowig gtéwnie zrodto
proteaz potrzebnych do aktywacji receptora PAR-2 i wywotania uczucia $wigdu na drodze nie-
histaminergicznej (Rothmeier & Ruf, 2012). Dodatkowo, hipoteze o roli mastocytow i receptora
PAR-2 w patogenezie objawow LT potwierdza stwierdzona w niniejszym badaniu silniejsza eks-
presja receptora PAR-2 w mastocytach wokot wiokien nerwowych. Wykazana takze silniejsza
ekspresja receptora PAR-2 w §rodbtonkach naczyn skory zmienionej w przebiegu LT, zgodna z
danymi z literatury méwigcymi o wzro$cie ekspresji receptora PAR-2 w srodbtonkach w choro-
bach zapalnych skory (Cevikbas et al., 2011), pozwala przypuszczaé, iz rowniez w przebiegu LT
sromu pod wptywem aktywacji receptora PAR-2 $rodbtonki wydzielaja cytokiny prozapalne, co
przyczynia si¢ do rozwoju stanu zapalnego.

Warto zwroci¢ uwage, ze w nowych kierunkach badan nad lokalnym leczeniem $wigdu i bolu w
chorobach skory na pierwszy plan wysuwaja si¢ substancje hamujace receptor PAR-2 (Cao, Tan,
Kim, & Tey, 2017), (Kim & Kim, 2018), (Barr et al., 2019), (Sakai et al., 2016) i neurogenny
stan zapalny (Lee, Jeong, & Lee, 2010). Prowadzone s3 rowniez badania nad zastosowaniem
antagonistow receptorow opioidowych (Bigliardi et al., 2007) i nerwowego czynnika wzrostu
(Rocco, Soligo, Manni, & Aloe, 2018).

1.6 Whnioski

1. Badanie wykazalo, iz w przebiegu LT w skoérze sromu zachodza istotne zmiany w mikrouner-
wieniu, ekspresji receptoréw $wiadu 1 ilosci mastocytow, w poréwnaniu do skory prawidtowe;.
2. Zmiany w mikrounerwieniu maja charakter zaréwno ilo§ciowy (zmniejszenie SGWN) jak i
jakosciowy (zwiekszenie SGWN wykazujacych immunoekspresje CGRP i zmniejszenie SGWN
wykazujacych immunoekspresje GAP-43) i moga do pewnego stopnia odpowiada¢ za powsta-
wanie objawow czuciowych w przebiegu LT.

3. Zwigkszenie immunoekspresji ekspresji receptora PAR-2 i receptora opioidowego p oraz
zwigkszenie ilo$ci mastocytow w tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT $wiadczy o
udziale mechanizmow niehistaminergicznych i neurogennego stanu zapalnego w przebiegu tej
jednostki chorobowe;j.

4. Konieczne sg dalsze badania nad patomechanizmami objawéw czuciowych LT w celu opra-
cowania nowych metod przyczynowego leczenia schorzen §wigdowych skory.

1.7 Podsumowanie

Objawy czuciowe w przebiegu liszaja twardzinowego sromu nie zawsze odpowiadajg na obecnie
stosowane leczenie i prowadza do znacznego obnizenia jakosci zycia chorych (Krapf et al.,
2020). Niniejsze badanie stanowi pierwszy w literaturze opis zjawisk mogacych odpowiadac za
patofizjologiczne i patomorfologiczne podtoze ich wystgpowania. W tkankach zmienionych cho-
robowo stwierdzono istotny zanik $rédnaskorkowych wiokien nerwowych, wzrost ekspres;ji re-
ceptorow $wiadu (PAR-2 i receptor opioidowy ) i zwigkszenie ilosci mastocytéw, gtdéwnych
komorek odpowiedzialnych za zjawisko neurogennego stanu zapalnego. Pojawiajace si¢ nowe
mozliwosci terapeutyczne ukierunkowane na leczenie opisanych wyzej zaburzen, wskazuja na
koniecznos$¢ prowadzenia dalszych badan w tym temacie.



2 Summary

2.1 Introduction

Lichen sclerosus (LS) is a chronic inflammatory disease affecting skin and mucosal membranes,
the pathogenesis of which is not fully understood. Genetic, hormonal and autoimmune back-
ground is postulated. Although in general gynaecological practise LS has been found to affect
around 2 in 100 women, the latest data suggest that prevalence of LS is most probably underes-
timated. A recent report from the Netherlands reveals that the incidence of histology-proven LS
per 100,000 women rose around twofold in 20 years. The authors propose that this rise in inci-
dence reflects an increased awareness of the condition leading to higher rates of biopsy and di-
agnosis (Krapf, Mitchell, Holton, & Goldstein, 2020). In women skin lesions are located mainly
in anogenital region. Typically, they manifest as coalescent, ivory-white papules with an uneven
surface, accompanied by severe pruritus, and burning sensation, what typically results in
dyspareunia. With time, skin lesions may lead to atrophy and scarring of involved sites (Calonje,
2012). Persistent and frequently poorly responding to topical treatment sensory sensations and
progressive scarring often requiring surgical treatment seriously impact patients’ quality of life
(Krapf et al., 2020). To the author’s best knowledge, the pathophysiological and pathomorpho-
logical background of sensory symptoms in LS including especially the itch, being the most
nagging of them, has not been yet investigated.

Based on physiology, the two distinct pathways of itch are described: a histamine-stimulated
pathway that uses mechanically insensitive C-fibers and a cowhage -stimulated pathway primar-
ily involving polymodal C-fibers containing proteinase activated receptors-2 (PAR-2) on their
peripheral endings (Jeffry, Kim, & Chen, 2011). Chronic itch that accompanies chronic skin
conditions is mediated mainly through histamine-independent mechanisms. Cowhage-sensitive
itch neurons are aroused by activation of PAR-2 receptor by endogen pruritogens secreted in
neurogenic inflammation. Neurogenic inflammation (neuroinflammation) is described as a com-
plex interaction between peripheral nerves, immune and endocrine system and almost all skin
cells, mediated among others by neuropeptides released from nerve endings (Steinhoff et al.,
2003). In addition to itch induced by pruritogenic substances, itch evoked by the diseased neu-
rons has been described (neuropathic itch that is caused by damage in central or peripheral nerv-
ous system). In some neuropathies, like small fiber neuropathy (SFN), mixed fiber neuropathy,
chronic nerve compression (Dellon, 2015) or in chronic scratching (Pereira, Miihl, Pogatzki-
Zahn, Agelopoulos, & Stinder, 2016) nerve damage results in decrease of nerve fiber density.
On the other hand, in pruritic skin conditions like some forms of psoriasis (Szepietowski &
Reich, 2016), atopic dermatitis (Tominaga & Takamori, 2014a) and in vulvodynia (Tommola et
al., 2016) the increase in nerve fiber density and their peripheral sensitisation have been de-
scribed.

In recent years a new, standardised parameter describing skin innervation has emerged. Intraep-
idermal nerve fiber density (IENFD) is evaluated in skin samples by calculation of nerve fibers
(stained by immunohistochemistry or immunofluorescence) that cross dermo-epidermal junction
per 1 mm of length of dermo-epidermal junction. IENFD is now a golden standard in diagnosis
of SFN (Lauria et al., 2010); it is also used in research to describe alterations in small nerve fibers
in various inflammatory skin conditions. At the time of publication of primary results of the
present research (Milian-Ciesielska et al., 2017) no description of changes in small nerve fibers
in vulvar LS had been found in literature.

To summarise, the presence of sensory symptoms (e.g. persistent itch) and trophic changes in
involved sites suggest possibility of presence of neurogenic mechanisms in pathogenesis of vul-
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var LS symptoms. Recent studies concentrating on alterations of skin innervation in many con-
ditions reveal a relation between morphological changes in nerve system and clinical symptoms.
What is more, expanding knowledge on the role of neurogenic factors in development and reso-
lution of inflammation and pathogenesis of sensory symptoms, may result in development of
novel therapeutic options. The role of neurogenic mechanisms in origin of sensory symptoms in
LS has not been yet reported. Immunohistochemical methods enable to describe quantitative and
qualitative changes (type of nerve fibers and receptors) in small nerves, which may elucidate the
role of neurogenic mechanism in pathogenesis of sensory symptoms in LS and in consequence
help to identify new therapeutic targets.

2.2 Aim of the study

To investigate whether in vulvar LS tissues occur changes in innervation and differences in ex-
pression of neuropeptides (PGP 9.5, CGRP, VIP), pruritic receptors (opioid receptor u, PAR-2),
marker of nerve regeneration (GAP-43) and number of mast cells (marked by mast cell tryptase
antibody) in comparison to normal vulvar tissues.

2.3 Method

2.3.1 Material

20 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens of skin biopsies of histologically con-
firmed vulvar LS were collected from the files of the Department of Pathomorphology, Jagiello-
nian University. As a control group, surrounding healthy tissue from FFPE samples of 20 cases
of benign and non-inflammatory vulvar lesions from the files of the Department of Pathomor-
phology were analysed. In the LS group, patients aged between 34 and 76 years (mean 62 years)
and ranged between 29 and 77 years (mean 53 years) in the control group. All cases were re-
evaluated and LS cases were arbitrarily classified into three stages of the disease: early, interme-
diate and advanced.

2.3.2 Immunohistochemistry

Immunohistochemical stains to evaluate quantitative and qualitative changes in small nerve fi-
bers (PGP 9.5, CGRP, VIP), expression of marker of nerve regeneration (GAP-43), pruritic re-
ceptors (opioid receptor u, PAR-2) and number of mast cells (marked by mast cell tryptase anti-
body) were performed.

To assess alterations in small fiber innervation an adapted protocol conceptually based on eval-
uation of IENFD in diagnosis of SFN (Lauria et al., 2010) was applied. Number of small nerve
fibers crossing dermo-epidermal junction per Imm was calculated. Length of dermo-epidermal
junction was measured with the use of the ImageJ program on digital photographs of the slides.
The obtained results were analysed statistically and graphically.

2.4 Results

The decrease of mean IENFD, marked with PGP 9,5 (5.92/mm vs 11,47/mm, p=0,0049) and
GAP-43 (7,2/lmm vs 17,68, p=0,013) in vulvar LS tissues compared to normal vulvar tissues was
found to be of high statistical significance. In turn, the increase of mean IENFD of CGRP-posi-
tive nerve fibers in lesional skin compared to normal skin was also shown to be significant
(6,26/mm vs 3,38, p=0.03). The significant increase of expression of opioid receptor p in leuko-
cytes (p=0,01), PAR-2 receptor in endothelial cells (p= 0,0002), and in mast cells around dermal
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nerves (p=0,04) in vulvar LS skin compared to normal vulvar skin was also observed. Number
of tryptase positive mast cells located in all distinguished sites, i.e. directly under epidermis, in
dermis, and around dermal nerves was increased in LS group in comparison to normal skin with
statistical significance (directly under epidermis 17,5 vs 8, p=0,0005, in dermis 46 vs 24,5,
p=0,01, and around dermal nerves 5 vs 2, p=0,002).

2.5 Discussion

To the authors best knowledge, the results of the present study describing significant alterations
in innervation of lesional skin in vulvar LS, compared to healthy vulvar skin are the first in the
literature. Unequivocal decrease in IENFD in vulvar LS strongly suggests possibility of existence
of nerve damaging process in course of the disease and, having in mind the reports of rather rare
asymptomatic course — approx. 10% (Kirtschig, 2016) it allows to assume, that at least in some
of the examined cases sensory symptoms might have been evoked by damage to nerve fibers.
Significant decrease in number of nerve fibers expressing GAP-43 - an established marker of
nerve regeneration and plasticity (Fantini & Johansson, 1992) - in lesional skin in LS most prob-
ably reflects the reduced regenerative and remodelling potential of nerve fibers. Similar phenom-
enon was observed in different forms of SFN (Scheytt, Riediger, Braunsdorf, Sommer, &
Ugeyler, 2015). Additionally previously described in LS damage to proteins of extracellular ma-
trix and alterations in their number and composition (Gambichler et al., 2012), (De Oliveira et
al., 2012) and presence of autoantibodies against extracellular matrix protein-1 (ECM-1) (I.
Chan, 2004) may have important influence on the elongation of nerve fibers’ processes and their
ability to penetrate epidermal basal membrane (Tominaga & Takamori, 2014b). What is more,
the significant increase of CGRP-positive nerve fibers in vulvar LS is consistent with results of
the other studies on chronic pruritic skin conditions e. g. psoriasis (J. Chan, Smoller, Ray-
chauduri, Jiang, & Farber, 1997) and may be explained by observed phenomenon of the rise in
CGRP synthesis in nerve damage and in chronic inflammatory conditions (Russell, King, Smil-
lie, Kodji, & Brain, 2014).

The increased expression of opioid receptor p in leukocytes in lesional skin in vulvar LS de-
scribed in the present study is in accordance with its important role in modulation of inflamma-
tion (Ninkovi¢ & Roy, 2013) and most probably is related to its immunosuppressive role in per-
sistent inflammatory conditions.

Higher concentration of mast cells, especially mast cells around dermal nerve fibers in vulvar
LS, like in other pruritic dermatoses (Siiskonen & Harvima, 2019) strongly suggests significant
role of mast cells in pathogenesis of symptoms of the disease and is a morphological proof of
interaction between mast cells and nerve fibers, and provides the evidence of neurogenic inflam-
mation in vulvar LS. Mast cells around nerve fibers are the main source of proteases necessary
to activate PAR-2 receptor, which results among others in triggering the histamine-independent
itch (Rothmeier & Ruf, 2012). Additionally, the hypothesis of important role of mast cells and
PAR-2 receptor in pathogenesis of sensory symptoms in vulvar LS is supported by higher num-
ber of mast cells around nerve fibers expressing PAR-2 receptor in lesional skin, compared to
healthy one described in the present study. Also the increase in PAR-2 expression in endothelial
cells is consistent with previous reports on this phenomenon in chronic dermatoses (Cevikbas et
al., 2011) and allows to presume, that also in vulvar LS due to activation of PAR-2 receptor the
endothelial cells secrete proinflammatory cytokines, which contribute to development of chronic
inflammation.

It is noteworthy that the ongoing new researches on novel local therapeutic agents in chronic
pruritus focus on substances inhibiting PAR-2 receptor (Cao, Tan, Kim, & Tey, 2017), (Kim &
Kim, 2018), (Barr et al., 2019), (Sakai et al., 2016) and neurogenic inflammation (Lee, Jeong, &
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Lee, 2010). Also, the potential utility of the antagonists of opioid receptors (Bigliardi et al., 2007)
and nerve growth factor (Rocco, Soligo, Manni, & Aloe, 2018) is under investigation.

2.6 Conclusions

1. The investigations showed marked alterations in skin innervation, expression of pruritic re-
ceptors and number of mast cells in vulvar LS skin compared to normal vulvar skin.

2. The changes in small nerve fibers, i.e. quantitatively investigated decrease of mean IENFD,
and qualitatively observed increase of CGRP positive IENFD and similarly assessed decrease of
GAP-43 positive IENFD may possibly contribute to the pathomechanism of sensory symptoms
in LS.

3. The increase of expression of opioid receptor u and PAR-2 receptor and the increase in number
of mast-cells demonstrate the involvement of non-histaminergic mechanisms and neuroinflam-
mation in development of vulvar LS.

4. Further exploration of the non-histaminergic mechanisms and of neuroinflammatory processes
in pathomechanism of LS are necessary for the development of novel causative therapeutic ap-
proaches to pruritic skin conditions like LS.

2.7 Summary

Sensory symptoms in vulvar LS do not always respond to conventional treatment and often se-
verely affect quality of patients’ life (Krapf et al., 2020). The present study is the first in literature
to describe their possible pathophysiological and pathomorphological background. In the lesional
skin in LS, as compared to healthy skin, the significant decrease in IENFD and increase in ex-
pression of pruritic receptors (opioid receptor u, PAR-2) and in number of mast cells - main cells
responsible for presence of neurogenic inflammation - was shown. Emerging new therapeutic
options targeting aforementioned alterations indicate the necessity of further investigations in
this field.
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3 Wstep
3.1 Liszaj Twardzinowy

3.1.1 Informacje ogolne

LT jest przewlekla chorobg zapalng skory i bton §luzowych, mediowang przez limfocyty jed-
nakze o nie w pelni wyjasnionej etiologii. Zmiany chorobowe lokalizuja si¢ gtownie w okolicy
anogenitalnej u kobiet i genitalnej u mezczyzn. Kobiety skarzg si¢ na $wiad, uczucie pieczenia i
bolesno$¢ podczas stosunku, a me¢zczyzni na trudnosci w mikeji i bolesno$¢ podczas stosunku.
Chociaz histologiczny opis choroby znany jest od potowy XX w., patofizjologiczne podtoze cho-
roby i jej objawdw pozostaje niecatkowicie scharakteryzowane. Sugeruje si¢ udziat czynnikéw
genetycznych, hormonalnych i autoimmunologicznych. W ostatnim czasie badania koncentrujg
si¢ na opisie zmian na granicy skorno-naskorkowej, w celu identyfikacji potencjalnego moleku-
larnego czynnika wzbudzajacego reaktywno$¢ limfocytow (Fergus et al., 2020).

3.1.2 Epidemiologia

Czestos¢ wystepowania LT wydaje si¢ niedoszacowana ze wzgledu na niecharakterystyczny po-
czatek choroby oraz mozliwy dlugotrwaty, bezobjawowy przebieg. Przyblizone szacunki choro-
bowosci w oparciu o praktyke dermatologiczng wynosza pomiedzy 1:300 a 1:1000. W oparciu o
dane z praktyki ginekologicznej czgstos¢ wystgpowania u kobiet przyjmuje si¢ na ok 2%. Cho-
roba dotyka kobiety dziesi¢¢ razy czgsciej niz mezczyzn i wystepuje czesciej u osob rasy biate;.
Obserwuje si¢ dwa szczyty wystepowania liszaja twardzinowego; u kobiet pierwszy przed po-
kwitaniem i drugi w wieku okolomenopauzalnym a u me¢zczyzn pierwszy przed pokwitaniem a
drugi w mtodym i $rednim wieku (Fergus et al., 2020).

3.1.3 Obraz kliniczny

3.1.3.1 Lokalizacja zmian

Zmiany chorobowe lokalizujg si¢ gldéwnie w okolicy anogenitalnej u kobiet 1 genitalnej u mez-
czyzn. Kiedy choroba zaczyna si¢ przed pokwitaniem, zwykle ma charakter postepujacy. U
dziewczynek LT moze wystapic¢ bardzo wczesnie, w postaci krwotocznych zmian w okolicy od-
bytu. Zaparcia moga wystapi¢ jako powiktanie bolesnych szczelin kanatu odbytu. Jezeli wystapi
znaczgce zajecie okolicy odbytu, w diagnostyce réznicowej nalezy uwzgledni¢ zmiany po wy-
korzystywaniu seksualnym. U plci me¢skiej zmiany okotoodbytnicze nie sg obserwowane, ale u
mtodych chtopcoéw liszaj twardzinowy jest najczestszg przyczyng stulejki (Calonje, 2012).
Zmiany na skoérze poza okolica genitalng wystepuja u 11% kobiet z genitalng postacig liszaja
twardzinowego 1 lokalizuja si¢ w malejacej czestosci wystgpowania na skorze gornej czesci
grzbietu, pachwinach, konczynach gornych, szyi, dolnej czgsci grzbietu i konczynach dolnych.
Zajecie owlosionej skory glowy 1 twarzy jest rzadkie; w tych przypadkach moze si¢ objawiac
lysieniem. Sporadyczne przypadki zajecia stop zostaty rowniez opisane w literaturze (Caspary,
Carpena, & De Almeida, 2009). Zmiany w tych okolicach moga wystepowac takze bez zajecia
okolicy genitalnej. Zmiany chorobowe moga takze pojawiac si¢ na przeszczepionych fragmen-
tach skory. Zajecie jamy ustnej, w tym warg, moze towarzyszy¢ postaci genitalnej LT lub moze
mie¢ charakter izolowany. Dodatkowo LT moze wspotwystepowac z liszajem ptaskim (Marren,
Millard, Chia, & Wojnarowska, 1994), co dodatkowo utrudnia diagnostyke zmian w jamie ustnej
1 moze przyczynia¢ si¢ do niedoszacowania czestosci wystepowania LT w tej okolicy.
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3.1.3.2 Makroskopowy wyglad zmian

Typowe zmiany skdrne majg charakter zlewajacych sie¢, porcelanowo biatych grudek o nieréwnej
powierzchni. Czg¢sto towarzyszg im wybroczyny i nadmierne rogowacenie, zwtaszcza w ujsciu
przydatkow skornych, ktore sg poszerzone i przypominaja zaskorniki. Pecherze wystepuja
rzadko. U kobiet zajecie okolicy genitalnej i okotoodbytniczej jest zwykle obustronne i syme-
tryczne i jest opisywane jako objaw “6semki” w przypadku zajecia obu wyzej wymienionych
okolic. Zmiany lokalizujg si¢ gléwnie na wewnetrznej czesci warg sromowych mniejszych, w
okolicach techtaczki, przedsionka pochwy i spoidta tylnego. U m¢zczyzn zmiany chorobowe
dotycza gldwnie trzonu i zotgdzi pracia oraz napletka. Jednakze dominujacym objawem moze
by¢ stulejka. LT ma charakter bliznowaciejacy. U kobiet zwykle dochodzi do zaniku warg sro-
mowych mniejszych, bliznowacenia okolicy techtaczki i uj$cia cewki moczowej. Zmiany w ob-
rebie samej cewki sg niezwykle rzadkie, a w obrebie pochwy nie sg obserwowane. U mezczyzn
w sytuacji lokalizacji zmian na napletku, zgrubiaty, bliznowato zmieniony napletek tworzy zro-
sty z zotedzig i jest trudny do odprowadzenia, co sprzyja powstawaniu stulejki lub zatupka (Ca-
lonje, 2012).

3.1.3.3 Objawy kliniczne

U kobiet gtbwnym objawem jest silny §wiad w okolicy sromu, ktéory moze nasila¢ si¢ w nocy i
zaburza¢ sen. Chociaz uczucie §wigdu moze by¢ bardzo silne, to tzw. lichenizacja (pogrubienie
naskorka, wzmozone bruzdowanie i poletkowanie skéry wywotane przewlektym drapaniem)
moze nie by¢ nasilona. Kolejnymi objawami zglaszanymi przez chore sg uczucie bdlu i piecze-
nia, bolesnos¢ podczas stosunku, zaburzenia oddawania moczu i zaparcia. U m¢zczyzn przy za-
jeciu okolicy okotocewkowej dochodzi do zaburzen oddawania moczu. Pod wptywem mikrou-
razdw zmienionej chorobowo okolicy moga tworzy¢ si¢ krwotoczne pgcherze, nadzerki oraz ow-
rzodzenia, nasilajgce powstawanie zmian bliznowatych (Calonje, 2012).

3.1.3.4 Zwiazek z rakiem

Waznym cho¢ stosunkowo rzadkim powiktaniem LT jest rozwéj dysplazji i raka ptaskonabton-
kowego na obszarach zmienionych chorobowo (Kirtschig, 2016). Dysplazja klinicznie manife-
stuje si¢ jako biato-szare obszary nadmiernego rogowacenia, nadzerki lub rumien. Obszary o
powyzsze] morfologii musza zosta¢ poddane histologicznej weryfikacji. U mniej niz 4% pacjen-
tek z LT sromu dochodzi do rozwoju raka ptaskonabtonkowego. Zaobserwowano obecno$¢ pa-
rakeratozy, dyskeratozy, hiperplazji i atypii komorek warstwy podstawnej (tzw. srodnabtonko-
wej neoplazji sromu typu zréznicowanego) U pacjentek z LT sromu u ktoérych doszto do rozwoju
raka ptaskonabtonkowego. Sugeruje si¢, iz stwierdzenie powyzszych cech u pacjentek z LT
sromu, moze §wiadczy¢ o zwigkszonym ryzyku rozwoju raka. U mezczyzn czegsto$¢ rozwoju
raka ptaskonablonkowego na podtozu LT szacuje si¢ na 4-8%. W preparatach pooperacyjnych
od pacjentéw z rakiem ptaskonabtonkowym pracia, wspotwystgpowanie LT obserwuje si¢ w ok
32-50% przypadkow. W obrgbie pracia zmiany przewlekle, niesymetryczne, rumieniowe, nad-
zerkowe, owrzodziale i brodawkowate powinny by¢ traktowane jako wysoce podejrzane i zostac
poddane badaniu histopatologicznemu (Calonje, 2012).

3.1.4 Patogeneza

Etiologia LT nie jest w petni wyjasniona i prawdopodobnie ma charakter wieloczynnikowy. Po-
stulowany jest udziat czynnikow genetycznych, hormonalnych, autoimmunologicznych, infek-
cyjnych i1 srodowiskowych. Przypadki wystepowania rodzinnego sa dobrze udokumentowane u
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obu pici, jak rowniez w przypadku blizniat jedno- i dwujajowych. Dodatni wywiad rodzinny
stwierdza si¢ u okoto 12% chorych, co sugeruje silne tto genetyczne (Sherman et al., 2010).

U ok. 21% pacjentow stwierdza si¢ wspotwystepowanie chordb z autoagresji takich jak: tysienie
plackowate, bielactwo, nadczynnos$¢ i niedoczynnos¢ tarczycy, anemia ztosliwa i cukrzyca. Zo-
stal opisany znaczacy zwigzek pomi¢dzy wystepowaniem LT, a obecnoscig antygendéw klasy 11
jak HLA-DQ7, -DR7, -DQ9Y (pojedynczo lub w kombinacji). Krazace przeciwciata klasy IgG
przeciwko glikoproteinom macierzy zewnatrzkomorkowej (extracellular martix protein 1-
ECMI1) sg obecne u ok 75% pacjentek z LT sromu (Oyama et al., 2003). Przeciwciata te wpty-
waja na wigzanie ECM1 z metalopeptydaza 9, co prowadzi do nadmiernej syntezy kolagenu,
szczegoblnie typu V oraz degradacji 1 pogrubienia btony podstawnej (Krapf et al., 2020). U ok
33% pacjentek obserwuje si¢ przeciwciata przeciwko btonie podstawnej (basement membrane
zone- BMZ) (Howard, Dean, Cooper, Kirtshig, & Wojnarowska, 2004).

Proces wtoknienia i nadmiernej syntezy kolagenu jest wybitnie nasilony w przebiegu LT i odpo-
wiada za wiele z jego powiktan prowadzacych do obnizenia jakos$ci zycia chorych. W LT sromu
w zmienionej chorobowo skoérze zaobserwowano liczne zaburzenia w skladzie biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej (Gambichler et al., 2012) i zaburzenia dystrybucji metaloproteinaz i ich
inhibitorow (De Oliveira et al., 2012). W naskorku tkanek zmienionych w przebiegu LT sromu
poziom galektyny 7, biatka pochodzacego z keratynocytéw, hamujacego proliferacje fibrobla-
stow 1 nasilajacego synteze kolagenu I i III jest istotnie zwigkszony w poréwnaniu do prawidto-
wego naskorka (Zhao, Zhao, Li, Qin, & Wu, 2018). W badaniach molekularnych opisano zna-
czace zwigkszenie ekspresji microRNA-155-5p, co jak wykazano ma pobudzajacy wptyw na
proliferacje¢ fibroblastow (Ren, Zhao, Huo, & Wu, 2018).

Profil ekspresji gendow w LT wskazuje na zapalne tlo choroby z nadekspresja cytokin wydziela-
nych przez limfocyty pomocnicze Th1l. Wykazano zwigzek pomiedzy limfocytami Thl a choro-
bami autoimmunologicznymi. Z opisang powyzej stwierdzong w LT nadekspresja microRNA-
155 (miR-155), ktore jest zwigzane z promowaniem dojrzewania limfocytow Thl, wigze sig¢
utrate tolerancji na wiasne antygeny i indukowanie stanu zapalnego, co prowadzi do rozwoju
choréb z autoagresji. Do innych zaburzen zwigzanych z nadekspresja miR-155 zalicza si¢ zwigk-
szong synteze kolagenu (Krapf et al., 2020). W stanie zapalnym ze znaczng ilo$cig cytokin po-
chodzacych z limfocytéw Th1 obserwuje si¢ uwalnianie reaktywnych form tlenu, ktére sprzyjaja
autoagresji i transformacji nowotworowej (Krapf et al., 2020).

Postuluje si¢ tto hormonalne choroby ze wzgledu na zwiekszong czestos¢ wystepowania LT u
kobiet w okresach niedoboru estrogendw. LT rozwijajacy si¢ u kobiet przed menopauza moze
mie¢ zwigzek ze stosowaniem doustnych srodkow antykoncepcyjnych, szczegolnie tych o wia-
sciwosciach antyandrogennych (Calonje, 2012).

Nie jest w pelni wyjasniona rola czynnikow infekcyjnych w rozwoju LT. Zwigzek pomiedzy
wystepowaniem choroby a infekcja Borrelia burgdorferi zostal opisany w Europie, co nie zostato
potwierdzone u pacjentow z USA (Fujiwara et al., 1997). Obecnos$¢ wirusa HPV (typ 6,161 18)
zostata opisana w 70% przypadkéw LT penisa u dzieci i w 17,4% przypadkéw u dorostych, w
poréwnaniu do 8,7% u os6b zdrowych. Lokalne leczenie LT masciami sterydowymi moze pro-
wadzi¢ do reaktywacji infekcji HPV. Jednakze nie stwierdzono obecnosci wirusa HPV w przy-
padkach LT sromu. Epidemiologia i obraz kliniczny LT nie odpowiadaja chorobie infekcyjnej
ani przenoszonej droga piciows.

U mezczyzn nieprawidtowosci budowy anatomicznej oraz urazy wydaja si¢ mie¢ znaczenie w
rozwoju LT. W szczegolnosci LT wydaje si¢ mie¢ zwigzek ze spodziectwem i jego leczeniem
(Calonje, 2012).
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3.1.5 Obraz histologiczny.

Obraz histologiczny zmian w przebiegu LT jest niezalezny od lokalizacji zmian chorobowych.
Na wczesnym etapie obserwuje si¢ obfity liszajowaty naciek zapalny (pasmowaty, limfocytarny
naciek zapalny na granicy skorno-naskérkowej, zacierajacy jej budowe) egzocytoze limfocytow
w obreb naskorka, pogrubienie blony podstawnej, ogniska atrofii naskoérka i utrate wtokien ela-
stycznych w obrebie skory wiasciwej. W czgsci przypadkdéw obserwuje sie¢ nasilong, nieregu-
larng akantozg, w postaci ,,zebow pity” (tzw. squamous cel hyperplasia). W tych przypadkach
zalecana jest szczeg6lnie wnikliwa diagnostyka w kierunku obecno$ci zmian dysplastycznych
lub raka inwazyjnego. W przypadkach raka ptaskonabtonkowego rozwijajacego si¢ na podtozu
LT obserwuje si¢ typ zroznicowany neoplazji srodnablonkowej (differentiated vulvar intraepi-
thelial neoplasia). W poznym etapie ewolucji wykwitow w przebiegu LT obserwuje si¢ atrofie
naskodrka, zwyrodnienie wodniczkowe warstwy podstawnej, zaczopowanie uj$¢ mieszkow wito-
sowych oraz szerokie pasmo szkliwienia w gornej czesci skory wlasciwej, czesto z obecnym
ponizej limfocytarno-histocytarnym naciekiem zapalnym. W wycinkach ze zmian narzadéw
ptciowych atrofia naskorka moze by¢ stabiej zaznaczona, obserwuje si¢ zmiany jak w lichen
simplex chronicus, spongiozg naskorka i obecno$¢ eozynofilii w skorze wiasciwej. W obszarach
pozagenitalnych opisano cechy elastofagocytozy, niestwierdzanej w okolicy narzadéw pflcio-
wych (Calonje, 2012).

3.1.6 Diagnostyka i leczenie

W wielu przypadkach diagnoza LT jest stawiana na podstawie wywiadu klinicznego, charakte-
rystycznej morfologii i lokalizacji zmian. Badanie histopatologiczne wycinka ze zmienionej
skory jest przeprowadzane w nietypowych przypadkach zwigzanych z hiperpigmentacja lub nad-
miernym rogowaceniem, przy podejrzeniu zmian nowotworowych lub przednowotworowych
oraz w przypadkach zmian watpliwych i nie poddajacych si¢ leczeniu (Fergus et al., 2020).
Glownymi celami w leczeniu LT sromu sa: ztagodzenie objawdw czuciowych, zapobieganie po-
wstawaniu zmian bliznowaciejacych i zapobieganie transformacji nowotworowej. W farmako-
terapii LT na pierwszy plan wysuwa si¢ leczenie przeciwzapalne (Krapf et al., 2020).
Leczeniem pierwszego rzutu sg stosowane miejscowo kortykosteroidy, ktére wykazuja dziatanie
przeciwzapalne, przeciwmitotyczne i immunosupresyjne. Dzialanie przeciwzapalne opiera si¢
na obkurczaniu naczyn krwionosnych, hamowaniu uwalniania fosfolipazy A2 (tym samym ha-
mowaniu produkcji prostaglandyn i leukotrienéw), oraz na zwigkszaniu ekspresji genow prze-
ciwzapalnych i posrednio hamowaniu ekspresji genow prozapalnych. Dziatanie przeciwmito-
tyczne w skorze hamuje proliferacje komorek i synteze kolagenu. Dziatanie immunosupresyjne
obejmuje hamowanie odpowiedzi humoralnej oraz hamowanie dojrzewania, réznicowania i pro-
liferacji leukocytow (Gabros & Zito, 2020). W leczeniu stosuje si¢ w szczegolnosci propionian
klobetazolu w postaci masci lub kremu przez okres do 3 miesiecy. W badaniach klinicznych
odpowiedzZ na leczenie stwierdza si¢ u 73-90% chorych. Niektorzy klinicys$ci stosuja kortykoste-
roidy lokalnie dlugoterminowo (Fergus et al. 2020). Badania kliniczne wskazujg, iz dlugotermi-
nowe, zgodne z zaleceniami stosowanie kortykosteroidow wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem
transformacji ztosliwej (Krapf et al., 2020). Alternatywnym sposobem leczenia o udowodnionej,
aczkolwiek mniejszej skutecznosci jest zastosowanie inhibitoréw kalcyneuryny, ktore blokuja
uwalnianie cytokin zapalnych z limfocytow T. Stosuje si¢ takrolimus (odpowiedz na leczenie u
63% chorych) lub pimerkrolimus (odpowiedz na leczenie u 53% chorych). Leczenie to jednak
powinno by¢ uwazane za eksperymentalne ze wzgledu na watpliwosci co do bezpieczenstwa
stosowania tych lekow (Fergus et al., 2020). W specjalistycznej literaturze spotyka si¢ doniesie-
nia na temat stosowania krioterapii jako leczenia przeciwzapalnego i przeciwbdlowego w terapii
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objawowej. W badaniach opisano réwniez skuteczno$¢ terapii fotodynamicznej, w ktorej pod
wptywem fotouczulacza i §wiatta o odpowiedniej dtugosci fali dochodzi do apoptozy limfocytéw
i keratynocytow oraz zmian w ekspresji cytokin i metaloproteaz, ktore biorg udziat w przebudo-
wie skory (Prodromidou, Chatziioannou, Daskalakis, Stergios, & Pergialiotis, 2018). Do nowych
obiecujacych metod leczenie zalicza si¢ zastosowanie zogniskowane;j fali ultradzwickowej o wy-
sokiej czestotliwosci (high intensity focused ultrasound- HIFU), co stymuluje proliferacj¢ ko-
morek, syntezg biatek i powstawanie nowych naczyn krwiono$nych. Obecnie trwa randomizo-
wane, podwojnie zaslepione badanie kliniczne nad zastosowaniem w leczeniu LT sromu lasera
frakcyjnego CO2, ktory stymuluje wzrost fibroblastow i aktywuje biosynteze i odktadanie kola-
genu w macierzy zewnatrzkomorkowej. Badania na matej ilosci pacjentow nad zastosowaniem
osocza bogatoptytkowego, ktore pobudza gojenie poprzez stymulowanie uwalniania cytokin i
czynnikdw wzrostu nie wykazaty jednoznacznej skutecznosci tej metody (Krapf et al., 2020). Do
innych metod leczenia stosowanych z ro6znym skutkiem zalicza si¢ cyklosporyne, metotreksat i
retinoidy. Leczenie hormonalne nie jest juz zalecane, aczkolwiek w przypadku wystapienia
zmian atroficznych w przebiegu LT u kobiet po menopauzie powinno si¢ zastosowac miejscowe
leczenie estrogenami (Fergus et al., 2020). W terapii zaawansowanych zmian bliznowatych sto-
suje si¢ leczenie chirurgiczne (Krapf et al., 2020).
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3.2 Swiad
3.2.1 Wstep

Swiad moze byé zdefiniowany jako nieprzyjemne uczucie skorne powodujace silna potrzebe
drapania. Przewlekty lub intensywny $wiad prowadzi do powstawania zmian skornych i uwol-
nienia mediatoréw zapalnych, ktore mogg wywotywac lub intensyfikowa¢ uczucie $wigdu. Ten
samonapedzajacy si¢ mechanizm powstawania uczucia §wiadu jest czesto oporny na lokalne lub
systemowe proby terapii.

Swiad jest jednym z najczestszych objawéw w medycynie, a w szczegdlnosci w dermatologii.
Moze towarzyszy¢ stanom zapalnym, nowotworom ztosliwym, chorobom metabolicznym, in-
fekcjom, chorobom psychiatrycznym, stresowi oraz moze by¢ efektem ubocznym wielu lekow.
Dowody wskazuja na istnienie interaktywnej sieci pomigdzy skérg oraz obwodowym i central-
nym systemem nerwowym, ktora reguluje odpowiedz na mechanizmy §wigdotworcze. Wedle
najnowszej wiedzy §wiad nie jest ,,podtypem” uczucia bolu, ale stanowi odrebny rodzaj wrazenia
czuciowego (Steinhoff et al., 2006a).

Z klinicznego punktu widzenia mozna wyodrgbnié¢ nastgpujace rodzaje $wiadu:

e $wiad towarzyszacy zmianom skornym - mediowany gtownie przez histaming, interleu-
kiny, prostaglandyny i proteazy,

e $wiad w chorobach systemowych (niewydolno$¢ watroby, niewydolnos¢ nerek) - medio-
wany przez opiaty i interleukiny,

e $wiad neuropatyczny wywotany uszkodzeniem wtokien nerwowych - mediowany neuro-
peptydami (substancja P) lub proteazami,

e $wiad psychogenny (urojenia, stres, depresja) - mediowany przez serotoning i noradrena-
ling,

e $wiad mieszany- wynikajacy z nalozenia powyzszych przyczyn (Ikoma, Steinhoff, Stin-
der, Yosipovitch, & Schmelz, 2006).

W pismiennictwie mozna réwniez spotkac¢ podziat §wigdu oparty na mechanizmie jego powsta-
wania, wyrdzniajacy:

e $wigd wywolany w zdrowym uktadzie nerwowym przez obwodowe lub osrodkowe me-
chanizmy $wigdotworcze

e $wiad wywolany uszkodzeniem neurondéw (§wiad neuropatyczny) (Ikoma et al., 2006).

Z punktu widzenia fizjologii powstawania uczucia $wigdu, najpowszechniejszy i najlepiej ugrun-
towany w badaniach naukowych podzial wyréznia:

e $wiad histaminergiczny,
e $wiad niehistaminergiczny.
Opisane w dalszej czgsci rozdzialu réznice w tych dwoch $ciezkach pobudzania 1 przewodzenia

uczucia $wigdu odpowiadajg za roznice w przebiegu klinicznym i w odpowiedzi na leczenie w
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obregbie jednostek chorobowych przebiegajacych ze §wigdem. Wraz ze wzrostem wiedzy o $wig-
dzie pojawiajg si¢ nowe mozliwos$ci terapeutyczne, ukierunkowane na zwiekszenie skutecznos$ci
i zmniejszenie efektow ubocznych stosowanych lekéw (Dhand & Aminoff, 2014).

W literaturze przedmiotu spotyka si¢ rowniez podziat swigdu ze wzglgdu na czas trwania
objawow:

o $wiad ostry,
e Swiad przewlekty.

Istniejg istotne roznice pomigdzy ostrym i przewlektym §wigdem, ktory definiuje si¢ jako $wiad
trwajacy dhuzej niz 3 miesigce. Ostry swigd wystepuje, kiedy czynnik wywotujgcy ma kontakt
ze skorg i zazwyczaj drapanie i zwigzane z tym uczucie bolu powoduje zmniejszenie jego natg-
zenia. Przewlekty $wiad jest przetrwalym doznaniem spowodowanym réznymi przyczynami
(dermatozy, choroby uktadowe, infekcje, neuropatie, choroby psychiatryczne), ktére nie moze
by¢ zniesione przez drapanie czy uczucie bolu. Co wiecej, w tych schorzeniach uczucie bolu
czesto moze by¢ odbierane jako $wiad. Analogicznie do mechanizméw generowania bélu postu-
luje si¢ dwa prawdopodobne mechanizmy powstawania przetrwatego uczucia swiadu. Pierw-
szym jest obwodowa sensytyzacja zwigzana z obnizonym progiem pobudzania i zwickszong ak-
tywnoscig bazowa receptoréw dla swiagdu 1 wtokien nerwowych. Drugim postulowanym mecha-
nizmem jest centralna sensytyzacja wynikajaca z neuroplastycznosci, ktéra pojawia si¢ w rdze-
niu kregowym i mozgu i sprawia, ze bodzce nieswigdotworcze sg odbierane jako $wiad lub
zwickszaja jego nasilenie (Dhand & Aminoff, 2014).
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3.2.2 Neurofizjologia §wiadu
3.2.2.1 Drogi przewodzenia §wigdu

Fizjologicznie uczucie §wigdu rozpoczyna si¢ skorze po zadziataniu czynnika §wigdotwoérczego.
Czynniki te aktywujg pewne receptory obecne migdzy innymi na drobnych, specyficznych dla
$wigdu (itch sensitive), niezmielinizowanych wtdéknach nerwowych C, pochodzacych z neuro-
now, ktorych ciata znajduja si¢ w zwojach korzeni grzbietowych nerwoéw rdzeniowych (dorsal
root ganglia- DRG). Zostaty opisane dwie odrebne i niezalezne, obwodowe i rdzeniowo-wzgo-
rzowe drogi nerwowe przewodzace uczucie swigdu: histaminergiczna, zalezna od aktywacji re-
ceptorow histaminowych i nichistaminergiczna, zalezna od aktywacji receptoréw aktywowanych
przez proteazy-2 (proteinase activated receptors-2, PAR-2). Receptory PAR-2 aktywowane sg
egzogennie przez kolce tropikalnej rosliny, Swierzbca wlasciwego (Mucuna pruriens, Cowhage)
i stad pochodzi czgsto uzywana w pismiennictwie nazwa tej drogi przewodzenia: “Cowhage
pathway”. W obrebie drogi rdzeniowo- wzgorzowej biegng odrgbne neurony aktywowane przez
histaming 1 Cowhage.

Badania wykazaty, ze drogi przewodzenia $wigdu - histaminergiczna i niehistaminergiczna -
majg odrgbng reprezentacje korowa. Badanie z wykorzystaniem fMRI wykazato, iz w przypadku
swigdu wywotanego histaming w mdzgu aktywowane sa: wzgorze, pierwszo- i drugorzgdowa
kora somatosensoryczna (S1 i S2), przedklinek, klinek, tylny zakret kory obreczy (PCC), przedni
zakret kory obreczy (ACC), dolna i tylna kora ciemieniowa (inferior and posterior parietal corti-
ces), gorny 1 srodkowy zakret skroniowy, bardziej obustronnie i symetrycznie niz w przypadku
Swigdu wywotanego przez Cowhage. Histamina klinicznie wywotuje ostry §wiad, a leki prze-
ciwhistaminowe blokujace receptor HI nie znalazly zastosowania w leczeniu przewlektego
swiadu.

Przewlekly swiad jest indukowany na drodze niezaleznej od histaminy. Neurony niehistaminer-
giczne zawierajg receptory PAR-2 i moga by¢ pobudzane przez endogenne lub egzogenne pru-
ritogeny, jak proteazy, cytokiny, chemokiny i aminy. W badaniu fMRI o$rodkowa reprezentacja
dla $wiadu wywotanego przez Cowhage jest zblizona do reprezentacji dla §wiadu wywotanego
histaming, aczkolwiek stwierdzono wzmocnienie sygnaléw po stronie lewej (w przeciwienstwie
do symetrii sygnatow w przypadku histaminy). Swiad wywotany przez Cowhage, w pordéwnaniu
do $wiagdu wywolanego histaming, wywoluje rowniez zwickszong aktywacje kory wyspy 1 przed-
murza oraz jader podstawy i przewazajaco po przeciwnej stronie (Papoiu, Coghill, Kraft, Wang,
& Yosipovitch, 2012).

3.2.2.2 Czynniki $wigdotworcze i receptory $wigdu.
3.2.2.2.1 Histamina

Histamina jest gléwnym czynnikiem $wigdotworczym w ostrym swigdzie. Jest uwalniana gtow-
nie przez mastocyty, w mniejszym stopniu przez bazofile i keratynocyty. Wsrdd receptoréw hi-
staminowych receptory H1 wydaja si¢ mie¢ znaczaca role w reakcjach skornych wywotanych
przez histaming. Inhibitory receptora H1 skutecznie hamujg $wigd wywotany histaming, po-
krzywke 1 rumien wywotany na drodze odruchu aksonalnego. Chociaz zwigzki te znalazly zasto-
sowanie w leczeniu niektorych chordb przebiegajacych ze Swigdem (niektore typy pokrzywki),
w wielu innych (np. w AZS) okazaly si¢ nieskuteczne (Ikoma et al., 2006). Receptory histami-
nowe H1 i H4 obecne na neuronach histaminergicznych, wigzg histamine i aktywuja receptor
przejsciowego potencjalu TRPV1 przez system fosfolipaz. Pobudzone neurony histaminergiczne
réwniez uwalniajg neuropeptydy: peptyd pochodny genu kalcytoniny (calcitonin gene related
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protein, CGRP) i substancje P (substance P, SP), ktére powoduja “neurogenne zapalenie” obja-
wiajace si¢ miejscowym poszerzeniem naczyn krwionosnych, wysigkiem i degranulacja masto-
cytow (Yosipovitch, Rosen, & Hashimoto, 2018).

3.2.2.2.2 Proteazy i ich receptory

Receptory aktywowane przez proteazy (proteinase-activated receptors, PAR) nalezg do rodziny
srédbtonowych receptorow zwigzanych z biatkiem G. Jak dotad zidentyfikowano cztery rodzaje
tych receptorow. Jakkolwiek stwierdzono obecno$c¢ receptoréw PAR1, PAR2 i PAR4 na neuro-
nach, dotychczas opisano jedynie rolg receptora PAR2 w patofizjologii $wigdu. Receptor PAR2
bierze udziat w powstawaniu uczucia $wigdu na drodze niehistaminergicznej i moze by¢ akty-
wowany przez rosling Cowhage, ktorej substancja czynna (mucunian) jest proteazg serynowa
(Jeffry etal., 2011). W tkankach receptor PAR-2 jest pobudzany przez liczne proteazy serynowe
jak trypsyna, tkankowe kalikreiny, czynniki krzepnigcia VIla i Xa, tryptaze (uwalniang przez
mastocyty) i transblonowe proteazy serynowe. Ponadto receptor PAR-2 moze by¢ aktywowany
przez egzogenne proteazy (np. pochodzenia bakteryjnego), co moze wywotywac reakcj¢ zapalna
lub alergiczna. Receptor PAR-2 nalezy do rodziny receptorow zwiazanych z biatkiem G. Reakcja
proteolizy wywotywana przez proteazy w obrebie zewnatrzkomorkowego konica aminowego re-
ceptora powoduje odstonigcie endogennego ligandu dla miejsca wigzacego, nastepowa aktywa-
cje receptora i w dalszej kolejnosci aktywacje biatka G. Aktywowane biatko G wplywa na dzia-
tanie wewnatrzkomorkowej fosfolipazy C (PLC), co skutkuje powstaniem 1, 4, 5-trifosforanu
inozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). Te dwa wtorne przekazniki reguluja aktywnos¢ kinazy
biatkowej C (PKC) i wewnatrzkomorkowe stezenie jondw wapnia. Fosforylacja zalezna od PKC
1 wewnatrzkomérkowy wzrost poziomu wapnia powodujg obnizenie progu pobudliwosci dla re-
ceptorow TRPV1 (Rothmeier & Ruf, 2012).

Dodatkowo zaobserwowano doswiadczalnie uwalnianie neuropeptydoéw takich jak SP i CGRP
w odpowiedzi na aktywacje receptora PAR-2, co przyczynia si¢ do rozwoju neurogennego stanu
zapalnego 1 nasila uczucie §wiagdu i bolu. Tak wiec aktywacja receptora PAR-2 w obrgbie wol-
nych zakonczen nerwowych poprzez obnizenie progu pobudzenia receptoréw TRPV1 prowadzi
do rozwoju nadwrazliwosci, a poprzez stymulacje¢ uwalniania neuropeptydow nasila neurogenny
stan zapalny (Rothmeier & Ruf, 2012).

Opisany mechanizm uwalniania neuropeptydow w odpowiedzi na stymulacje tryptazg doprowa-
dzit do hipotezy o powstawaniu uczucia §wigdu w dermatozach na skutek aktywacji receptora
PAR?2 na wtdknach czuciowych przez proteinazy. Dodatkowo receptor PAR-2 obecny takze na
keratynocytach, ulegajacy zwigkszonej ekspresji w naskorku pacjentow z AZS, moze mediowad
$wiad indukowany przez endogenne (trypsyna, kalikreina) lub egzogenne (np. pochodzenia bak-
teryjnego) proteazy. Ponadto u chorych z AZS poziom endogennego agonisty receptora PAR-2
— tryptazy, byt zwiekszony czterokrotnie, a ekspresja PAR-2 byla znacznie zwigkszona na ner-
wach czuciowych w skorze zmienionej chorobowo. Z drugiej strony nie stwierdzono istotnych
réznic w stezeniu histaminy pomiedzy skorg zdrowa i zmieniong chorobowo, co sugeruje, iz w
AZS $wiad wywolany przez tryptaze, odgrywa istotniejsza role. Co wigcej u tych chorych $rod-
skorne podanie agonistow receptora PAR-2 wywotywato silne 1 przedtuzone uczucie $wiadu.
Obserwacje te mogg ttumaczy¢ staba odpowiedz na leki przeciwhistaminowe u pacjentow z AZS
(Steinhoff et al., 2006a).

Ekspresje receptora PAR-2 opisano w skorze na keratynocytach, fibroblastach, komérkach $rod-
btonka i zakonczeniach aferentnych wiokien nerwowych. Ponadto rowniez leukocyty jak eozy-
nofile, neutrofile, monocyty, makrofagi, mastocyty, limfocyty T i komorki dendrytyczne wyka-
zujg ekspresje PAR2. Tryptaza uwalniana przez mastocyty moze w sposob auto- i parakrynny
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aktywowac receptor PAR-2 obecny na mastocytach, co powoduje ich aktywacj¢ 1 degranulacje i
przyczynia si¢ do rozwoju i podtrzymania stanu zapalnego (Siiskonen & Harvima, 2019).

Wydaje sig, iz antagoni$ci receptora PAR-2 i inhibitory proteaz mogg stanowi¢ obiecujacy kie-
runek badan nad nowymi lekami przeciw$§wigdowymi (Steinhoff et al., 2006a).

3.2.2.2.3 Opioidy

Kolejna grupa neuropeptydow - opioidy byta uzywana jako analgetyki przez ponad 2000 lat.
Poza centralnym systemem nerwowym obecnos$¢ receptorow opioidowych zostata opisana na
zakonczeniach wiokien nerwowych w naskorku, keratynocytach, melanocytach, komoérkach
mieszka wlosowego, fibroblastach, mastocytach, limfocytach, granulocytach, makrofagach i ko-
morkach Langerhansa. Receptory opioidowe sg metabotropowymi (zwigzanymi z biatkiem G)
receptorami blonowymi, ktore zostaly podzielone na trzy gldwne podtypy: receptory opioidowe
i (MOR), receptory opioidowe 6 (DOR) i receptory opioidowe k (KOR). Endogennymi ligan-
dami, hamujacymi uczucie bolu sa endorfiny i enkefaliny dla MOR i DOR oraz dynorfiny dla
KOR. MOR, KOR i w mniejszym zakresie DOR wystepuja na peptydergicznych zakonczeniach
nerwow czuciowych. DOR zlokalizowane sa wylacznie na aksonach i1 wolnych zakonczeniach
nerwowych niezmielinizowanych wtokien C (J. Kopsky, 2018). Aktywowane receptory opioi-
dowe taczg si¢ z bialkiem G hamujacym, ktére hamuje dziatanie cyklazy adenylowej prowadzac
do spadku produkcji cAMP oraz wchodzi w bezposrednig interakcje z kanatami wapniowymi,
zmniejszajac naptyw jonow Ca2+ do wnetrza komorki. W efekcie prowadzi to do redukcji po-
budliwosci i przewodnictwa wiokien nerwowych oraz do zmniejszenia uwalniania z nich proza-
palnych neuropeptydéw takich jak SP 1 CGRP. Agonisci receptoréw opioidowych ostabiajg po-
budliwos¢ wolnych zakonczen nerwowych oraz zmniejszaja uwalnianie prozapalnych neuropep-
tydoéw, co dopowiada za ich dziatanie przeciwbolowe i przeciwzapalne, szczeg6lnie w tkankach
uszkodzonych (Busch-Dienstfertig & Stein, 2010).

Obwodowe zapalenie wywoluje zwigkszong syntezg, transport aksonalny 1 akumulacje recepto-
réw opioidowych na zakonczeniach nerwdéw czuciowych, ktérych ilos¢ dodatkowo wzrasta w
mechanizmie , kietkowania”. Ponadto obserwuje si¢ migracj¢ leukocytow wykazujacych ekspre-
sj¢ receptoréw opioidowych. Spadek pH w tkankach wywotany stanem zapalnym powoduje
zwigkszenie skutecznosci agonistow receptoréw opioidowych. Wzrost ekspresji receptorow za-
lezy od ich typu 1 czasu trwania zapalenia. Gestos¢ receptorow MOR na neuronach 1 liczba neu-
ron6w wykazujacych ekspresje MOR rosnie wraz z czasem trwania zapalenia, podczas gdy po-
winowactwo agonistow do receptorow nie zmienia si¢ (Sehgal, Smith, & Manchikanti, 2011). W
modelu zwierzgcym bolu neuropatycznego opisano zmniejszenie bolu i przeczulicy po miejsco-
wym zastosowaniu agonistow receptorow opioidowych, aczkolwiek wymagane byty wigksze
dawki niz w modelu bolu wywotanego stanem zapalnym (Obara et al., 2009). W tym samym
badaniu w modelu bolu neuropatycznego opisano zmniejszenie ekspresji mRNA dla wszystkich
typodw receptora opioidowego w rdzeniu krggowym 1 zwojach korzeni grzbietowych nerwow
rdzeniowych (dorsal root ganglia- DRG), co moze by¢ wynikiem przewleklego charakteru tego
stanu 1 moze thumaczy¢ zmniejszong skuteczno$¢ opioiddéw i konieczno$¢ stosowania ich w wyz-
szych dawkach. W badaniach na modelu zwierzgcym przewleklego zapalenia w neuronach DRG
stwierdzono zwigkszenie ekspresji mRNA dla receptora opioidowego p po 2 i 96h i dla receptora
K po 12h. Z kolei krotko trwajace bodzce zapalne nie powodujg zwigkszenia ekspresji receptoréw
opioidowych (Busch-Dienstfertig & Stein, 2010).

Kolejnym mechanizmem odpowiadajacym za przeciwbolowe i przeciwzapalne dzialanie opioi-
dow jest interakcja pomigdzy komodrkami zapalnymi, bedacymi ich endogennym zrodtem i wy-
kazujacymi ekspresj¢ receptorow opioidowych, a zakonczeniami nerwéw czuciowych. Komorki
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uktadu immunologicznego gromadzace si¢ wokot uszkodzonych nerwow, czy w zapalnie zmie-
nionych tkankach zawierajg ok. 35% peptydow opioidowych, ktore sg z nich uwalniane po sty-
mulacji noradrenaling (NA), czynnikiem uwalniajgcym kortykotroping (CRF) i cytokinami pro-
zapalnymi takimi jak TNF-a i interleukina 1. Tak wigc efekt przeciwbdolowy pojawia sie, gdy
aktywowane leukocyty sa obecne w miejscu uszkodzenia i nie jest obecny w tkankach niezmie-
nionych zapalnie. Na wczesnych etapach stanu zapalnego gtdéwnymi komoérkami zawierajgcymi
opioidy sg granulocyty, w p6zniejszych stadiach przewazaja monocyty, makrofagi i limfocyty
(J. Kopsky, 2018).

Dodatkowo w przebiegu AZS opisano roznice w lokalizacji receptora opioidowego 1 w obrebie
naskorka i zjawisko przemieszczenia receptora z blony komdrkowej w obszar okotojadrowy ke-
ratynocytow (internalizacja receptora). Autorzy badania postawili hipoteze, méwiaca, ze inter-
nalizacja receptora na terenie keratynocytéw zwieksza dostepnos¢ i mozliwos$¢ pobudzenia tego
samego receptora na zakonczeniach $rodnaskorkowych wtokien nerwowych poprzez endogenne
opioidy obecne na terenie naskorka, tym samym przyczyniajac si¢ do powstawania uczucia
$wiadu (Bigliardi-Qi, Lipp, Sumanovski, Buechner, & Bigliardi, 2005). Co wigcej, leczenie an-
tagonistg receptora opioidowego p powoduje wzrost jego ekspresji na powierzchni keratynocy-
tow i tym samym ,.kompetycyjne” hamowanie pobudzania tego receptora na zakonczeniach
srédnaskorkowych wiokien nerwowych, co prawdopodobnie skutkuje redukcjg uczucia §wigdu
(Bigliardi et al., 2007).

Uwzgledniajac wszystkie powyzsze doniesienia miejscowe zastosowanie opioidow ich agoni-
stow 1 antagonistow wydaje si¢ by¢ obiecujacym kierunkiem badan nad leczeniem przewlektego

$wiagdu, stanu zapalnego, bolu neuropatycznego 1 przewlektych bolesnych zmian skérnych (J.
Kopsky, 2018).

Efekty obwodowe opioidow

Wstrzyknigte §rodskornie opioidy aktywuja mastocyty na drodze nie mediowanej przez recep-
tory. W przeciwienstwie do morfiny, silny agonista receptorow MOR — fentanyl, nie powoduje
degranulacji mastocytdw, nawet w stezeniach przewyzszajacych te typowe dla morfiny. Wydaje
si¢ wiec, ze wywotana przez morfing degranulacja mastocytow odbywa si¢ bez posrednictwa
receptorow MOR. Jako ze, do degranulacji mastocytow wymagane sg wysokie lokalne st¢zenia
opioidow, $wiad wywotany systemowym podawaniem tych lekow ma prawdopodobnie pocho-
dzenie centralne. Nie ma dowoddw na bezposrednie pobudzanie wolnych zakonczen nerwowych
przez egzogenne opioidy, nawet w wysokich stgzeniach. Przy tej okazji warte odnotowania jest,
ze z kolei obwodowo aplikowane kannabioidy hamuja §wiad indukowany przez histamine, po-
przez oddziatywanie przez receptory CB1 1 CB2 obecne na zakonczeniach nerwowych. Hamu-
jacy efekt wydaje si¢ przynajmniej w czesci by¢ mediowany poprzez wtdérne uwolnienie endo-
gennych opioidow na terenie skory. Ponadto wykazano, iz endogenne kannabioidy takie jak
anandamid aktywuja receptor TRPV1 (Steinhoff et al., 2006a).

Efekty centralne opioidow.

Jak wskazuje doswiadczenie, uczucie $wigdu moze by¢ sttumione przez uczucie bélu wywotane
drapaniem lub przez inne odczucia bolowe, spowodowane przez bodzce termiczne, chemiczne
lub mechaniczne. Jedna z metod elektroterapii - skorna stymulacja polowa (cutaneous field sen-
sitisation), jest skutecznie uzywana do hamowania $wigdu wywotanego histaming przez kilka
godzin, na relatywnie duzym obszarze (ok 20cm $rednicy), co sugeruje wpltyw centralnego sys-
temu nerwowego (pole receptorowe somatosensorycznej kory mézgowe;j jest wieksze niz pole
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receptorowe pobudzanych zakonczen nerwowych). Nie tylko $wiad jest hamowany przez uczu-
cie bolu, ale rowniez zahamowanie odczucia bolu moze redukowac jego inhibicyjny efekt i tym
samym wzmacnia¢ odczucie §wigdu. To zjawisko jest szczegdlnie istotne przy dordzeniowym
podawaniu agonistow receptora MOR, ktore powodujg segmentalng analgezje, czesto w pola-
czeniu z segmentalnym $wigdem. Ten mechanizm moze rowniez odpowiadac za przeciwswig-
dowe dziatanie antagonistow receptora MOR (nalmefene, naloxone, naltrexne) obserwowane w
eksperymentalnie wywotanym $wiadzie, tak jak i w chorobach skory przebiegajacych ze §wia-
dem. Swiad wywotany dordzeniowym podaniem agonistow receptora MOR, w potowie przy-
padkow jest wrazliwy na podanie naloxonu.

Podczas gdy antagonisci receptora MOR znaczaco zmniejszajg $wiad, eksperymenty na zwie-
rzgtach wykazaty, iz antagonisci receptora KOR wzmacniajg to odczucie. Co wigcej, agonisci
receptora KOR, jak nalbuphine i TRK-820 redukuja uczucie $wigdu. Poniewaz receptory sg
obecne na wolnych zakonczeniach nerwowych, zrozumienie ich roli w mechanizmie powstawa-
nia $wigdu wydaje si¢ mie¢ istotne znaczenie (Steinhoff et al., 2006a).

3.2.2.2.4 Cytokiny

Swiad czesto towarzyszy skornym chorobom zapalnym i alergicznym. W stanach tych opisano
nasilong odpowiedz ze strony limfocytow Th2, produkujacych cytoking IL-31, ktora wywotuje
uczucie $wigdu poprzez aktywacje kompleksu receptora ztozonego z receptora A dla IL-31 i
receptora onkostatyny M. Dodatkowo wywolanie uczucia §wigdu zaleznego od IL-31 wymaga
aktywacji zarowno receptora TRPV1 jak i receptora TRPA1. W skorze zrodtem IL-31 sg limfo-
cyty T 1 mastocyty. Oprocz bezposredniego pobudzania wtokien nerwowych wykazano role¢ IL-
31 w stymulowaniu ich rozrostu i ,,kietkowania” (nerve sprouting). Opisano role IL-31 w prze-
biegu chorob przebiegajacych ze swiadem, jak atopowe zapalenie skory, §wierzbigczka guzkowa
i skorny chioniak z komorek T (Siiskonen & Harvima, 2019).

3.2.2.2.5 Neuropeptydy.
3.2.2.2.5.1 Substancja P (substance P, SP)

Pod wplywem egzo- lub endogennych czynnikoéw pobudzajacych, wolnoprzewodzace, hista-
mino-wrazliwe wtokna C przekazujg do centralnego systemu nerwowego uczucie $wigdu, jed-
nocze$nie uwalniajac neuropeptydy takie jak SP i CGRP. Srodskorne podanie SP powoduje
uwalnianie histaminy z mastocytéw, ktéra ma wlasciwosci pruritogenne. Ponadto SP zwigksza
srodskorng koncentracj¢ tlenku azotu, ktory moze nasila¢ §wiad wywotany przez SP. Zwigzanie
SP z receptorem 1 dla neurokinin (neurokinin-1 receptor, NK-1) na powierzchni mastocytow,
powoduje wzrost poziomu TNF- a, co moze uwrazliwia¢ wolne zakonczenia nerwowe. Tak wigc
neuropeptydy moga w sposob posredni prowadzi¢ do aktywacji wolnych widkien nerwowych
poprzez wyzwalanie uwalniania pruritogenéw przez komorki takie jak: mastocyty (histamina,
tryptaza, chymaza, TNF-a), komorki srodbtonka (kininy, endotelina), keratynocyty (prostanoidy,
NGF) i komorki uktadu odpornos$ciowego (cytokiny). Ten mechanizm odpowiada prawdopo-
dobnie za wywotanie uczucia §wigdu w atopowym zapaleniu skory, tuszczycy i1 §wierzbigczce
guzkowej (Steinhoff et al., 2006a).

3.2.2.2.5.2 Peptyd pochodny genu kalcyoniny (calcitonin gene related protein, CGRP)

Opisano wzrost ilosci wiokien nerwowych CGRP-dodatnich w chorobach skory przebiegajacych
ze $wiadem, jak atopowe zapalenie skory, egzema i §wierzbigczka guzkowa (Steinhoff et al.,
2006a). Stwierdzono rowniez znaczace zwigkszenie ilo$ci wiokien nerwowych w tym wtokien
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wykazujacych ekspresje CGRP i SP w skorze i naskorku u myszy juz po 3-7 dniach od zadzia-
tania czynnika draznigcego, wywotujacego drapanie (Yamaoka, Di, Sun, & Kawana, 2007).
Poza rola w przewodzeniu uczucia bolu, CGRP moduluje stan zapalny wywotujac obrzek tkanek
poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci $cian naczyn krwionosnych oraz moduluje uczucie
swiadu 1 przedtuza okres latencji $wiadu po podaniu SP, co sugeruje inhibicyjny wplyw CGRP
na §wigd wywotany SP (Steinhoff et al., 2006a). Z piSmiennictwa wiadomo, iz CGRP jest uwal-
niany z zakonczen nerwowych po aktywacji receptora z rodziny receptorow przejsciowego po-
tencjatu TRPV1 (patrz dalsza czg¢$¢ rozdziatu) np. kapsaicyng czy endogennymi kannabioidami
jak anandamid. Podobne dziatanie wykazuje réwniez inny receptor z tej rodziny - TRPAL. Wy-
daje si¢, iz w skorze poza wtoknami nerwowymi réwniez keratynocyty i leukocyty moga by¢
zrodtem CGRP. Doswiadczalnie wykazano hamowanie $wigdu przez antagonistow CGRP (Rus-
sell et al., 2014).

3.2.2.2.5.3 Wazoaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide, VIP)

Srédskérne podanie wazoaktywnego peptydu jelitowego (VIP), neurotensyny i sekretyny powo-
dowato powstanie §wigdu zaleznego od histaminy. W prawidtowej skérze VIP wykazywat po-
dobne dzialanie §wigdotworcze jak SP. Udowodniono rowniez, ze w $wierzbigczce guzkowej
VIP nasila §wiad indukowany acetylocholing (Steinhoff et al., 2006a).

VIP powoduje poszerzenie naczyn krwionosnych poprzez indukowanie syntezy tlenku azotu i
proliferacje 1 migracje keratynocytow oraz najprawdopodobniej stymuluje uwalnianie histaminy
z mastocytow (Steinhoff, Stdnder, et al., 2003).

3.2.2.2.6 Neurotrofiny

Neurotrofiny takie jak nerwowy czynnik wzrostu (nerve growth factor- NGF) i neurotrofina 4
wydaja si¢ rowniez odgrywac role w patofizjologii §wigdu. NGF jest uwalniany przez keratyno-
cyty, makrofagi, fibroblasty i mastocyty. Aktywacja jego receptora trk A na widknach czucio-
wych powoduje ich namnazanie i sensytyzacj¢. W surowicy krwi oséb z atopowym zapaleniem
skory obserwuje sie podwyzszony poziom NGF, co powoduje uwalnianie pruritogennego me-
diatora- tryptazy. Rowniez keratynocyty i mastocyty pacjentow z AZS produkuja duze ilosci
NGF, co moze by¢ stymulowane przez histaming. Dodatkowo u tych pacjentow zostaty stwier-
dzone podwyzszone poziomy neurotrofiny-4 i chemotaktyczny wptyw na eozynofilie czynnika
neurotroficznego pochodzenia moézgowego- BDNF (Steinhoff et al., 2006a).

3.2.2.2.7 Kininy, kalikreiny

Kalikreiny naleza do grupy proteaz serynowych. Sa one produkowane przez granulocyty obojet-
nochtonne, ich obecno$¢ stwierdza si¢ rowniez w gornych warstwach naskorka, gdzie odpowia-
dajg prawdopodobnie za jego zluszczanie. Kalikreiny oraz peptydy powstate w wyniku ich ak-
tywnosci, gtownie powodujgca bol bradykinina moga powodowaé powstanie §wigdu poprzez
aktywacje histamino-wrazliwych wiokien C. Ponadto wykazano, ze u gryzoni antagonisci recep-
tora bradykininy typu 2 moga redukowa¢ $wiad wywotany kwasem deoxycholinowym. Co wig-
cej, w tym modelu inhibicja tkankowej kalikreiny hamowata uczucie §wiadu, co wskazuje na
role naskorkowej kalikreiny w powstawaniu §wigdu. Zwigkszona aktywnos$¢ kalikreiny i zmniej-
szona aktywno$¢ kininogenu zostata odkryta w grudkowych wykwitach skornych, ktorym towa-
rzyszyt $wiad. Srodskérne podanie kalikreiny u szczuréw nie spowodowato znaczacego $wiadu,
ale zaobserwowano silny swiad u myszy z nadekspresja naskorkowej kalikreiny-7 (Steinhoff et
al., 2006a).
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3.2.2.2.8 Rodzina receptordw przejsciowego potencjatu (transient receptor potential,
TRP).

Doniesienia z literatury wskazuja, iz mediatory $§wiadu dziatajg rowniez poprzez aktywacje re-
ceptorow z rodziny receptorow przejsciowego potencjalu, TRP (majacych charakter kanatow
jonowych). Rodzina receptorow TRP nalezy do nieselektywnych kanaléw kationowych, prze-
puszczajacych jony wapnia i zarazem reagujacych na bodzce chemiczne i fizyczne. Rodzina ta
sktada si¢ z sze$ciu podrodzin, do ktérych nalezg TRPC (canonical subfamily), TRPV (vanilloid
subfamily), TRPM (melastatin subfamily), TRPP (policystin subfamily), TRPML (mucolipin
subfamily) i TRPA (ankyrin subfamily). Kanaty te poprzez przepuszczanie jonéw wapnia (a za-
razem bedac chemoreceptorami) biorg udziat w detekcji smaku, ciepta, goraca, zimna oraz zmian
osmotyczno/mechanicznych (Steinhoff et al., 2006a). Z powszechnego doswiadczenia wiadomo,
ze podwyzszona temperatura nasila uczucie swiadu, a niska temperatura je tagodzi. Niektore z
tych kanatow bioracych udziat w detekcji zimna, sa pobudzane przez mentol, srodek stosowany
miejscowo w zmniejszaniu uczucia $wigdu (Greaves, 2010).

Receptor TRPV1- domniemana znaczgca rola w patogenezie i terapii Swiadu.

Obecnos¢ TRPV1 zostata opisana na neuronach czuciowych przewodzacych bol, a TRPV1 zo-
stat zidentyfikowany jako (rowniez) receptor dla kapsaicyny. W wyzszych dawkach i po prze-
dluzonym czasie ekspozycji kapsaicyna powoduje desensytyzacj¢ neuronéw czuciowych (ktory
to efekt jest od dawna wykorzystywany praktycznie w postaci miejscowego stosowania masci z
kapsaicyng). Poza kapsaicyng TRPV1 moze by¢ aktywowany przez szereg substancji zwanych
,endovanilloidami”, jak: eikozanoidy, bradykinina, prostaglandyny i neurotrofiny (NGF, neuro-
trofina 3 i -4). Wykazano, ze pobudzenie wiokien czuciowych zalezne od histaminy i aktywacji
receptora PAR2 wigze si¢ z aktywacja TRPV1.

Przedtuzona lub powtarzana aplikacja vanilloidow skutkuje zmniejszeniem ilosci neuropepty-
dow takich jak SP we widknach C, co hamuje interakcje pomi¢dzy neuronami czuciowymi a
mastocytami. Eksperymentalne miejscowe podanie kapsaicyny zapobiega powstawaniu $wigdu
wywotanego histaming. Kapsaicyna jest stosowana w terapii $wiadu w wielu chorobach skor-
nych, jak: $wierzbigczka guzkowa, przewlekta neuropatia czuciowa, $wiad odbytu, $wigd zwig-
zany z hemodializami 1 mocznica.

Ponadto obecnos$¢ kanatow TRPV1 zostata opisana na keratynocytach, mastocytach skornych,
komorkach dendrytycznych oraz komorkach mieszka wlosowego. Co wigcej, zaobserwowano
znacznie zwigkszong ekspresj¢ TRPV1 w keratynocytach u pacjentow ze §wierzbiaczka guz-
kowa, ktdra ulegta normalizacji po leczeniu kapsaicyng (Steinhoff et al., 2006a).

Receptory: TRPV2, TRPV3, TRPV4.

Pierwotnie opisano rol¢ TRPV2, TRPV3 i TRPV4 w detekcji temperatury. W dalszych bada-
niach wykazano wzor ekspresji neuronalnej TRPV3 zblizony do ekspresji TRPV1. Postuluje
si¢, iz podjednostki TRPV3 moga formowac heteromultimeryczne struktury, poprzez interakcje
z TRPV1 i w ten sposdb modulowac jego funkcje (Steinhoff et al., 2006a). U myszy, nieposia-
dajacych TRPV3 stwierdzono deficyty w odpowiedzi na temperatury zaréwno nieszkodliwe jak
1 uszkadzajace.

TRPV3 i TRPV4 rowniez ulegaja ekspresji na keratynocytach. Badania wykazaty aktywacje
TRPV4 przez produkty peroksydacji lipidow, jak eikozanoidy, ktore wykazuja rowniez prurito-
genne dziatanie mediowane przez TRPV1.
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Ekspresja TRPV2 i TRPV4 zostala stwierdzona réwniez na mastocytach. Co wigcej, wykazano,
iz termiczna i mechaniczna aktywacja TRPV2 na mastocytach skutkowala degranulacja zalezna
od aktywnosci $ciezki sygnalowej kinazy proteinowej A (kluczowej w inicjacji sensytyzacji
TRPV1) (Steinhoff et al., 2006a).
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3.2.2.3 Rola nerwoéw skérnych w powstawaniu uczucia $wigdu

Skora jest silnie unerwiona przez somatyczne nerwy czuciowe, pozazwojowe nerwy przywspot-
czulne cholinergincze i nerwy pozazwojowe wspotczulne, ktore tworzg bogata 1 zlozong siec¢
aferentno-eferentng. W obrebie skory twarzy czes¢ widkien przywspotczulnych jest odpowie-
dzialnych za uczucie ,,czerwienienia si¢”. Neurony unerwiajace skore, oprocz klasycznych neu-
rotransmiterow jak katecholaminy i acetylocholina produkuja neuropeptydy takie jak: substancja
P (SP), peptyd zwigzany z genem kalcytoniny (CGRP), opioidy, kannabioidy (CB) i niektore
neurotrofiny: czynnik wzrostu nerwéw (NGF) i neurotrofing 4 (neurotrophin-4).

Niektore podtypy niezmielinizowanych widkien C sg obecne w naskorku. Tak wigc jest mozliwe
bezposrednie, wzajemne oddzialywanie neuromediatorow, keratynocytow i komorek Langer-
hansa. Jednym z potencjalnych mediatorow tych interakcji mogg by¢ B-endorfiny. Z pis$miennic-
twa wiadomo, iz kannabioidy powoduja uwalnianie B-endorfin z keratynocytow, co powoduje
aktywacj¢ neurondow czuciowych i moduluje uczucie bolu. Tak wigc zaburzenia w obrgbie funk-
cji skory (uraz, zmiany pH, infekcja, stan zapalny, promieniowanie UV) moga w sposdb bezpo-
Sredni lub posredni stymulowaé zakonczenia nerwowe i powodowac uczucie $wigdu (Steinhoff
et al., 2006a).

3.2.2.4 Rola naskorka w powstawaniu uczucia §wiadu.

Uczucie $wigdu moze by¢ wywolane poprzez zaburzenie funkcji barierowej skory w stanach
szczegoOlnego wysuszenia skory (xerosis), atopowym zapaleniu skory, tuszczycy czy liszaju pta-
skim. W tym konteks$cie §wiad prawdopodobnie nie jest zwigzany z mastocytami. Naskorek jest
unerwiony przez wolne zakonczenia widkien nerwowych, anatomicznie zwigzane z keratynocy-
tami 1 komorkami Langerhansa. Najnowsze badania wykazaly, ze keratynocyty po stymulacji
moga uwalnia¢ mediatory §wigdotworcze oraz hamujace uczucie §wigdu takie jak: endovanillo-
idy, endorfiny, neuropeptydy, proteazy 1 cytokiny. Kanaty jonowe, w tym kanaly bramkowane
napigciem, bramkowane ATP i TRPV moga by¢ bezposrednio zaangazowane w przekazywanie
sygnatu $wiadu poprzez aktywacje¢ keratynocytow w stanie szczegdlnego wysuszenia skory. Ke-
ratynocyty wykazuja ekspresj¢ receptorow dla neuropeptyddéw, neurotrofin (NGF, neurothophin-
4), kannabioidow, receptora PAR-2 (proteinase-activated receptor-2) i kanatu jonowego TRPV1,
ktore odgrywaja role w wywolywaniu uczucia §wigdu (Steinhoff et al., 2006b). W literaturze
mozna spotka¢ nawet stwierdzenie, iz naskérek jako calo§¢ wraz z wnikajacymi w jego obreb

wolnymi zakonczeniami witokien nerwowych stanowi swoisty ,.receptor swigdu” (Greaves,
2010).
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3.2.2.5 Mastocyty.

Mastocyty petnig wyjatkowa rolg dzigki wydzielanym aktywnym biologicznie substancjom:
specyficznym mediatorom magazynowanym w ziarnisto$ciach zasadochtonnych oraz
mediatorom wtdrnym syntetyzowanym de novo.

Do mediatorow gromadzonych w ziarnisto$ciach nalezg: histamina, proteoglikany (heparyna,
siarczan chondroityny), obojetne proteazy (tryptaza, chymaza, karboksypeptydaza),
metaloproteinazy (MMP-2, MMP-3 i MMP-9), peroksydaza, dysmutaza nadtlenkowa, kwasne
hydrolazy (arylosulfataza B, B-glukuronidaza, 3-heksozaminidaza, f-galaktozydaza), elastaza,
katepsyna G, kininogenaza, a takze cytokiny: TNF-a, IFN-y, interleukina 8 (IL-8, CXCLS8),
interleukiny IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-18, IL-31, TGF-B, VEGF, bFGEF.
Mediatorami wtornymi sa: leukotrieny (LTB4, LTC4), prostaglandyny (PGD2, PGE2),
tromboksan A2, czynnik aktywacji ptytek krwi - PAF. Duza cz¢$¢ tych mediatoréw (histamina,
tryptaza, IL-31, leukotrien LTB4) w sposob bezposredni lub posredni jest odpowiedzialna za
powstanie uczucia $wigdu (Zawadzka et al., 2016).

3.2.2.5.1 Mediatory $wiadu zwigzane z mastocytami.

Od dawna znana byta kluczowa rola mastocytow w wywotywaniu ostrego $wiadu na skutek ich
degranulacji w przebiegu reakcji nadwrazliwosci typu I. W przesztos$ci uwazano, iz degranulacja
mastocytow wynikajaca z ich aktywacji poprzez przytaczenie przeciwciat klasy IgE i mostko-
wanie ich przez alergeny, ma charakter “wszystko albo nic”. Obecnie wiadomo, ze niektore me-
diatory moga by¢ wydzielane przez mastocyty bez ich degranulacji i nawet substancje magazy-
nowane w tego samego typu ziarnistosciach moga by¢ uwalniane selektywnie (Steinhoff et al.,
2006a). Poza histaming do mediatorow bioracych udziat w wywotywaniu §wiadu, wydzielanych
przez mastocyty naleza: tryptaza, IL-31 oraz leukotrieny i prostaglandyny (Siiskonen &
Harvima, 2019).

3.2.2.5.1.1 Tryptaza i PAR-2

Tryptaza jest jedng z gldownych proteaz wydzielanych przez mastocyty i wywotuje ona aktywacje
receptora PAR-2 obecnego nie tylko na widknach nerwowych, ale takze na leukocytach i samych
mastocytach (co powoduje ich auto- i parakrynng aktywacje). Opisano zwigkszenie ilo$ci ma-
stocytow wykazujacych ekspresje receptora PAR-2 w skorze chorych z tuszezyca (da Silva
Carvalho, Nilsson, & Harvima, 2010). Pobudzenie receptora PAR-2 na powierzchni mastocytow
powoduje uwrazliwienie receptora TRPV1 obecnego na samych mastocytach oraz czuciowych
wioknach nerwowych i nastepowy wzrost wydzielania SP i CGRP (Amadesi et al., 2004). U
pacjentow z atopowym zapaleniem skory (AZS) w skorze zmienionej chorobowo stwierdzono
obecno$¢ widkien nerwowych wykazujacych silniejszg ekspresje PAR-2 z obecno$cig licznych
mastocytow w ich bezposrednim sgsiedztwie, w poréwnaniu do skéry zdrowej (Steinhoft, Nei-
sius, et al., 2003).

3.2.2.5.1.21L-31

IL-31 jest produkowana przez mastocyty oraz limfocyty T. Wykazano, ze wywoluje ona uczucie
lekkiego $wiadu z towarzyszacym rumieniem Srednio po uptywie 143 min po podaniu w formie
punktowego testu skornego (prick test), podczas gdy histamina powoduje $wiad juz po 5 min
(Hawro et al., 2014). IL-31 wptywa rowniez na wydtuzanie i rozgatg¢zianie si¢ wtokien nerwo-
wych (Feld et al., 2016). Dodatkowo histamina z I1L-31 zwi¢kszaja wydzielanie moézgowego
peptydu natriuretycznego (brain natriuretic peptide- BNP), ktory pobudza komorki dendrytyczne
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i keratynocyty do produkcji cytokin i innych mediatoréw stanu zapalnego i $wiadu (Meng et al.,
2018).

3.2.2.5.1.3 Leukotrieny i prostaglandyny

Srodskoérne podanie leukotrienu B4 (LTB4) wywoluje uczucie $wiadu. Mastocyty poza produk-
cja LTB4 posiadajg rowniez dla niego receptory (leukotriene receptors BLT1, BLT2). LTB4 jest
uwalniany takze przez keratynocyty w odpowiedzi na aktywacje¢ receptora PAR-2 i bierze udziat
kaskadzie reakcji powodujacych $wigd mediowanych przez SP i IL-31 (Siiskonen & Harvima,
2019). Z kolei prostaglandyna D2 produkowana przez mastocyty zmniejsza uwalnianie hista-
miny i drapanie w modelu zwierzecym (Hashimoto, Arai, Tanaka, & Nakaike, 2005).

3.2.2.6 Neurogenne zapalenie: interakcja mastocyty- uktad nerwowy- skora

Najnowsze doniesienia wskazuja na rol¢ nerwow skornych w wywolywaniu, podtrzymywaniu i
regulowaniu stanu zapalnego w skorze. Opisany, cho¢ nie w pelni poznany, ztozony model inte-
rakcji pomiedzy osrodkowym i obwodowym uktadem nerwowym, uktadem odpornosciowym,
endokrynnym i niemal wszystkimi komorkami skory zostal nazwany zapaleniem neurogennym.
Nerwy skorne poprzez uwalnianie neuromediatorow oddziatuja na keratynocyty, mastocyty, ko-
morki Langerhansa, §rodbtonki, fibroblasty i1 leukocyty. Te interakcje wplywaja na wiele fizjo-
logicznych i patofizjologicznych procesoéw takich jak wzrost i dojrzewanie komorek, rekcje na-
czynioruchowe i reakcje nadwrazliwosci, naptyw leukocytow, Swiad i gojenie. Istniejg tez me-
chanizmy, ktore w warunkach fizjologicznych hamuja odpowiedZ na dziatanie neuropeptydow.

Wolne zakonczenia wiokien nerwowych moga by¢ aktywowane przez liczne mediatory stanu
zapalnego (bradykinina, leukotrieny, tlenek azotu) oraz czynniki fizyczne jak ciepto. Neurome-
diatory uwalniane w wyniku aktywacji wolnych zakonczen nerwowych powodujg rozwdj i nasi-
lenie stanu zapalnego poprzez poszerzenie arterioli (CGRP) i1 zwigkszenie przepuszczalnosci
$cian zyltek oraz aktywacje mastocytow. Aktywowane mastocyty, poza licznymi mediatorami
stanu zapalnego (histamina, serotonina, prostaglandyny) uwalniajg tryptaze, ktora poprzez re-
ceptor PAR-2 pobudza wolne zakonczenia nerwowe. Aktywacja receptora PAR-2 skutkuje na-
sileniem uwalniania SP i CGRP oraz obnizeniem progu pobudliwosci dla receptoréw TRP, co
skutkuje powstaniem uczucia §wigdu 1 bolu. Z drugiej strony réwnoczesnie istnieje wiele me-
chanizméw hamujacych rozwoj neurogennego zapalenia. Komorki posiadajgce receptory dla
neuropeptydoéw posiadajg rowniez enzymy je degradujgce takie jak obojetna endopeptydaza 1
enzym konwertujacy angiotensyne. Takze tryptaza uwalniana przez mastocyty powoduje rozktad
CGRP. Prawdopodobnie niedobory enzymow degradujacych neuropeptydy moga prowadzi¢ do
rozwoju przewlektego stanu zapalnego (Steinhoff, Stinder, et al., 2003).

3.2.2.6.1 Rola mastocytéw w zapaleniu neurogennym

Badania nad przewlektymi chorobami skoéry przebiegajacymi ze swigdem (luszczyca, atopowe
zapalenie skory, pokrzywka) wskazujg na istotng role mastocytow i ich wspoldziatanie z czucio-
wymi wioknami nerwowymi w wywolywaniu neurogennego zapalenia i prowadzeniu do prze-
wlektosci objawow. Niektore neuropeptydy wydzielane przez czuciowe neurony w skorze moga
aktywowa¢ mastocyty 1 powodowac ich degranulacje. Zalicza si¢ do nich nerwowy czynnik
wzrostu (nerve growth factor, NGF) dziatajacy przez receptor TrkA, substancj¢ P (substance P,
SP), peptyd pochodny genu kalcytoniny (calcitonin gene-related peptide, CGRP) i wazoaktywny
peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide, VIP) (Siiskonen & Harvima, 2019). W wyniku
aktywacji neuropeptydami oprocz histaminy uwalniane sg prozapalne cytokiny (TNF 1 IL-1p),
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co wskazuje na udzial mastocytoéw w rozwoju i podtrzymaniu neurogennego stanu zapalnego w
skorze. W badaniach nad przewleklymi chorobami skoéry przebiegajacymi ze §wigdem (tusz-
czyca, atopowe zapalenic skory, pokrzywka, $wierzbigczka guzkowa) wykazano nie tylko
zwickszong koncentracje mastocytow w zmienionej chorobowo skorze, ale rowniez stwierdzono
bliski kontakt pomiedzy SP-dodatnimi i CGRP-dodatnimi wt6knami nerwowymi i mastocytami,
co stanowi morfologiczny dowod na istnienie interakcji pomi¢dzy nerwami i mastocytami i ich
role w patogenezie neurogennego stanu zapalnego (Siiskonen & Harvima, 2019).

Co wigcej, w wyniku interakcji pomigdzy mastocytami a obwodowym uktadem nerwowym
moze dochodzi¢ nie tylko do wywotania, ale takze do wytlumienia uczucia §wigdu. Ta nie w
petni udowodniona hipoteza opiera si¢ o nastgpujace przestanki. Zostato wykazane, iz mastocyty
uwalniajg duza ilo$¢ proteaz (tryptaza, chymaza, karboksypeptydaza A i katepsyna), ktore po-
woduja degradacj¢/inaktywacje peptydoéw pruritogennych. Przyktadowo, enzymy pochodzace z
mastocytow hamuja neurogenny stan zapalny w skorze poprzez rozktad SP, CGRP i VIP. Chy-
maza rowniez pochodzgca z mastocytow dezaktywuje endoteling-1 (ET-1), neuropeptyd ktory
indukuje uczucie $wiadu, pieczenia i bolu. Degradacja ET-1 przez chymaz¢ wymaga wcze$niej-
szej aktywacji mastocytow przez samg ET-1, ktora taczy si¢ swoiscie z receptorem na po-
wierzchni mastocytow. Wydaje si¢ wiec, ze kiedy dochodzi do uwolnienia ET-1 1 wywotania
uczucia $wigdu lub boélu jednoczesnie dochodzi do inicjacji programu naprawczego, majacego
na celu degradacj¢ ET-1 (Steinhoff et al., 2006a).

Czgs$¢ proteaz jest uwalniana przez mastocyty w sposob ciggly i nie wymaga ich wczesniejszej
aktywacji, co pozwala na nieustanng regulacje poziomu neuropeptydéw na terenie skory. Dodat-
kowo, mastocyty moga przyczyniac si¢ do hamowania neurogennego zapalenia i uczucia $wigdu
poprzez regulacje ekspresji tkankowej obojetnej endopeptydazy i enzymu konwertujacego an-
giotensyne, dwdch metaloproteinaz cynkowych, ktére efektywnie kontroluja poziom neuropep-
tydow w skorze. Stwierdzono, ze poziomy tych dwdch metaloproteinaz wzrastajg w odpowiedzi
na rozne czynniki prozapalne, produkowane przez mastocyty. Co wigcej, te czynniki prozapalne,
w szczegdlnosci czynnik martwicy guza o (TNFa) zmniejszajg ekspresje receptorow dla SP i
hormonu uwalniajacego kortykotroping (CRH). Tak wiec mediatory uwalniane z mastocytéw
mogg ogranicza¢ §wiad w miejscu zapalenia poprzez eliminacj¢ neuropeptydow przez metalo-
proteinazy (Steinhoff et al., 2006a). Badania na myszach pozbawionych aktywnos$ci mastocytow
(MC-deficient KitW/KitW-v mice) wykazaty, ze czestos¢ i/lub czas trwania drapania w odpo-
wiedzi na pruritogeny jest zblizony lub nawet zwigkszony u myszy pozbawionych aktywnosci
mastocytow (Hayashi et al., 2001).

Wszystkie powyzsze doniesienia silnie sugeruja role mastocytow nie tylko w inicjacji, ale takze
terminacji uczucia $wigdu (Steinhoff et al., 2006a).
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3.2.3 Swiad neuropatyczny

Swiad neuropatyczny dotyczy pierwotnie niezmienionej chorobowo skory lub btony §luzowej i
jest wynikiem uszkodzenia centralnego lub obwodowego uktadu nerwowego. Miejscowe objawy
zapalne mogg mu towarzyszy¢ w przypadku neurogennego zapalenia lub w przypadku pojawie-
nia si¢ wtornych zmian skoérnych na skutek dtugotrwatego drapania. Obraz kliniczny i dystrybu-
cja objawdw zwykle zaleza od lokalizacji uszkodzenia w uktadzie nerwowym (neuropatia drob-
nych wiokien nerwowych, mono- lub oligoneuropatie). W centralnym systemie nerwowym
kazda zmiana obejmujaca drogi przewodzenia §wigdu moze skutkowaé wystgpieniem $wiadu
neuropatycznego, nawet po uptywie miesiecy czy lat, jak to ma miejsce w wypadku udaru. Swia-
dowi neuropatycznemu moze towarzyszy¢ bol neuropatyczny lub utrata czucia. Wspotwystepo-
wanie bolu i $wigdu wydaje si¢ paradoksalne (jako ze w prawidlowym uktadzie nerwowym bol
hamuje $wiad) i §wiadczy o zaburzeniach w drogach przewodzenia tych odczué. Utrata czucia
w przebiegu neuropatii pojawia si¢ pézno i $wiadczy o nasilonym zaniku wiokien nerwowych
C. Diagnostyka $wigdu neuropatycznego opiera si¢ o wywiad, badanie kliniczne, wykluczenie
potencjalnych choréb skory lub chorob systemowych przebiegajacych ze §wigdem i badania w
kierunku typowych przyczyn takich jak cukrzyca czy potpasiec. Konieczne moze by¢ zastoso-
wanie badan obrazowych uktadu nerwowego oraz elektromiografii (Steinhoff, Schmelz, Szabo,
& Oaklander, 2018). Standardem w diagnostyce neuropatii drobnych wtokien nerwowych stata
si¢ biopsja skory z okresleniem $rodnaskorkowej gestosci wiokien nerwowych (SGWN) (Lauria
et al., 2010). Patofizjologiczne podtoze §wiadu neuropatycznego nie jest w petni wyjasnione.
Opisano liczne obwodowe i centralne mechanizmy prowadzace do zaburzen czucia w przebiegu
neuropatii. Obwodowa pierwotna przyczyna wydaje si¢ by¢ sensytyzacja, czyli uwrazliwienie
wlokien nerwowych polegajace na spontanicznym powstawaniu potencjaldow czynnosciowych,
zmniejszeniu progu pobudzania oraz nadmiernej odpowiedzi na bodzce w uszkodzonych skor-
nych wtoknach nerwowych C. Opisano role receptorow TRP i kanatow sodowych bramkowa-
nych napigciem w procesie sensytyzacji widkien nerwowych. Leukocyty gromadzace si¢ w miej-
scu uszkodzenia wydzielajg liczne cytokiny zapalne (NO, ATP, prostaglandyny), ktore przyczy-
niajg si¢ do uwrazliwienia widkien nerwowych i nasilenia obrzeku tkanki, ktéry moze prowadzié¢
do dalszego uszkodzenia nerwow. Komorki Schwanna wydzielajg NGF oraz metaloproteinazy,
ktore posrednio przyczyniajg sie¢ do nasilenia tego procesu (Rosenberger, Blechschmidt, Tim-
merman, Wolff, & Treede, 2020). Takze niektore mediatory stanu zapalnego biorgce udziat w
neuropatiach takie jak katepsyna S czy IL-31 sa wydzielane przez degenerujace wiokna nerwowe
1 moga pobudzac receptory $wiadu. Niewykluczone jest wigc, ze u podtoza $wigdu neuropatycz-
nego leza rowniez podobne mechanizmy jak w przypadku zapalnych choréb skory (Steinhoff et
al., 2018).
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3.2.4 Leczenie §wiadu

W kazdym przypadku leczenie $wigdu powinno by¢ ukierunkowane na leczenie jego podstawo-
wej przyczyny. Dostepne sg liczne opcje niefarmakologiczne oraz farmakologiczne stosowane
miejscowo 1 ogolnie. Do metod niefarmakologicznych zalicza si¢ cz¢ste nawilzanie 1 chtodzenie
skory, unikanie czynnikoOw draznigcych, terapi¢ behawioralng i redukcje stresu. W leczeniu miej-
scowym stosuje si¢ glikokortykosteroidy, inhibitory kalcyneuryny, mentol, kapsaicyng¢ i dokse-
pine, a systemowo leki przeciwhistaminowe, antagonistow opioidowego receptora 1, agonistow
opioidowego receptora K, leki przeciwdepresyjne, przeciwpadaczkowe, immunosupresyjne, gli-
kokortykosteroidy (Nowak & Yeung, 2017).

W leczeniu $wigdu neuropatycznego nie ma jednoznacznych rekomendacji i odbywa si¢ ono w
oparciu o doswiadczenie i wytyczne dla leczenia bolu neuropatycznego (lidokaina stosowana
powierzchniowo lub nasickowo w blokadach, leki przeciwpadaczkowe, przeciwdepresyjne i
opioidy). Stosuje si¢ rowniez masci z matymi dawkami kapsaicyny lub podskorne zastrzyki z
toksyny botulinowej A. Leki przeciwhistaminowe sa w wigkszo$ci przypadkoéw nieskuteczne,
ale ich uspokajajace dzialanie moze mie¢ korzystny wptyw na sen i redukowac nocne drapanie i
stany zapalne skory. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku stosowanych miejscowo gliko-
kortykosteroidow, ktore chociaz sa nieskuteczne w leczeniu pierwotnych przyczyn neuropatii,
moga hamowa¢ wtorne stany zapalne. Wigkszos$¢ opisanych metod terapeutycznych byta stoso-
wana w badaniach klinicznych na niewielkiej grupie pacjentow i potrzebne sg duze, wieloosrod-
kowe badania, ktére moglyby okresli¢ ich skutecznosé¢ i zaowocowacé algorytmami terapeutycz-
nymi (Steinhoff et al., 2018).

Wraz z postgpem wiedzy na temat patofizjologii $wigdu opracowane zostaly nowe zwigzki che-
miczne ktorych przydatno$¢ jest obecnie sprawdzana w trwajacych badaniach klinicznych. Do
zwiazkow tych zalicza si¢ antagonistow opioidowego receptora 1, agonistow opioidowego re-
ceptora k, antagonistow receptora PAR, antagonistow receptora endoteliny A, antagonistow re-
ceptora cytokin, inhibitoréw kinaz janusowych i inhibitorow kinazy receptora tropomiozyny
(Steinhoff et al., 2018).
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3.3 Neuropatia drobnych widkien nerwowych jako potencjalny element
patofizjologii liszaja twardzinowego

Neuropatia drobnych wtdkien nerwowych (NDWN) jest definiowana jako uszkodzenie naj-
mniejszych wiokien nerwowych: zmielinizowanych wiokien A-delta i niezmielinizowanych
wiokien C. Choroba ta wigze si¢ z wystgpowaniem zaburzen czucia i zaburzen uktadu autono-
Micznego, ktore moga znaczaco obnizac jakos¢ zycia. Doktadna czestos¢ wystepowania nie jest
znana, ale najnowsze doniesienia z Holandii méwig o 12 nowych przypadkach na 100 000 miesz-
kancow i zachorowalno$ci na poziomie 53 chorych na 100 000 mieszkancow (Basantsova et al.,
2019).

Najczestszg przyczyng NDWN jest cukrzyca typu 2 i nietolerancja glukozy. Obserwuje si¢ ja tez
w przebiegu chorob autoimmunologicznych (zesp6t Sjogrena, celiakia, toczen trzewny), w ze-
spotach paraneoplazmatycznych, sarkoidozie, infekcjach (HIV, HCV, borelioza i trad), uszko-
dzeniach polekowych (metronidazol, nitrofurantoina, linezolid, bortezomib, statyny i inhibitory
TNF-a), poalkoholowych i w zatruciu talem. Wystepowanie NDWN zostato opisane tez w prze-
biegu choréb uwarunkowanych genetycznie, jak w mutacjach w zakresie kanatéw sodowych,
chorobie Fabry’ego, Pompego czy Ehlersa-Danlosa. Pomimo rosngcych mozliwosci diagno-
stycznych nawet do 50% przypadkéw NDWN ma charakter idiopatyczny.

Typowymi objawami klinicznymi sg zaburzenia czucia, ktérym moga towarzyszy¢ zaburzenia
ze strony autonomicznego uktadu nerwowego. NDWN moze tez wystepowaé pod postacig izo-
lowanych objawow ze strony autonomicznego uktadu nerwowego. Chorzy skarzg si¢ gtownie na
uczucie mrowienia i dretwienia, przeczulice, piekacy bol i $wiad, przewaznie w dystalnych cze-
sciach konczyn. Dla NDWN charakterystyczna jest manifestacja powyzszych objawow w sposob
symetryczny i1 obustronny w dystalnych czesciach konczyn 1 stopniowe powigkszanie si¢ zaje-
tego obszaru w kierunku proksymalnym (length-dependent pattern). Najczestszymi zaburze-
niami ze strony uktadu autonomicznego sg zaburzenia potliwos$ci, uczucie suchos$ci w ustach,
przebarwienia skorne oraz spowolniona motoryka w przewodzie pokarmowym 1 drogach mo-

czowych.

Diagnostyka NDWN opiera si¢ o wywiad i histori¢ choroby pacjenta. Dostepne sa skale opisu-
jace natgzenie poszczegolnych objawdéw. Od 2010 roku ,,zlotym standardem” w diagnostyce
NDWN stata sie¢ biopsja skory z barwieniem immunofluorescencyjnym lub immunohistoche-
Micznym z przeciwcialem PGP 9.5 w celu wyznakowania wtokien nerwowych 1 oszacowania
srodnaskorkowej gestosci wiokien nerwowych-SGWN (intraepidermal nerve fiber density-
INFD) (Lauria et al., 2010). Definiuje si¢ ja jako ilo§¢ wtokien nerwowych przekraczajacych
granic¢ skorno-naskorkowa w przeliczeniu na 1mm dtugosci granicy skorno-naskérkowej. U
chorych z NDWN liczba nerwéw $rodnaskorkowych jest znaczaco zmniejszona w stosunku do
wartos$ci referencyjnych zaleznych od pfici i wieku. Biopsje typowo wykonuje si¢ na podudziu
nad kostkg boczng. Szacuje si¢, ze powyzsza metoda charakteryzuje si¢ czuto$cig i swoistoscig
metody pomigdzy 88-92% (Basantsova et al., 2019).
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3.4 Srodnaskérkowa gestosé wiokien nerwowych w chorobach skory.

W ostatnich latach biopsja skory z oceng SGWN stata si¢ najwazniejszym narzedziem w diagno-
styce roznicowej przewlektego swigdu. Obnizenie gestosci nerwow $rodnaskorkowych w sto-
sunku do wartosci referencyjnych dla ptci i wieku, w tacznosci ze zgodnymi danymi klinicznymi
pozwala na rozpoznanie neuropatii drobnych wtokien nerwowych, ktéra moze by¢ wynikiem
wielu stanow chorobowych wymienionych wczesniej (Pereira et al., 2016). Nalezy jednak pa-
migtaé, iz zmniejszenie ilosci drobnych widkien nerwowych w obrebie naskorka jest obserwo-
wane nie tylko w przebiegu NDWN, ale réwniez w przebiegu neuropatii mieszanych (zwigza-
nych z uszkodzeniem drobnych i duzych widkien nerwowych) oraz w sytuacji przewlektego uci-
sku na nerw (Dellon, 2015). Opisano réwniez zmniejszenie SGWN wywotane samym drapa-
niem, co dodatkowo utrudnia interpretacj¢ wyniku badania u chorych z przewleklym $wigdem
(Pereira et al., 2016).

W badaniach klinicznych ten wystandaryzowany parametr moze stuzy¢ do opisu zmian w mi-
krounerwieniu w przebiegu innych chorob, w szczegolnosci chordb skéry przebiegajacych ze
$wigdem. Opisano zmniejszenie SGWN u chorych ze $wierzbiaczka guzkowa, co najprawdopo-
dobniej jest zwigzane z przewleklym drapaniem, gdyz dalsze badania u tych chorych nie po-
twierdzily uszkodzenia wldkien nerwowych (Pereira et al., 2017). Z kolei u chorych z tuszczyca
(Szepietowski & Reich, 2016) i atopowym zapaleniem skory (Tominaga & Takamori, 2014a)
zaobserwowano zwigkszong gestos¢ nerwow sroédnaskorkowych, ktora jest skutkiem neurogen-
nego zapalenia i przypuszczalnie odpowiada za obnizenie progu wrazliwos$ci na czynniki §wig-
dotworcze.
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3.5 Unerwienie sromu

Unerwienie czuciowe przedniej cze$ci warg sromowych wigkszych pochodzi z nerwu biodrowo-
pachwinowego (ze splotu ledzwiowego) przez nerwy wargowe przednie, czgsci tylnej z nerwu
Ssromowego przez nerwy wargowe tylne oraz z gatezi kroczowych nerwu skornego tylnego uda.
Oprocz tego do warg sromowych wigkszych dochodzi galaz ptciowa nerwu piciowo udowego
ze splotu ledzwiowego. Lechtaczka otrzymuje odrebny nerw grzbietowy techtaczki z nerwu sro-
mowego (Bochenek & Reicher, 1998). Wargi sromowe mniejsze sa zaopatrzone w obfite sploty
nerwowe, ktorych zakonczenia w czgséci tworza w skorze specjalne ciatka dotykowe- Vatera-
Paciniego i Meissnera (Schober, Cooney, Pfaff, Mayoglou, & Martin-Alguacil, 2010). Niektorzy
podaja, ze rowniez czes$¢ koncowa pochwy w poblizu jej ujscia do przedsionka zaopatrujg gatazki
czuciowe nerwu sromowego. Unerwienie autonomiczne sromu pochodzi ze splotu podbrzusz-
nego dolnego poprzez nerwy jamiste techtaczki (Bochenek & Reicher, 1998).

W literaturze mozna znalez¢ opis unerwienia warg sromowych mniejszych dotyczacy obecnosci
i ksztattu wolnych zakonczen nerwowych w skoérze (Schober, Aardsma, Mayoglou, Pfaff, &
Martin-Alguacil, 2015). Autorzy cytowanego badania wspominajg réwniez o obecnosci drob-
nych wldkien nerwowych w obrebie wszystkich warstw naskérka oraz o obecnosci ciatek doty-
kowych Vatera-Paciniego i Meissnera na terenie skory warg sromowych mniejszych. Badanie to
zostato przeprowadzone na grupie 10 dziewczynek w wieku od 1 roku do 9 lat i miato charakter
wylacznie opisowy. Istnieje doniesienie na temat obecnosci w naskorku warg sromowych mniej-
szych cialek przypominajacych ciatka Paciniego (Pacinian-like corpuscule) (Martin-Alguacil et
al.,2011). Zbudowane sg one z wypustki komorki nerwowej otoczonej przez rdzen wewnetrzny,
zewnetrzny, torebke zewngtrzng i facznotkankowe podscielisko. Na terenie wymienionych struk-
tur szczegotowo opisano ekspresje PGP 9.5, VIP, neuropeptydu Y (NPY), neuroswoistej enolazy
(neuron-specific enolase), transportera 5-hydroksytryptaminy (5-hydroxytryptamine transporter
-5HTT), receptora 5-hydroksytryptaminy (5-hydroxytryptamine receptor 1A- 5SHT1A), neuro-
nalnej syntazy tlenku azotu (neuronal nitric oxide synthase -nNOS), i receptorow estrogenowych
a i (estrogen receptors ER a, B).

W badaniach neuroanatomicznych okolic zefiskich narzadéw ptciowych zewnetrznych wykorzy-
stywano metody immunohistochemiczne w celu identyfikacji poszczegolnych neurotransmite-
réw na terenie wtokien nerwowych. W tkankach pochwy zidentyfikowano wtdkna nerwowe za-
wierajace neuropeptyd Y (neuropeptide Y-NPY), VIP, CGRP, SP i syntaze¢ tlenku azotu (NO
synthase, NOS). Wlokna nerwowe zawierajace VIP znajduja si¢ takze na wargach sromowych
1w techtaczce. Dalsze badania wykazaty koekspresje¢ VIP i neuropeptydu Y w nerwach na terenie
ciat jamistych oraz koekspresj¢ SP i CGRP na terenie zotedzi techtaczki (Martin-Alguacil, Scho-
ber, Kow, & Pfaff, 2006).

Ostatnio w literaturze pojawily si¢ szczegotowe opisy gestosci unerwienia 1 wariantow anato-
micznych przebiegu nerwu grzbietowego techtaczki, co ma istotne znaczenie w planowaniu za-
biegdw operacyjnych w obrebie sromu 1 prewencji jego uszkodzenia. Przerwanie ciggto$ci nerwu
lub jego odgatezien moze prowadzi¢ do utraty czucia, przewlektego bolu i zaburzen funkcji sek-
sualnych. W cytowanym badaniu mierzono réwniez gesto$¢ nerwoéw w obrgbie trzonu i zotedzi
techtaczki oraz warg sromowych mniejszych, znakowanych immunohistochemicznie BIII tubu-
ling. Gestos¢ nerwow okreslano jako procent powierzchni przekroju zajmowanego przez wyzna-
kowang tkanke nerwowa. Badanie wykazato zwigkszong gestos¢ widkien nerwowych w grzbie-
towej czesci trzonu techtaczki w poréwnaniu do jej czesci brzusznej. Stwierdzono réwniez wigk-
szg gestos¢ nerwow w dystalnej czgsci warg sromowych mniejszych w poréwnaniu do ich czesci
proksymalnych, ktéra cho¢ nieistotna statystycznie jest wspomniana rdwniez w innych bada-
niach i ma wpltyw na planowanie zakresu zabiegu operacyjnego (Jackson et al., 2019). Rowniez
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w starszych badaniach gesto$¢ nerwdw w obrebie warg sromowych mniejszych byta okreslana
jako ilo§¢ wtokien nerwowych na mm? powierzchni wycinka (Kelishadi et al., 2016).

W literaturze przedmiotu nie ma wielu prac dotyczacych neuroanatomii sromu, z charakterystyka
poszczegdlnych wiokien nerwowych 1 poszczegolnych lokalizacji. Brak jest szczegdtowych opi-
sOw gestosci unerwienia tkanek sromu, w warunkach prawidlowych, w zaleznos$ci od szczegé-
lowej topografii, wieku pacjentki itp. Tym bardziej skape sa dane dotyczace SGWN, zwlaszcza
u kobiet zdrowych.

3.5.1 Zmiany w unerwieniu sromu w roznych jednostkach chorobowych

W badaniu wycinkow histologicznych pobranych z przedsionka pochwy od pacjentek cierpig-
cych na vestibulodyni¢ (silny bol wywotlany dotykiem lub naciskiem na przedsionek pochwy,
bez innej przyczyny) stwierdzono znaczacy wzrost gestosci srodnaskorkowych widkien nerwo-
wych, w poréwnaniu do tkanek prawidtowych. Poniewaz w wielu badaniach u pacjentek z vesti-
bulodynig opisano obnizenie progu pobudzenia dla dotyku oraz czucia bélu i temperatury auto-
rzy stawiajg hipoteze, ze przyczyna nasilonych objawow czuciowych moze by¢ zwiekszenie ge-
stosci widkien nerwowych bogatych w receptory, ktore ulegaja nadmiernemu pobudzeniu (Tom-
mola et al., 2016). We wcze$niejszych badaniach nad podtozem vulvodynii (przewlektym bolem
sromu bez uchwytnej przyczyny) szeroko rozwazane byto neuropatyczne podioze objawow z
uwzglednieniem uszkodzen uktadu nerwowego powstatych na skutek wczesniejszych procesow
chorobowych (stan zapalny, mechanizmy neuropatyczne jak hiperplazja wiokien nerwowych,
obwodowe 1 centralne zaburzenia czucia bolu, nieprawidlowe wydzielanie neurotransmiterow i
neuropeptyddw oraz zajecie sasiadujacych struktur anatomicznych). Uczucie bolu moze by¢ wy-
nikiem obwodowej sensytyzacji w skorze, centralnej sensytyzacji w rdzeniu kregowym lub kom-
binacji obu wymienionych mechanizméw. U podtoza obwodowej sensytyzacji moze leze¢ pro-
ces zapalny w skorze, skutkujacy wydzielaniem cytokin 1 nerwowych czynnikow wzrostu, ktore
powoduja (odpowiednio): uwrazliwienie receptorow bolowych 1 wzrost i1losci widkien nerwo-
wych i nocyceptoréw. Dodatkowo stale uwrazliwiane wtokna czuciowe moga rozwing¢ niepra-
widlowe mechanizmy neurosekrecji, skutkujace przetrwalym uczuciem bolu. Centralna sensyty-
zacja polega na wzro$cie pobudliwo$ci neuronéw w centralnym systemie nerwowym, coO powo-
duje powstanie nieprawidtowej odpowiedzi po zadziataniu typowego bodzca. Przedtuzona akty-
wacja nerwoéw w zwojach grzbietowych moze prowadzi¢ do przewlektego uwalniania substancji
neuroaktywnych i reorganizacji funkcjonalnej rogéow grzbietowych w rdzeniu kregowym co
skutkuje zaburzeniami w przewodzeniu czucia bolu. Mechanizmy sensytyzacji obwodowej i cen-
tralnej wydaja si¢ by¢ odpowiedzialne za przewlekty charakter objawow, utrzymujacych si¢ po-
mimo ustania czynnika wywotujacego (Ventolini, 2013).

Rolg biopsji skory w diagnostyce vulvodynii jest przede wszystkim znalezienie uchwytnych
przyczyn objawow, jako ze diagnoza vulvodynii jest zasadniczo diagnozg z wykluczenia. W ba-
daniu klinicznym obejmujacym 90 kobiet z vulvodynig ktore nie zareagowaty na leczenie empi-
ryczne biopsja skory pozwolita u 55 z nich (61%) na zdiagnozowanie konkretnej jednostki cho-
robowej odpowiedzialnej za wystapienie objawow. W malejacej czestosci wystepowania byty
to: liszaj twardzinowy, alergiczne zapalenie skory, liszaj ptaski, zapalenie Zoona, tuszczyca,
srédnabtonkowa neoplazja i mikroinwazyjny rak ptaskonablonkowy, pozasutkowa choroba Pa-
geta oraz infekcje bakteryjne i grzybicze (Bowen et al., 2008).

W momencie rozpoczgcia niniejszego badania w literaturze przedmiotu nie znaleziono doniesien
na temat zmian w unerwieniu tkanek sromu w przebiegu liszaja twardzinowego. Czgsciowe wy-
niki niniejszego badania dotyczace zmian w gestosci unerwienia tkanek sromu zmienionych w
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przebiegu liszaja twardzinowego w poréwnaniu do prawidtowych tkanek sromu zostaty opubli-
kowane (Milian-Ciesielska et al., 2017).
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3.6 Uzasadnienie wyboru tematu

LT sromu jest stosunkowo czesta chorobg zapalng skory, ktéra moze prowadzi¢ do powstania
zmian bliznowatych, znacznego obnizenia jakoS$ci zycia wynikajacego z uporczywosci objawow
czuciowych i jest zwigzana ze zwickszonym ryzykiem rozwoju raka ptaskonabtonkowego. Cho-
ciaz czestos¢ wystepowania LT sromu w oparciu o praktyke ginekologiczng okresla si¢ na po-
ziomie ok. 2%, wydaje sie, Ze jest ona niedoszacowana. Najnowsze doniesienia opisujg dwu-
krotny wzrost liczby zdiagnozowanych przypadkéw na przestrzeni 10 lat co moze mie¢ zwigzek
z wigkszg znajomoscia choroby i wzrostem ilosci badan histopatologicznych prowadzacych do
postawienia diagnozy (Krapf et al., 2020). W badaniach nad patogenezg LT sromu zwracaja
uwage czynniki genetyczne, autoimmunologiczne 1 hormonalne chociaz ich doktadne znaczenie
1 wzajemne relacje nie zostaly dostatecznie wyjasnione. Natomiast wedlug wiedzy autorki w
literaturze nie istniejg szczegdtowe doniesienia dotyczace patogenezy objawow czuciowych LT.

Symptomatologia LT sromu (np. uporczywy $wiad) oraz obecnos¢ zmian troficznych w miej-
scach zmienionych chorobowo, sugeruja mozliwo$¢ wystepowania mechanizmow neurogen-
nych w patogenezie objawow. Najnowsze badania z zakresu dystrybucji mikrounerwienia na
terenie skory i blon $luzowych w wielu jednostkach chorobowych wskazuja na zwigzek zmian
morfologicznych w mikrounerwieniu z objawami klinicznymi. Ostatnie doniesienia na temat roli
mechanizmow neurogennych i neurotroficznych w rozwoju i ustgpowaniu stanu zapalnego oraz
na temat patogenezy zaburzen czuciowych takich jak $§wiad i pieczenie niosg szans¢ na opraco-
wanie nowych, przyczynowych metod leczenia. Rola czynnikéw neurogennych w powstawaniu
objawow LT nie zostata dotychczas poznana. Dzigki zastosowaniu metod immunohistochemicz-
nych jest mozliwa szczegoétowa ocena zaro6wno ilosciowa jak i jakosciowa mikrounerwienia
(charakter witokien nerwowych, typ receptoréw itp.) sromu i jego zmian w przebiegu LT, co
moze rzuci¢ §wiatto na stopien zaangazowania i rolg czynnikow neurogennych w patogenezie
objawéw tej choroby. Uzyskana w ten sposob wiedza ma szanse zaowocowaé wskazdéwkami
dotyczacymi nowych sposobdéw farmakoterapii LT.
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4  Cel pracy

Glownym celem pracy byto sprawdzenie czy w tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT
wystepuja zmiany w mikrounerwieniu, réznice w ekspresji neuropeptydow, receptorow swiadu,
markera regeneracji nerwow 1 ilosci mastocytow w poréwnaniu do prawidlowych tkanek sromu.

Szczegdtowymi celami badawczymi byty:

1. Zbadanie zmian w mikrounerwieniu (ggstosci i typu unerwienia) tkanek sromu zmienio-
nych w przebiegu LT w pordwnaniu do niezmienionych tkanek sromu z uzyciem adap-
towanego protokotu liczenia SGWN dla NDWN.

2. Zbadanie zmian ekspresji markera regeneracji nerwoéw (GAP 43), pruriceptoréw (PAR-
2, opioid receptor ) i zmian ilo$ci mastocytow w tkankach sromu w przypadkach LT w
poréwnaniu do tkanek niezmienionych.

3. Okreslenie relacji wyzej opisanych zmian do podstawowych danych klinicznych, stopnia
zaawansowania schorzenia i wieku pacjentek.

4. W oparciu 0 uzyskane wyniki oraz dane z pi$miennictwa, analiza perspektyw nowych
mozliwosci terapeutycznych w leczeniu LT sromu, wykorzystujacych wiedze na temat
lokalnych czynnikéw neurogennych, w rozwoju zmian chorobowych.
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5 Woybrane zagadnienia metodologiczne

Badanie zostato wykonane w Katedrze Patomorfologii U] CM, w Zaktadzie Patomorfologii Kli-
nicznej i Doswiadczalnej oraz w Zaktadzie Neuropatologii. Srodki finansowe pozwalajace na
realizacj¢ badania pochodzily z projektow statutowych nr K/ZDS/005739 1 K/DSC/003594. Ba-
danie zostato obj¢te zgodg komisji bioetycznej.

5.1 Wybor grupy badawczej 1 grupy kontrolne;.

Materiat badawczy stanowig zarchiwizowane w Katedrze Patomorfologii UJ CM utrwalone w
formalinie zatopione w parafinie wycinki ze skory sromu spetniajace ponizsze kryteria wlaczenia
1 wylaczenia dla grupy badanej i grupy kontrolnej. Do badania zostaty zakwalifikowane prepa-
raty histologiczne LT sromu (20 przypadkow) oraz zostata wytoniona grupa kontrolna (20 przy-
padkéw) wycinkow pochodzacych z niezmienionej patologicznie skory sromu, z sgsiedztwa
przystanych do badania histopatologicznego tagodnych zmian skornych (acrochordon, znamie
barwnikowe), usunigtych z szerokim marginesem otaczajacych tkanek. W tabeli nr 1 zestawiono
kryteria wiaczenia 1 wytaczenia przypadkéw do obu badanych grup. Wycinki skéry sromu zo-
staty pobrane w poradniach ginekologicznych i dermatologicznych wspotpracujacych z Katedra
Patomorfologii w zakresie diagnostyki histopatologicznej. Zgodnie z opinig komisji bioetycznej,
w przypadkach badan na tkankach ludzkich pobranych do weryfikacji histopatologicznej w pro-
cesie diagnostycznym, nie jest wymagana zgoda pacjentow na udziat w badaniach.

Kryteria wlaczenia

Grupa kliniczna

Grupa kontrolnha

Wycinek ze skory sromu z postawiona
histopatologicznie diagnoza LT sromu

Pierwszy pobrany od danej pacjentki
wycinek, z ktorego postawiono diagnoze LT
sromu

Dhugo$¢ wycinka min 2mm
Wiek >= 25 lat

Diagnoza od 2005
Kryteria wylaczenia

Grupa kliniczna

Wycinek ze skory sromu niezmienionej
chorobowo lub wycinek ze skory sromu
niezmienionej chorobowo pochodzacy z
sasiedztwa tagodnej zmiany nowotworowe;j
lub rozrostowe;j.

Dhugo$¢ wycinka min 2mm

Wiek >= 25 lat
Diagnoza od 2005

Grupa kontrolna

Obecno$¢ na terenie wycinka innych
dodatkowych schorzen dermatologicznych,
cech infekcji lub dysplazji nabtonka

Nieodpowiednia do oceny jakos$¢ wycinka

Brak podstawowych danych klinicznych

Nieodpowiednia do oceny jako$¢ wycinka

Brak podstawowych danych klinicznych

Tabela 1. Zestawienie kryteriow wiaczenia i wylaczenia wycinkow skornych do grupy klinicznej i kontrolnej
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W grupie klinicznej wiek pacjentek wynosit pomigdzy 34 a 76 lat (§rednio 62 lata) a w grupie
kontrolnej pomigdzy 29-77 lat (Srednio 53 lata). Wszystkie przypadki byly diagnozowane w
latach 2006-2014.

5.2 Dobor technik 1 metod badawczych

Badania zostaty przeprowadzone z zastosowaniem metod i technik badawczych powszechnie
wykorzystywanych w naukach medycznych. Do najwazniejszych nalezaty:

5.2.1 Badania histopatologiczne

Wylonione przypadki (tacznie 40 bloczkow parafinowych) zostaty ponownie skrojone na cienkie
skrawki (grubosci 3 p), zabarwione hematoksyling i eozyng i poddane ponownej szczegotowej
analizie histologicznej (z uwzglednieniem ilosci i sktadu nacieku zapalnego, stopnia homogeni-
zacji kolagenu w skorze wiasciwej, atypii nabtonka). Ponadto analizowane przypadki LT zostaty
zakwalifikowane, do jednego z trzech etapdw zaawansowania choroby (zob. nizej).

Poniewaz nie istnieje jednolity system okre$lania stopnia zaawansowania LT sromu, w oparciu
o dostgpny w literaturze histologiczny opis choroby, arbitralnie opracowano skale histologicz-
nego zaawansowania schorzenia (faza wczesna, posrednia i pozna).

Na wczesnym etapie choroby w obrazie histologicznym dominuje nasilona hiperkeratoza i obfity
liszajowaty, limfocytarny naciek zapalny na granicy skorno-naskorkowe;j. Posredni etap choroby
charakteryzuje si¢ hiperkeratoza, poczatkami homogenizacji wldkien kolagenowych w skorze
wlasciwej i mniej nasilonym limfocytarnym naciekiem zapalnym, obecnym gtoéwnie w skorze
wlasciwej. W zaawansowanych przypadkach liszaja twardzinowego stwierdza si¢ nasilong ho-
mogenizacje kolagenu w skorze wlasciwej, atrofi¢ naskorka z wygtadzeniem brodawek skornych
i wyplaszczenie granicy skorno-naskoérkowej (rycina nr 1).
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Ryc.1. Liszaj twardzinowy sromu

(A) Etap wczesny z widocznym obfitym liszajowatym naciekiem na granicy skorno-naskorkowej (strzatka).
(B) Etap posredni z niewielkim naciekiem i poczatkami homogenizacji kolagenu w skorze.

(C) Etap zaawansowany z grubym pasmem zhomogenizowanego kolagenu w skorze (strzatka).

Barwienie HE, powickszenie 100x.

Wedhug powyzszych kryteriow w badanym zbiorze chorych z LT 6 przypadkéw odpowiadato
stopniowi wezesnemu liszaja twardzinowego, 9 posredniemu i 5 p6znemu (tabela nr 2).

Liczba pacjentek Wiek pacjentek
Liszaj twardzinowy 20 34-76
Woczesny stopier zaawansowania 6 54-72
Posredni stopien zaawansowania 9 34-68
Pozny stopien zaawansowania 5 50-76
Kontrola 20 29-77

Tabela 2. Zestawienie liczebnoéci i wieku pacjentek w badanych grupach
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5.2.2 Badania immunohistochemiczne

Tabela nr 3 zawiera zestawienie klonéw przeciwciat uzytych w badaniu, wraz z podstawowymi

danymi z protokotéw barwienia.

Czas
Rodzaj, Rozciencze-  inkubacji z
Nr pochodzenie nie przeciw- Odmaskowanie
Przeciwcialo  katalogowy  przeciwciala  Producent Przeciwciala cialem
PGP 9.5 PA0291 Monoklo- Novoca- 1:50 60 min EDTA
' Clone: 10A1 nalne straTM, 20 min
VIP sc-25347 Monoklo- Santa Cruz 1:50 30 min EDTA
Clone: nalne Biotechnology 20 min
H-6 mysie
CGRP Ab54274 Poliklonalne ~ Abcam 1:100 24h w Bufor
krolicze Cambrigde temp. 4°C  cytrynianowy
UK st. 20 min
GAP -43 Sc-33705 Monoklo- Santa Cruz 1:50 30 min EDTA
Clone: nalne Biotechnology 30 min
7B10 mysie
Anti Opioid ADb134054 Monoklo- Abcam 1:50 60 min EDTA
rece torp Clone: nalne kréli- Cambrigde 20 min
P UMB3 cze UK
PAR? Ab138479 Poliklonalne ~ Abcam 1:50 24h w Bufor
krolicze Cambrigde temp. 4°C  cytrynianowy
UK 35 min
Trvotaza PA0019 Monoklo- Leica biosysy- Readytouse 30 min EDTA
yp Clone: nalne mysie  tem 30 min
10D11

Tabela 3. Zestawienie przeciwcial immunohistochemicznych uzytych w badaniu
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5.2.2.1 Markery wolnych zakonczen nerwowych: PGP 9.5, VIP, CGRP.

Na wytonionym materiale zostaly wykonane odczyny immunohistochemiczne w kierunku oceny
ilosciowej 1 jakosciowej mikrounerwienia z uzyciem markeréw wolnych zakonczen nerwowych:
PGP-9.5, VIP, CGRP. Przeciwciato PGP 9.5 (ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase-1, UCH-
L1) jest powszechnie uzywanym markerem drobnych widkien nerwowych, zalecanym w proto-
kole oceny SGWN (Lauria et al., 2010). W danych z pi$miennictwa wiadomo, ze skérne wtokna
nerwowe wykazuja ekspresje VIP i CGRP (Dalsgaard et al., 1989) réwniez w obrebie zenskich
zewnetrznych narzadow plciowych (Martin-Alguacil et al., 2006). Do oceny gestosci SGWN
zastosowano wiasny protokot oparty koncepcyjnie na protokole do diagnostyki NDWN, opisany
w dalszej czesci rozdziatu.

5.2.2.1.1 Protokot barwienia

Z zakwalifikowanych do badania bloczkéw parafinowych wykonano cienkie skrawki, grubosci
3um. Na potrzeby barwienia w kierunku PGP 9.5 zabezpieczono 3 seryjne przekroje. Po rutyno-
wym odparafinowaniu i uwodnieniu skrawkéw aktywno$¢ endogennej peroksydazy zostata za-
blokowana poprzez zanurzenie przez 20 min w temperaturze pokojowej w $wiezo przygotowa-
nym roztworze 3% nadtlenku wodoru na metanolu. W celu odmaskowania antygenow preparaty
umieszczono w buforach: EDTA o pH 9,0 dla barwienia PGP 9.5 i VIP oraz w buforze cytrynia-
nowym o pH6,0 dla CGRP, a nastepnie zastosowano ogrzewanie mikrofalami przez 20 min. Do
barwien immunohistochemicznych uzyto nastgpujacych przeciwcial: PGP 9.5 (klon 10Al,
NovocastraTM, rozcienczenie 1:50, czas inkubacji 1 godzina), VIP (klon H-6, Santa Cruz - sc-
25347 mouse monoclonal antibody - rozcieficzenie 1:50, czas inkubacji 30 min w temperaturze
pokojowej), CGRP (abcam ab54274 - rabbit polyclonal — rozcienczenie 1:100, czas inkubacji 24
godziny, przez noc w temperaturze 4 — 8°C). Nastepnie skrawki przeptukano buforem TRIS,
zastosowano system detekcji LabVision (Thermo Fisher Scientific, USA) z chromogenem DAB
(3,3- diaminobenzidine) i zabarwiono hematoksyling. W kontroli jako$ci wykonana barwienie
kontrolne pozytywne i negatywne zalecane przez producentow.

5.2.2.2 Markery pruriceptorow: PAR-2, opioid receptor p.

Ekspresje receptora PAR-2 opisano w skorze na keratynocytach, fibroblastach, komoérkach $rod-
btonka, zakofczeniach aferentnych wiokien nerwowych 1 leukocytach (eozynofile, limfocyty T,
neutrofile, monocyty), oraz na makrofagach, mastocytach i komorkach dendrytycznych (Stein-
hoff et al., 2006a). Protoko6t wlasny oceny ekspresji odczynu obejmowal oceng sity zabarwienia
1 obecnosci odczynu osobno w dolnej 1 gornej warstwie naskorka. Ponadto metoda potilosciowa
oceniano ekspresje odczynu na terenie mieszkOw wlosowych, gruczotow potowych, tojowych,
fibroblastow, srodbtonkow, mastocytow (w tym osobno w obrebie mastocytoéw wokol nerwow),
komorek nacieku zapalnego 1 komorek dendrytycznych. Ekspresje oceniano: jako ujemna, jezeli
dodatni odczyn wykazywato ponizej 25% komorek, mala - przy dodatniej ekspresji pomigdzy
25-50% komorek, srednig - przy dodatniej ekspresji pomiedzy 50-75% komorek i duza przy do-
datniej ekspresji powyzej 75% komorek.

Ekspresje¢ receptora opioidowego | opisano na zakonczeniach niezmielinizowanych witokien
nerwowych, melanocytach, keratynocytach, komdrkach mieszka wtosowego, fibroblastach i leu-
kocytach (J. Kopsky, 2018). W wykonanych odczynach oceniano ekspresje receptora na terenie
keratynocytow (odrebnie gorna i dolna warstwa), komorek nacieku zapalnego (podobnie jak w
przypadku PAR-2: odczyn ujemny- 0-25% wybarwionych leukocytow, odczyn stabo dodatni-
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25-50% wybarwionych leukocytow, odczyn $rednio dodatni- 50-75% wybarwionych leukocy-
tow, odczyn silnie dodatni- >75% wybarwionych leukocytow) i na terenie zakonczen nerwo-
wych (obliczono SGWN z zastosowaniem wiasnego protokotu oparty koncepcyjnie na protokole
do diagnostyki NDWN, opisanego w dalszej czesci rozdziatu).

5.2.2.2.1 Protokot barwienia

Z zakwalifikowanych do badania bloczkoéw parafinowych wykonano cienkie skrawki, grubosci
5 p. Po rutynowym odparafinowaniu i uwodnieniu skrawkow aktywnos$¢ endogennej peroksy-
dazy zostata zablokowana poprzez zanurzenie przez 20 min. w temperaturze pokojowej w §wiezo
przygotowanym roztworze 3% nadtlenku wodoru na metanolu. W celu odmaskowania antyge-
now preparaty umieszczono w buforach: EDTA pH 9,0 dla barwienia w Kierunku receptora opio-
idowego p oraz w buforze cytrynianowym pH 6,0 dla PAR-2 i wtozono do kuchenki mikrofalo-
wej na 20 min (receptor opioidowy ) i 35 min (PAR-2). Do barwien immunohistochemicznych
uzyto nastepujacych przeciwcial: Anti-PAR2 klon: ab138479 — rabbit polyclonal - rozcieniczenie
1:50, czas inkubacji 24h przez noc w temperaturze 4 -8 °C, Anti Opioid Receptor klon:
ab134054- rabbit monoclonal antibody, clone UMB3, rozcienczenie 1:50, czas inkubacji 60 min.
w temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano wtdrne biotynylowane przeciwcialo (30 min. w
temperaturze pokojowej), stosujac jako system detekcji kompleks awidyny z biotyng i peroksy-
daza chrzanowa (ABC-HRP) (30 min. w temperaturze pokojowej) z chromogenem DAB (3,3'-
diaminobenzidine) (8 min. w temperaturze pokojowej) i zabarwiono hematoksyling (30s). W
ramach kontroli jako$ci wykonano barwienia kontrolne pozytywne i negatywne zalecane przez
producentéw. Kontrolg pozytywna dla PAR-2 byta ludzka tkanka raka prostaty, dla receptora
opioidowego p ludzka tkanka jelita grubego. W kontroli negatywnej pierwotne przeciwciato za-
stapiono buforowang fosforanem solg fizjologiczna (PBS).

5.2.2.3 Marker regeneracji nerwéw- GAP 43

GAP 43 (growth-associated protein 43, neuromodulina) jest btonowa fosfoproteing specyficzng
dla uktadu nerwowego. Bierze udziat w wydtuzaniu aksondw 1 ich regeneracji oraz w modulo-
waniu przewodnictwa synaptycznego (Fantini & Johansson, 1992).

W wykonanych odczynach obliczono SGWN wykazujacych ekspresj¢ GAP43 z zastosowaniem
jak wczesniej wspomniano, wiasnego protokotu opartego koncepcyjnie na protokole do diagno-
styki NDWN, opisanego w dalszej cz¢sci rozdziatu.

5.2.2.3.1 Protoko6t barwienia

Z zakwalifikowanych do badania bloczkéw parafinowych wykonano cienkie skrawki, grubosci
5 p. Po rutynowym odparafinowaniu 1 uwodnieniu skrawkow aktywnos¢ endogennej peroksy-
dazy zostata zablokowana poprzez zanurzenie przez 20 min. w temperaturze pokojowej w $wiezo
przygotowanym roztworze 3% nadtlenku wodoru na metanolu. W celu odmaskowania antyge-
néw preparaty umieszczono w buforze EDTA o pH 9,0 i wlozono do kuchenki mikrofalowej na
30 min. Do barwienia immunohistochemicznego uzyto przeciwciata: GAP-43 sc33705- mouse
monoclonal antibody (klon 7B10), rozcienczeniel:50, czas inkubacji 30 min. w temperaturze
pokojowej. Nastepnie dodano wtorne biotynylowane przeciwciato (30 min w temperaturze po-
kojowej), zastosowano system detekcji kompleks awidyny z biotyng i peroksydazg chrzanowa
(ABC-HRP) (30 min. w temperaturze pokojowej) z chromogenem DAB (3,3'- diaminobenzi-
dine) (8 min w temperaturze pokojowej) i zabarwiono hematoksyling (30s). W ramach kontroli
jakosci wykonano barwienia kontrolne pozytywne i negatywne zalecane przez producentow.
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Kontrolg pozytywna byta ludzka tkanka jelita grubego. W kontroli negatywnej pierwotne prze-
ciwcialo zastgpiono buforowang fosforanem solg fizjologiczng (PBS).

5.2.2.4 Marker mastocytow- tryptaza mastocytowa.

Przeciwciato dla tryptazy mastocytowej jest powszechnie stosowanym markerem do oznaczania
mastocytow. W wykonanych odczynach obliczano ilo$¢ mastocytow w duzym polu widzenia
bezposrednio pod naskoérkiem, w glebszych warstwach skory wiasciwej 1 wokot wiokien nerwo-
wych w skoérze wlasciwe;.

5.2.2.4.1 Protokot barwienia

7 zakwalifikowanych do badania bloczkéw parafinowych wykonano cienkie skrawki, grubosci
5 p. Po rutynowym odparafinowaniu 1 uwodnieniu skrawkow aktywnos$¢ endogennej peroksy-
dazy zostata zablokowana poprzez zanurzenie przez 20 min. w temperaturze pokojowej w §wiezo
przygotowanym roztworze 3% nadtlenku wodoru na metanolu. W celu odmaskowania antyge-
néw preparaty umieszczono w buforze EDTA o pH 9,0 i wlozono do kuchenki mikrofalowej na
30 min. Do barwienia immunohistochemicznego uzyto przeciwciata: Ready-to-use primary an-
tibody Mast Cell Tryptase PA0019 mouse monoclonal (klon: 10D11) , czas inkubacji 30 min. w
temperaturze pokojowej. Nastepnie dodano wtorne biotynylowane przeciwciato (30 min. w tem-
peraturze pokojowej), zastosowano system detekcji kompleks awidyny z biotyng i peroksydaza
chrzanowa (ABC-HRP) (30 min w temperaturze pokojowej) z chromogenem DAB (3,3'- diami-
nobenzidine) (8 min w temperaturze pokojowej) i zabarwiono hematoksyling (30s). W ramach
kontroli jako$ci wykonano barwienia kontrolne pozytywne 1 negatywne zalecane przez produ-
centow. Kontrolg pozytywna byta ludzka tkanka jelita grubego. W kontroli negatywnej pier-
wotne przeciwcialo zastagpiono buforowang fosforanem solg fizjologiczng (PBS).

5.2.3 Ocena $rodnaskorkowej gestosci wiokien nerwowych (SGWN)

Do oceny mikrounerwienia, w celu obliczenia $rodnaskorkowe) gestosci widkien nerwowych
(SGWN) zastosowano protokot badania oparty koncepcyjnie na metodyce oceny drobnych wté-
kien nerwowych przyjetej w pracy Lauria G i wsp. 2010. Obliczono SGWN jako liczbe punktow
przekraczania granicy skorno-naskorkowej przez wyznakowane immunohistochemicznie
wldkna nerwowe, w relacji do dtugosci tej granicy. Ze wzgledu na fakt, ze badanie oparto na
materiale tkankowym standardowo utrwalonym w formalinie (co moze powodowaé fragmenta-
cj¢ wtokien nerwowych) oraz na skrawkach o rutynowej grubosci dla badan immunohistoche-
micznych 3pm, wyznakowane wtokna nerwowe W barwieniu w kierunku PGP 9,5 miaty niecia-
gly wyglad, przypominajacy lini¢ przerywang. W obliczeniach uwzgledniono tylko te widkna
nerwowe, ktorych przebieg mogt zostac jednoznacznie odtworzony jako linia na podstawie uwi-
docznionych punktéw z ekspresja PGP 9.5 i w ten sposdb wyznaczona linia przekraczata granicg
skorno-naskérkowa. Tak jak w protokole oceny SGWN dla NDWN nie brano pod uwage frag-
mentow wiokien widocznych wylacznie ponizej lub powyzej granicy skorno-naskorkowej ani
wtornych rozgatezien nerwow na terenie naskorka. Rycina nr 2 przedstawia szczegélowo wy-
znakowane immunohistochemicznie PGP 9.5 widkna nerwowe na terenie skory, wraz z opisem
obserwowanych wariantow ich przebiegu 1 uwzglednieniem wariantu wtaczonego do obliczen.
W barwieniu na PGP 9.5 obliczenia wykonano na trzech seryjnych przekrojach, w barwieniach
na GAP-43 i receptor opioidowy p obliczenia wykonano na pojedynczym przekroju. Przy po-
mocy analizy morfometrycznej obrazu cyfrowego obliczono w mm dtugos$¢ granicy skorno-na-
skérkowej. Otrzymane wyniki przedstawiono w postaci ilosci widkien nerwowych na 1mm dtu-
gosci granicy skorno-naskérkowe;.

48



Ryc. 2. Barwienie immunohistochemiczne fragmentu biopsji skornej w kierunku PGP 9.5.

SWN - whokno przekraczajace granice skorno-naskorkowa uwzglednione w obliczeniach.

RW - wiokna nerwowe biegnace rownolegle do granicy skorno-naskorkowej,

N - wtokna nerwowe widoczne wylacznie w gornych partiach naskorka,

R - wlokna nerwowe rozgateziajace si¢. Wtokna typu RW, N i R nie byty uwzglednione w analizie.
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5.2.4 Analiza morfometryczna obrazu

Wykonano zdjecia cyfrowe odczyndéw immunohistochemicznych. Nastepnie przy pomocy pro-
gramu ImageJ obliczono doktadnie dlugosé¢ granicy skorno-naskorkowej (rycina 3).
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Ryc. 3. Po lewej zdjecie odczynu immunohistochemicznego biopsji skory z zaznaczong na z6tto granica skorno-
naskorkowa. Po prawej obliczenia wykonane w programie Image].

5.2.5 Analiza statystyczna wynikow

Obliczenia statystyczne i graficzna prezentacja wynikow zostaly wykonane przy uzyciu progra-
moéw SAS University Edition 1 Phyton Data Analysis Library and Matplotlib. Liczebno$¢ grup
zostata ustalona przy pomocy testu statystycznego obliczajacego minimalng liczebno$¢ proby.
Wyniki dla grup zostaty przedstawione w postaci $rednich lub median. Do badania zgodnosci z
rozkladem normalnym uzywano testu Shapiro-Wilka. Hipotezy testowano przy uzyciu testu pa-
rametrycznego t-Studenta, testu Manna-Whitney’a i jednoczynnikowej analizy wariancji
(ANOVA) z nastgpowym testem post-hoc Fishera. Przy okreslaniu poziomu istotno$ci warto$é
p przyjeto p<0.05.

5.3 Zakres czasowy

Badanie zostato wykonane w latach 2014-2018.
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6 Wyniki
6.1 PGP95

Stwierdzono obecno$¢ widkien nerwowych wykazujacych ekspresje PGP 9,5 na terenie skory
wlasciwej 1 naskorka, zarbwno w grupie badawczej jak i w grupie kontrolnej. W obu grupach
uwidoczniono drobne wtokna nerwowe przechodzace przez granice skorno-naskérkowa (rycina
4). Srednia SGWN u chorych z LT wynosila 7,52/mm, mediana 5,92/mm (warto$ci wynosily
pomiedzy 2,69 a 20,15), natomiast w grupie kontrolnej $rednia wynosita 12.25, mediana 11,47
(wartosci wynosity pomiedzy 3,52 a 24,74) (wykres 1). Test U Manna-Whitneya potwierdzit
istotng statystycznie roznicg¢ pomiedzy oboma grupami (p=0.0049).

Analiza korelacji wykazala nieznaczny wzrost SGWN wraz z wiekiem pacjentek zaréwno w
grupie Klinicznej jak i w grupie kontrolnej.

Jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) wykazata stopniowe zmniejszenie SGWN wraz
ze stopniem zaawansowania choroby, przy czym w analizie post hoc stwierdzono istotne staty-
stycznie roznice w $redniej SGWN pomiedzy wezesnym i péznym stopniem zaawansowania LT
a grupg kontrolng, natomiast nie wykazano istotnych réznic pomigdzy stopniami zaawansowania

choroby.

PGP 9,5 SGN/1mm

25

20+

151

104

kontrola lis;lcaj

Wykres. 1. Analiza §rodnaskorkowej gesto$ci nerwow w prawidtowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w
przebiegu LT, barwionej immunohistochemicznie PGP 9,5.
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Ryc. 4. Barwienie immunohistochemiczne PGP 9.5
(A) Liczne wiokna nerwowe (strzatki) przekraczajace granice skorno-naskorkows we wezesnej fazie liszaja twar-

dzinowego sromu.
(B) Pojedyncze wiokno nerwowe (strzatka) przekraczajace granice skorno-naskorkowa w zaawansowanym liszaju

twardzinowym sromu.
(C) Liczne wtokna nerwowe (strzatki) wnikajace w naskorek w prawidlowej skorze sromu.
n, naskorek, s, skora
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6.2 CGRP

CGRP-dodatnie widkna nerwowe zostaly uwidocznione w skorze i naskérku w obu badanych
grupach (rycina 5). Srednia SGWN wyznakowanych CGRP wynosita 7,35/mm a mediana
6,26/mm w grupie chorych z LT (warto$ci znajdowaty si¢ w przedziale pomigdzy 0,99 a 30,69),
natomiast w prawidtowej skorze sromu $rednia wynosita 4,14/mm a mediana 3,38 (warto$ci
znajdowaly si¢ w przedziale pomiedzy 0,00 a 10,54). Test U Manna-Whitneya wykazat istotng
statystycznie roznic¢ pomiedzy medianami w obu badanych grupach (p=0,03) (wykres 2).

CGRP SGN/1mm

kontrola liséaj

Wykres 2. Analiza srédnaskorkowej gestosci nerwow w prawidlowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w
przebiegu LT, barwionej immunohistochemicznie przeciwciatem w kierunku CGRP.
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Ryc. 5. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku CGRP

(A), (B) Drobne wtokna nerwowe (strzatki) przekraczajace granice skorno-naskorkows w liszaju twardzinowym.
(C) Pojedyncze wiokno nerwowe (strzatka) przekraczajace granicg skorno-naskérkowa w prawidlowej skorze
sromu.

n, naskorek, s, skora, powiekszenie 400x
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6.3 VIP

Wilékna nerwowe wykazujace ekspresje VIP zostaty zaobserwowane gléwnie wokot gruczolow
tojowych i potowych, mieszkéw wlosowych i w skorze wlasciwej a w mniejszym stopniu (w
poréwnaniu z wyzej opisanymi barwieniami) na terenie naskorka (rycina 6). Srednia SGWN
wyznakowanych VIP w skorze zmienionej w przebiegu LT wynosita 5,44/mm, mediana 4,39
(warto$ci miescity si¢ w przedziale pomiedzy 0,00 a 13,20) a w prawidlowej skorze sromu $red-
nia wynosita 4,54/mm, mediana 3,01 (warto$ci miescity si¢ w przedziale pomigdzy 0,00 a 12,72)
(wykres 3). Analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomigdzy wymienionymi warto-
$ciami (test U Manna-Whitneya, p=0.18).

VIP SGN/lmm
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. T 1

kontrola liszaj

Wykres 3. Analiza $rodnaskorkowej gestosci nerwoéw w prawidtowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w
przebiegu LT, barwionej immunohistochemicznie przeciwciatem w kierunku VIP.
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Ryc. 6. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku VIP

(A) Drobne wtokna nerwowe (strzatki) przekraczajace granice skorno-naskdrkowa w liszaju twardzinowym.

(B), (C) Drobne wiokna nerwowe (strzatki) przekraczajace granice skorno-naskorkowa w prawidlowej skorze
sromu.

n, naskorek, s, skora, powigkszenie 400x
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6.4 GAP-43

W barwieniu immunohistochemicznym w kierunku GAP-43 uwidoczniono drobne wtokna ner-
wowe przekraczajace granice skorno-naskorkows (rycina 7). Ich srednia gestos¢ w grupie cho-
rych wynosita 8,51/mm, mediana 7,2/mm (warto$ci miescity si¢ w przedziale 7,69 a 100) a w
grupie kontrolnej $rednia wynosita 25,43/mm, mediana 17,68/mm (warto$ci mieScity sie¢ w prze-
dziale 4,34 a 23,63) (wykres 4). Test U Manna-Whitneya wykazal istotng statystycznie rdéznice
pomiedzy medianami w obu badanych grupach (p=0,013).

GAP 43 SGN/1mm

100 A
801
60
404

204 %
==

0

kontrola liséaj

Wykres 4. Analiza srodnaskorkowej gestosci nerwow w prawidtowej skorze sromu i w skdrze sromu zmienionej w
przebiegu LT, barwionej immunohistochemicznie przeciwciatem w kierunku GAP-43
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Ryc. 7. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku GAP-43.

(A), (B) Liczne drobne widkna nerwowe (strzatki) na granicy skorno-naskérkowej w prawidtowej skorze sromu.
(C), (D) Pojedyncze widkna nerwowe (strzalki) na granicy skorno-naskorkowej w skorze sromu zmienionej w prze-
biegu liszaja twardzinowego.

n, naskorek, s, skora wlasciwa, powiekszenie 400x.
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6.5 Receptor opioidowy

Ekspresje receptora opioidowego p stwierdzono w obrgbie drobnych witokien nerwowych (ry-
cina 8), keratynocytéw (rycina 9) i w obrebie leukocytoéw (rycina 10).

6.5.1 SGWN p+

Do oceny ekspresji receptora na terenie drobnych widkien nerwowych zastosowano, tak jak w
poprzednich przypadkach protokot dla oceny SGWN. Ich $rednia gesto$é w grupie chorych wy-
nosita 10,4/mm, mediana 6,81/mm (warto$ci miescily si¢ w przedziale 0 a 27,27) a w grupie
kontrolnej §rednia wynosita 7,05/mm, mediana 4,54/mm (warto$ci miescily si¢ w przedziale 0 a
27,27) (wykres 5). Test U Manna-Whitneya nie wykazat istotnych statystycznie ro6znic pomi¢dzy
medianami w obu badanych grupach (p=0,11).

receptor opioidowy p SGN/1mm
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Wykres 5. Analiza srédnaskorkowej gestosci nerwow w prawidtowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w
przebiegu LT, barwionej immunohistochemicznie przeciwciatem w Kierunku receptora opioidowego p.
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Ryc. 8. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku receptora opioidowego u na terenie drobnych widkien ner-
wowych przekraczajacych granice skorno-naskorkowa (strzalki) w prawidlowej skorze sromu (A), i w przypadkach

liszaja twardzinowego sromu (B), (C).
n, naskorek, s, skora wlasciwa, powiekszenie 400x.
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6.5.2 Ekspresja receptora opioidowego pu w keratynocytach

Ekspresje receptora opioidowego 1 w obrebie keratynocytéw oceniono osobno w obrgbie gornej
i dolnej warstwy naskorka, poniewaz stwierdzono réznice w tym zakresie (rycina 9).

Rozktad zmiennych w obu grupach przedstawiaja wykresy 6 i 7. Testy Fishera i chi2 nie stwier-
dzily réznic pomigdzy badanymi grupami (odpowiednio p=0.32 i p=0.05).

receptor opioidowy n
w gornej warstwie naskorka
(0 - nie ma, 1 jest)

grupa
s kontrola
e liszay
0,0 1,0

Wykres 6. Analiza immunoekspresji receptora opioidowego p w gornej warstwie naskorka w prawidtowej skorze
sromu i w skoérze sromu zmienionej w przebiegu LT
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Wykres 7. Analiza immunoekspresji receptora opioidowego p w dolnej warstwie naskorka w prawidtowej skorze
sromu i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc. 9. Dodatnie barwienie immunohistochemiczne w kierunku receptora opioidowego p na terenie keratynocy-
tow (strzatka) w prawidtowej skorze sromu (A).

Dodatni odczyn w kierunku receptora opioidowego p w gornej warstwie naskorka (g), ujemny odczyn w dolnej
warstwie (d) w przypadku liszaja twardzinowego sromu (B).

Ujemne barwienie immunohistochemiczne w kierunku receptora opioidowego p na terenie goérnej warstwy na-
skorka (g), dodatnie barwienie w dolnej warstwie (d) w przypadku liszaja twardzinowego sromu (C).

g, warstwa gorna, d, warstwa dolna, powigkszenie 400x.
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6.5.3 Ekspresja receptora opioidowego p w leukocytach

Ekspresje receptora opioidowego p w leukocytach oceniano metoda potilosciowa w duzym polu
widzenia (high power field, HPF), w polu o najsilniejszej ekspresji odczynu i w miejscu najgest-
szego nacieku zapalnego. Ekspresje oceniano jako ujemng - jezeli ekspresj¢ wykazywato ponizej
25% leukocytdéw, malg - przy dodatniej ekspresji pomigdzy 25-50% leukocytow, srednig - przy
dodatniej ekspresji pomiedzy 50-75% leukocytow i duzg - przy dodatniej ekspresji powyzej 75%
leukocytow. Szczegotowe wyniki przedstawia tabela 4 1 wykres 8. W grupie chorych w 8 przy-
padkach stwierdzono mala, a w 5 przypadkach §rednig ekspresje receptora opioidowego u w
leukocytach, natomiast w grupie kontrolnej w 5 przypadkach stwierdzono mata, a w 1 $rednig
ekspresj¢. Analiza statystyczna przy uzyciu testu Manna-Whitneya wykazata istotne roznice po-
miedzy badanymi grupami (p=0.01), co oznacza, ze w przypadkach LT jest wigcej przypadkow
z malg i $rednig ekspresja receptora opioidowego L na terenie leukocytow niz w grupie kontrol-
nej.

Receptor opioidowy p leukocyty/HPF

grupa kontrola liszaj
Ujemny 13 6
Mato 5 8
Srednio 1 5

Tabela 4. Zestawienie ilo$ci przypadkow wykazujacych ujemna, malg i $rednig ekspresje receptora opioidowego p
w leukocytach w badanych grupach.

receptor opioidowy
w leukocytach

grupa
124 B kontrola
liszaj

101

0 .

0.0 mato srednio

Wykres 8. Analiza immunoekspresji receptora opioidowego u w obrebie leukocytow w prawidlowej skorze sromu
i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc. 10. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku receptora opioidowego p na terenie leukocytow (strzatki)
w prawidlowej skorze sromu (A), i we wezesnych przypadkach liszaja twardzinowego sromu (B), (C).
n, naskorek, s, skora wlasciwa, powigkszenie 400x.
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6.6 Porownanie immunoekspresji badanych antygenow w obrebie wiokien ner-
wowych sromu

Tabela nr 5 zawiera zbiorcze zestawienie wynikow obliczen badanych antygendéw we wtoknach
nerwowych. Czcionka pogrubiona zostaty wyrdznione oznaczenia immunohistochemiczne, kto-
rych wyniki r6znily si¢ istotnie w obu badanych grupach.

kontrola Liszaj twardzinowy

Srednia Mediana Min  Max Srednia ~ Mediana ~ Min Max
PGP95 1225 1147 352 2474 752 5,92 2,69 20,15
CGRP 4,14 3,38 0,00 10,54 7,35 6,26 0,99 30,69
VIP 4,54 3,01 0,00 12,72 5,44 4,39 0,00 13,2
GAP-43 2543 17,68 7,69 100 8,51 7,2 4,34 23,63
Rec. p 7,05 4,54 0,00 27,27 10,4 6,81 0,00 27,27

Tabela 5. Zestawienie liczby i wartos$ci gestosci srodnaskorkowych nerwow znakowanych réznymi markerami.
Istotne statystycznie roznice sa napisane czcionka pogrubiona.

6.7 Receptor PAR-2

Ekspresj¢ receptora PAR-2 stwierdzono w obrgbie keratynocytow (rycina 11), leukocytow (ry-
cina 12), mieszkow wlosowych, komorek dendrytycznych, fibroblastow, gruczotow potowych,
tojowych (rycina 13), w komorkach $rodbtonka (rycina 14) i na terenie mastocytow wokot skor-
nych widkien nerwowych (rycina 15).

6.7.1 Receptor PAR-2 w keratynocytach

W obrebie keratynocytdw oceniano intensywnos$¢ barwienia: barwienie stabe: 1+, $rednie: 2+ i
silne: 3+ (rycina 11 A, B, C) (wykres 9) oraz obecnos¢ barwienia w gornej i dolnej warstwie
naskorka (rycina 11 D, E, F) (wykresy 10 i 11). Testy Fishera i chi2 nie stwierdzity wystgpowania

istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupami w zakresie intensywnosci i lokalizacji barwie-
nia (odpowiednio p=0.32, p=0.96 i p=0.49).
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intensywnos¢ barwienia PAR-2
w keratynocytach

kontrola liszaj
8-
71 81
6-
5- 67
4
4-
3-
24 2
1-
0- 0-
1 2 3 1 2 3

Wykres 9. Analiza intensywno$ci barwienia immunohistochemicznego w kierunku PAR-2 w prawidtowej skorze
sromu i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.

ekspresja PAR-2

w gornej warstwie naskorka

164 (1 - jest, 0 - nie ma)
0.0

1.0

12 Bl brak

kontrola liszaj
Wykres 10. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w gérnej warstwie naskorka w prawidlowej skorze sromu i
w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.

ekspresja PAR-2

w dolnej warstwie naskorka

17,54 (1 - jest, 0 - nie ma)
0,0

15,04 —1.0
s brak

12,51

10,01

7,51

5,04

2,54

0,0

kontrola liszaj

Wykres 11. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w dolnej warstwie naskorka w prawidtowej skorze sromu i
w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc. 11. Barwienie immunohistochemiczne keratynocytow w kierunku PAR-2.

(A), (B), (C) Intensywnos¢ odczynu. (A) Silne barwienie 3+, (B) $rednie barwienie 2+, (C) slabe barwienie 1+.
(D), (E), (F) Lokalizacja odczynu. (D) Barwienie w gornej (g+) i dolnej (d+) warstwie, (E) barwienie w dolnej
warstwie (d+), (F) barwienie w gornej warstwie (g+).
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6.7.2 Receptor PAR-2 w leukocytach

Ekspresje receptora PAR-2 w leukocytach oceniano w duzym polu widzenia (high power field,
HPF), w polu o najsilniejszej ekspresji odczynu i w miejscu najgestszego nacieku zapalnego.
Ekspresje oceniano jako ujemng - jezeli ekspresje wykazywato ponizej 25% leukocytow, matg -
przy dodatniej ekspresji pomiedzy 25-50% leukocytow, $rednig - przy dodatniej ekspresji po-
miedzy 50-75% leukocytow i duzg - przy dodatniej ekspresji powyzej 75% leukocytow. Zesta-
wienie opisanych zmiennych przedstawiaja tabela 6 i wykres 12. Analiza statystyczna wykazata
brak istotnych statystycznie réznic pomigdzy badanymi grupami, przy granicznej wartosci po-
ziomu istotnosci p=0.05.

PAR-2 leukocyty/HPF

kontrola liszaj
ujemny 2 1
mata 11 7
srednia 5 3
duza 2 7

Tabela 6. Zestawienie ilosci przypadkéw wykazujacych ujemna, mata, $rednig i duza ekspresje receptora PAR-2 w
leukocytach w badanych grupach.

ckspresja PAR-2 w leukocytach

s 0
10+ mato

B Srednio

8+ mm duzo

6 -

4+

2 -

0-

kontrola liszaj

Wykres 12. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w leukocytach w prawidlowej skorze sromu i w skorze
sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc. 12. Dodatnie barwienie immunohistochemiczne receptora PAR-2 na terenie leukocytow (strzatki). Silne w
liszaju twardzinowym (A), $rednie w liszaju twardzinowym (B) i stabe w prawidtowej skorze (C).
n, naskorek, s, skora wilasciwa,
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6.7.3 Receptor PAR-2 w mieszkach wtosowych, fibroblastach, gruczotach potowych, 1

gruczotach tojowych

Ekspresje receptora PAR-2 w mieszkach wtosowych, fibroblastach gruczotach potowych, tojo-
wych, mastocytach wokot nerwow i w srodblonkach oceniano jak w przypadku wezesniejszych
parametrow w duzym polu widzenia (high power field, HPF), w polu o najsilniejszej ekspresji
odczynu. Ekspresje oceniano metoda potilosciowa jako ujemna, jezeli ekspresje wykazywato
ponizej 25% ocenianych komoérek, matg przy dodatniej ekspresji pomigdzy 25-50%, Srednig przy
dodatniej ekspresji pomiedzy 50-75% i duza przy dodatniej ekspresji powyzej 75%. Zestawienie
opisanych zmiennych przedstawiaja wykresy: 13, 14, 15, 16.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy badanymi grupami w ekspresji recep-
tora PAR-2 na terenie fibroblastow (p=0,41), mieszkow wtosowych (p=0,19), gruczotéw poto-
wych (p=0,15) i tojowych (p=0,3).

ekpresja PAR-2 w fibroblastach

6-
L]
. mato

51 E srednio
mm duzo

4+

3 -

24

1 -

0-

kontrola liszaj

Wykres 13. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w fibroblastach w prawidtowej skorze sromu i w skorze
sromu zmienionej w przebiegu LT.

ekspresja PAR-2

w mieszkach wlosowych

124 = 0
e malo
104 E srednio

2.

0 -
kontrola liszaj

Wykres 14. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w mieszkach wlosowych w prawidtowej skorze sromu i w
skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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ekpresja PAR-2

w gruczotach potowych

s 0

10+ e mato
B srednio

8 -

6 -

44

2-

0-

kontrola liszaj

Wykres 15. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w gruczotach potowych w prawidlowej skorze sromu i w
skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.

ekspresja PAR-2

w gruczolach tojowych

121 s 0

m mato

104

kontrola liszaj

Wykres 16. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w gruczotach tojowych w prawidlowej skorze sromu i w
skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc. 13. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku PAR-2.

(A), (B) Gruczoty tojowe (strzatki), (A) ujemny w prawidtowych tkankach, (B) dodatni w liszaju twardzinowym.
(C), (D) Mieszki wlosowe (strzatki), (C) ujemny w prawidtowych tkankach, (D) dodatni w prawidtowych tkankach.
(E), (F) Gruczoly potowe (strzalki), (E) ujemny w prawidtowych tkankach, (F) dodatni w prawidtowych tkankach.
(G), (H) Fibroblasty (strzatki), (G) ujemne w liszaju twardzinowym, (H) dodatni w liszaju twardzinowym.
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6.7.4 Receptor PAR-2 w $rodblonkach

Ekspresje receptora PAR-2 w $srodbtonkach oceniano jak w przypadku wczesniejszych parame-
trow w duzym polu widzenia (high power field, HPF), w polu o najsilniejszej ekspresji odczynu.
Ekspresje oceniano metoda potilosciowa jako ujemna, jezeli ekspresje wykazywalo ponizej 25%
ocenianych komorek, malg przy dodatniej ekspresji pomiedzy 25-50%, $rednig przy dodatniej
ekspresji pomigdzy 50-75% i duzg przy dodatniej ekspresji powyzej 75%. Zestawienie opisanych
zmiennych przedstawiaja wykres 17 i tabela nr 7.

Analiza statystyczna przy uzyciu testu Manna-Whitneya wykazata obecno$¢ istotnych staty-
stycznie r6znic pomi¢dzy badanymi grupami w ekspresji receptora PAR-2 na terenie komoérek
srodbtonka naczyn krwionosnych (p=0.0002), co 0znacza, ze W liszaju twardzinowym jest wie-
cej przypadkéw wystepowania ekspresji receptora PAR-2 w komorkach $rodbtonka.

Rec. PAR-2 srodbtonek

kontrola liszaj
ujemny 13 3
Mato 5 4
Srednio 1 3
Duzo 1 8

Tabela 7. Zestawienie ilosci przypadkoéw wykazujacych ujemng, matg, srednia i duza ekspresje receptora PAR-2 w
srédbtonkach w badanych grupach.

ckpresja PAR-2 w komérkach srddblonka

121 — glah)
=
8-

6

4-

2-

0-

kontrola liszaj

Wykres 17. Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w komorkach $rodbtonka w prawidtowej skorze sromu i w
skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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Ryc 14. Dodatnie barwienie immunohistochemiczne w kierunku receptora PAR-2 na terenie srodbtonkow (strzatki).
Silne w liszaju twardzinowym (A), §rednie w liszaju twardzinowym (B) i ujemne w prawidtowej skorze (C).
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6.7.5 Receptor PAR-2 w mastocytach wokot nerwow

Ekspresje receptora PAR-2 w mastocytach wokot skornych wiokien nerwowych oceniano jak w
przypadku wczesniejszych parametréw w duzym polu widzenia (high power field, HPF), w polu
0 najsilniejszej ekspresji odczynu. Ekspresje oceniano metodg potilosciows jako ujemna, jezeli
ekspresje wykazywatlo ponizej 25% ocenianych komorek, malg przy dodatniej ekspresji pomie-
dzy 25-50%, $rednig przy dodatniej ekspresji pomigdzy 50-75% i duzg przy dodatniej ekspresji
powyzej 75%. Zestawienie opisanych zmiennych przedstawiaja wykres 18 i tabela nr 8. Analiza
statystyczna przy uzyciu testu Manna-Whitneya wykazata obecnos¢ istotnych statystycznie ro6z-
nic pomiedzy badanymi grupami w ekspresji receptora PAR-2 w mastocytach wokot nerwow
(p=0.04), co oznacza, ze w liszaju twardzinowym jest wiecej przypadkow wystgpowania ekspre-
sji receptora PAR-2 w mastocytach zlokalizowanych wokot wiokien nerwowych.

Receptor PAR-2 mastocyty wokot nerwow

kontrola liszaj
Ujemny 3 1
Mato 4 1
$rednio 11 14

Tabela 8. Zestawienie ilo$ci przypadkoéw wykazujacych ujemna, mata i $rednig ekspresje receptora PAR-2 w ma-
stocytach wokot nerwow w badanych grupach.

ekspresja PAR-2

w mastocytach wokot nerwow

s 0
124 mato
EE s$rednio

kontrola liszaj

Wykres 18 Analiza immunoekspresji receptora PAR-2 w mastocytach wokot nerwoéw w prawidtowej skorze sromu
i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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A

Ryc. 15. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku PAR-2.
(A), Widkna nerwowe (n) bez widocznych mastocytow wWykazujacych ekspresje PAR-2 w sgsiedztwie, w prawidto-

wej skorze sromu.
(B) Wtdkno nerwowe (n) z widocznymi mastocytami (strzatki) w bezposrednim sasiedztwie, wykazujacymi eks-

presj¢ PAR-2 w liszaju twardzinowym.
powiekszenie 400x.
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6.8 Mastocyty

Mastocyty wyznakowane immunohistochemicznie tryptaza mastocytarng obliczono w jednym
duzym polu widzenia (HPF) w miejscu najbardziej intensywnego ich nacieku, odrebnie bezpo-
srednio pod naskorkiem (rycina 16 A, C, E), w glgbszej warstwie (warstwie siatkowatej) skory
wiasciwej (rycina 16 B, D, F) i wokot widkien nerwowych na terenie skory wiasciwej (rycina
17).

Ryc 16. Barwienie immunohistochemiczne tryptaza znakujace mastocyty.

Liczne mastocyty podnaskorkowe (A) i w skorze whasciwej (B) we wezesnej fazie liszaja twardzinowego sromu.
Mastocyty podnaskorkowe (C) i w skorze wlasciwej (D) w zaawansowanym liszaju twardzinowym sromu. Nie-
liczne mastocyty podnaskorkowe (E) i w skorze wlasciwej (F) w prawidlowej skorze sromu.

n, naskorek, s, skora wlasciwa, powigkszenie 400x.
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6.8.1 Podnaskorkowe mastocyty znakowane tryptaza

Podnaskorkowo $rednia ilo§¢ mastocytow w grupie chorych wynosita 17,75/HPF, mediana
17,5/HPF (warto$ci miescilty si¢ w przedziale 5 a 38) a w grupie kontrolnej srednia ilo$¢ masto-
cytow wynosita 9,55/HPF, mediana 8/HPF (warto$ci miescity si¢ w przedziale 5 a 17) (wykres
19). Test U Manna-Whitneya wykazal istotne statystycznie roznice pomigdzy medianami w obu
badanych grupach (p=0,0005).

mastocyty podnaskérkowo/1HPF

kontrola liszaj

Wykres 19. Analiza ilosci mastocytow/1 HPF znakowanych immunohistochemicznie tryptazg obecnych pod naskor-
kiem w prawidlowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.

6.8.2 Mastocyty w warstwie siatkowatej skory wlasciwej (tryptaza+)

W warstwie siatkowatej skory wiasciwej $rednia ilo$¢ mastocytéw w grupie chorych wynosita
45,05/HPF, mediana 46,00/HPF (wartos$ci miescity si¢ w przedziale 9 a 115) a w grupie kontrol-
nej $rednia 1los¢ mastocytow wynosita 31,05/HPF, mediana 24,5/HPF (warto$ci miescily si¢ w
przedziale 7 a 125) (wykres 20). Test U Manna-Whitneya wykazat istotne statystycznie roznice
pomiedzy medianami w obu badanych grupach (p=0,01).

mastocyty skora wlasciwa/1HPF

120 A

100 1

801

60 4

40

204

kontrola lis}aj

Wykres 20. Analiza ilo$ci mastocytow/1 HPF znakowanych immunohistochemicznie tryptaza obecnych w warstwie
siatkowate] skory w prawidtowej skorze sromu i w skoérze sromu zmienionej w przebiegu LT.
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6.8.3 Mastocyty wokol nerwow (tryptaza+)

Srednia ilo§¢ mastocytow wokot wiokien nerwowych w grupie chorych wynosita 6,11/HPF, me-
diana 5,00/HPF (warto$ci miescity si¢ w przedziale 1 a 17) a w grupie kontrolnej srednia ilos¢
mastocytow wokot wiokien nerwowych wynosita 2,83/HPF, mediana 2,00/HPF (wartosci mie-
$city si¢ w przedziale pomiedzy 0 a 9) (wykres 21). Test U Manna-Whitneya wykazat istotne
statystycznie rdznice pomig¢dzy medianami w obu badanych grupach (p=0,002).

mastocyty wokot nerwow

17,5
15,0 1
12,51
10,0 4

5.0
2.5
0,0

=

kontrola lis'zaj

Wykres 21. Analiza ilo$ci mastocytow/1 HPF znakowanych immunohistochemicznie tryptaza obecnych wokot skor-
nych wiokien nerwowych w prawidlowej skorze sromu i w skorze sromu zmienionej w przebiegu LT.

Ryc. 17. Barwienie immunohistochemiczne w kierunku tryptazy.

(A), Wtokna nerwowe (n) z widocznymi mastocytami (strzatki) w sasiedztwie, w liszaju twardzinowym.
(B) Wtdkno nerwowe (n) bez widocznych mastocytow w sasiedztwie, w prawidlowej skorze sromu.
powigkszenie 400x.
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7 Dyskusja

Glownym celem pracy bylo sprawdzenie, czy w tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT
wystepuja zmiany w mikrounerwieniu i rdznice w ekspresji neuropeptydow, receptorow swiadu,
markera regeneracji nerwow 1 ilosci mastocytéw w poréwnaniu do prawidlowych tkanek sromu.
Opublikowane czesciowo wyniki badania (Milian-Ciesielska et al., 2017), zgodnie z wiedzg au-
torki stanowig pierwsze doniesienie w literaturze o wystepowaniu istotnych zmian w mikrouner-
wieniu tkanek sromu zmienionych w przebiegu LT, w poréwnaniu do niezmienionych tkanek
sromu.

7.1 Srodnaskérkowa gestosé nerwow (SGWN)

7.11 PGP95

Badanie SGWN, przeprowadzone przy uzyciu markera PGP 9,5, z zastosowaniem zmodyfiko-
wanego protokotu do oceny neuropatii drobnych witokien nerwowych (NDWN), wykazato
istotne jej zmniejszenie w skorze pacjentek z LT. Wyniki te wskazuja na mozliwos¢ wystepo-
wania procesu niszczenia drobnych widkien nerwowych w przebiegu choroby i sugeruja jego
role w patogenezie objawdw czuciowych. Przy przeprowadzaniu badania nie dysponowano da-
nymi dotyczacymi rodzaju i stopnia nasilenia tych objawow. W kontek$cie doniesien z literatury
o rzadkim (ok 10% przypadkoéw) bezobjawowym przebiegu choroby (Kirtschig, 2016.) mozna
przypuszczaé, iz przynajmniej w czgsci badanych przypadkow wystepowal §wiad, ktory mogt
by¢ wywotany przez uszkodzenie drobnych widkien nerwowych.

Zmniejszenie gestosci srodnaskorkowych wiokien nerwowych opisano takze w przebiegu wielu
chorodb z autoagresji jak zespol Sjogrena (Geransson, Brun, Harboe, Mellgren, & Omdal, 2006),
celiakia (Brannagan et al., 2005), czy toczen trzewny (Omdal et al., 2002). Dane te mogg prze-
mawia¢ za istotnym udzialem patologicznych proceséw w obwodowym uktadzie nerwowym w
schorzeniach autoimmunologicznych. Jest bardzo prawdopodobne, Zze nie wszystkie badane
przypadki LT byly wywotane obecnos$cia autoprzeciwcial. Przeciwciata w klasie IgG przeciwko
glikoproteinom macierzy zewnatrzkomorkowej (extracellular matrix protein 1, ECM-1) sa
obecne w surowicy krwi u ok. 75% pacjentek (Oyama et al., 2003), a liczba pacjentek posiada-
jacych przeciwciata przeciwko btonie podstawnej (basement membrane zone- BMZ) jest jeszcze
nizsza — ok. 33% (Howard et al., 2004). Badanie kliniczne okreslajace relacje gestosci srodna-
skorkowych wtokien nerwowych do poziomu autoprzeciwcial w surowicy pacjentek z LT mo-
globy wnies¢ cenne informacje w tym zakresie.

Spektra objawow czuciowych NDWN 1 LT w znacznej cz¢s$ci pokrywaja si¢. W oparciu o me-
chanizm powstawania uczucia §wiagdu, mozna spekulowac, iz przynajmniej do pewnego stopnia
swigd wystepujacy w przebiegu LT sromu ma charakter zblizony do neuropatii obwodowej,
zwigzanej z uszkodzeniem, drobnych widkien nerwowych. W badaniu nie mozna byto zastoso-
wac $cistych kryteriow stuzacych do postawienia diagnozy NDWN ze wzgledu m. in. na brak
wartos$ci referencyjnych dotyczacych gestosci unerwienia tkanek sromu w zalezno$ci od wieku
pacjentek. Nalezy rdwniez zauwazy¢, 1z zmniejszenie gegstosci srodnaskorkowych wiokien ner-
wowych jest opisywane nie tylko w przebiegu NDWN. Moze by¢ ono wywolane uszkodzeniem
duzych nerwow (np. w sytuacji przewlektego ucisku) lub nawet samym drapaniem, co dodat-
kowo utrudnia interpretacj¢ wynikow (Dellon, 2015). Dalsze badania powinny mie¢ powyzsze
na uwadze 1 uwzgledni¢ mozliwos¢ wystepowania innych przyczyn uszkodzenia drobnych wto-
kien nerwowych.
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7.1.2 GAP-43

Niniejsze badanie wykazalo rowniez znaczace zmniejszenie ilosci $srodnaskérkowych wiokien
nerwowych wykazujgcych ekspresj¢ GAP 43 w skorze zmienionej w przebiegu liszaja twardzi-
nowego, w porownaniu do prawidlowej skory sromu. Biatko GAP-43 jest uwazane za marker
regeneracji 1 plastycznosci nerwow (Fantini & Johansson, 1992) i w prawidtowych warunkach
jego ekspresje wykrywa si¢ u ludzi w $rédnaskérkowych i skornych widoknach nerwowych
(Verzé, Carla, Maurizo, Monica, & Giancarlo, 2003). Wedlug wiedzy autorki dotychczas nie
przeprowadzono badania okreslajacego ekspresje biatka GAP-43 w skorze zmienionej w prze-
biegu LT. W literaturze opisano zmniejszenie gestosci $srodnaskorkowych widkien nerwowych
wykazujacych ekspresje GAP-43 w NDWN (Scheytt et al., 2015) jak 1 w szczegdlnej postaci
NDWN zwigzanej z cukrzyca typu 2 (Bursova et al., 2012). Co wigcej, w grupie pacjentow z
wczesng (trwajacg do 3 lat) NDWN, obejmujacej przypadki o réznorakiej etiologii, stwierdzono
zwigkszenie ekspresji genu kodujacego GAP-43 w skorze uda w porownaniu do grupy kontrol-
nej. U pacjentéw z dluzej trwajaca neuropatia nie stwierdzono takiej zaleznosci (Scheytt et al.,
2015). Opisana rowniez na zwierzecym modelu uszkodzenia nerwu zwigkszona ekspresja czyn-
nikow zwigzanych z regeneracja, w tym biatka GAP-43, utrzymujaca si¢ do 6 miesigcy od mo-
mentu uszkodzenia (Sulaiman & Gordon, 2013) moze mie¢ kluczowe znaczenie w mozliwosci
odpowiedzi organizmu na leczenie.

Poniewaz z doniesien z literatury wynika, iz ekspresja biatka GAP-43 odzwierciedla potencjat
do regeneracji i zmian w budowie (remodelowania) witdkien nerwowych, wydaje sig, iz jest on
zmniejszony w przebiegu NDWN, przynajmniej w dluzej trwajacej chorobie. Wyniki opisywa-
nego badania wskazuja réwniez na mozliwos¢ wystgpowania tego zjawiska w LT sromu.

W badaniach prawidtowej ludzkiej skory zaobserwowano wigkszg ilo$¢ wtokien nerwowych wy-
kazujacych ekspresje¢ GAP-43 na terenie naskorka w poréwnaniu do glebszych warstwach skory.
Zwigkszony potencjal do regeneracji 1 przebudowy naskorkowych zakonczen nerwowych wy-
daje si¢ czgsciowo ttumaczy¢ fakt ciaglego przemieszczania si¢ komorek naskorka w kierunku
powierzchni i ich dalszego ztuszczania. Stata utrata komorek naskérka w warunkach prawidto-
wych moze by¢ jednym z lokalnych czynnikdw promujacych ekspresje GAP-43 na terenie $rod-
naskérkowych wiokien nerwowych (Verzé et al., 2003). Scienczenie i zanik naskorka obserwo-
wane w przebiegu LT moga mie¢ rdwniez opisany powyzej wptyw na zmniejszenie ilosci wio-
kien nerwowych wykazujacych ekspresje GAP-43.

W literaturze istniejg sprzeczne doniesienia na temat zwigzku pomiedzy wzrostem ekspres;ji
GAP-43 na terenie wiokien nerwowych, a wystepowaniem objawow czuciowych. Opisano
wzrost gestosci §rodnaskorkowych widkien nerwowych znakowanych GAP-43 u pacjentow
zglaszajacych uczucie piekgcego bolu w przebiegu NDWN zwigzanej z cukrzycg, w poréwnaniu
do pacjentow z cukrzycowg NDWN niezglaszajacych objawow bolowych (Galosi et al., 2018).
Mozna rowniez znalez¢ badania, w ktorych nie stwierdzono zwigzku pomiedzy ekspresja GAP-
43 na terenie wtokien nerwowych a wystepowaniem objawow bolowych w przebiegu cukrzyco-
wej NDWN (Bonhof et al., 2017). W niniejszym badaniu ze wzgledu na brak danych klinicznych
dotyczacych objawow czuciowych u pacjentek nie mozna rozwazac takiej zaleznosci.

Podsumowujac, ekspresja biatka GAP-43 na terenie widkien nerwowych w skdrze sromu zmie-
nionej w przebiegu LT $wiadczy o zachowanym do pewnego stopnia ich potencjale do regene-
racji i remodelingu. Prawdopodobnie jest on jednak zbyt maty, by odpowiednio przeciwdziata¢
toczacemu si¢ procesowi uszkodzenia widkien nerwowych. Interesujacym kierunkiem badan
wydaje si¢ by¢ ocena ekspresji biatka GAP-43 w nowo zdiagnozowanych przypadkach LT
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sromu, ktora pozwolitaby oceni¢ potencjat regeneracyjny nerwdw na wczesnym etapie zaawan-
sowania choroby i ewentualnie rozwaza¢ celowo$¢ wezesnie wdrozonego leczenia stymulujg-
cego rozrost widkien nerwowych (np. podawanie nerwowych czynnikow troficznych — nerve
growth factors).

7.1.3 Potencjalne przyczyny zmniejszenia srodnaskorkowej gestosci nerwow

Chociaz zjawisko zmniejszenia ggstosci $rodnaskorkowych widkien nerwowych w tkankach
sromu zmienionych w przebiegu LT nie budzi watpliwosci, patofizjologiczne podtoze tego pro-
cesu nie jest wyjasnione. W bolesnej neuropatii cukrzycowej za proces zaniku widkien nerwo-
wych odpowiadajg miedzy innymi zmiany w mikrounaczynieniu nerwow i lokalne zaburzenia
przeptywu krwi (Rosenberger et al., 2020). Nie jest wigc wykluczone, iz w procesie postepuja-
cego wildknienia i bliznowacenia tkanek w LT moze dochodzi¢ do zaburzen ukrwienia, niedotle-
nienia i nastgpowego zaniku widkien nerwowych. W chorobach skory przebiegajacych ze §wig-
dem postuluje si¢ rowniez istnienie mechanizmu sprze¢zenia zwrotnego, ktory prowadzitby do
samoregulujacej si¢ hipoplazji nerwdéw w sytuacji nadmiernego pobudzenia, co miatoby modu-
lowa¢ intensywnos¢ i liczbe przekazywanych sygnatéw. Dowodem na istnienie tego mechani-
zmu wydaje si¢ by¢ zmniejszenie liczby wiokien nerwowych w skorze pacjentow z neuropatia
obwodowa (Tominaga & Takamori, 2014b). Na proces wydluzania si¢ widkna nerwowego i jego
przenikania przez blon¢ podstawng naskoérka maja wptyw, nie w petni poznane wzajemne zalez-
nosci pomiedzy neurotrofinami, wigzaniem si¢ intergryn z biatkami macierzy zewnatrzkomor-
kowej 1 wydzielaniem metaloproteinaz w obrgbie stozka wzrostu aksonu. Opisano rol¢ metalo-
proteinazy 2 i 8 w procesie elongacji wiokien nerwowych oraz stymulacje ich syntezy przez ich
substraty jak rdzne typy kolagenu (typ L, Il 1 IV) 1 biatka macierzy zewnatrzkomoérkowej (lami-
nina, fibronektyna) (Tominaga & Takamori, 2014b). W LT sromu w zmienionej chorobowo
tkance zaobserwowano liczne zaburzenia w skladzie biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej
(Gambichler et al., 2012), zaburzenia dystrybucji metaloproteinaz i ich inhibitoréw (De Oliveira
et al., 2012) oraz obecno$¢ autoprzeciwcial przeciwko biatku macierzy zewnatrzkomorkowe;j 1
(ECM1) (1. Chan, 2004) i ich wptyw na nieprawidtowe odktadanie kolagenu (Godoy et al., 2015).
Niszczenie biatek macierzy zewnatrzkomorkowej 1 zaburzenia ich sktadu moga mie¢ znaczacy
wpltyw na proces wydtuzania wtokien nerwowych 1 ich przenikania przez blong¢ podstawng na-
skorka, potrzebne sg jednak dalsze badania pozwalajace blizej opisac te zaleznosci.

7.14 CGRP

Z drugiej strony w wielu przewlektych zapalnych chorobach skory przebiegajacych ze $wigdem
jak atopowe zapalenie skory (Tominaga & Takamori, 2014a), czy niektdre postacie tuszczycy
(Szepietowski & Reich, 2016) stwierdzono wzrost SGWN. Unerwienie naskorka jest wynikiem
rownowagi pomiedzy czynnikami pobudzajacymi wzrost widkien nerwowych, takich jak czyn-
nik wzrostu nerwow (nerve growth factor, NGF) a czynnikami hamujgcymi i chemorepulsyw-
nymi (,,odpychajacymi” neurony) jak semaforyna 3A (semaphorin 3A) (Tominaga & Takamori,
2014a). Zwigkszong ilos¢ $rodnaskorkowych wiokien nerwowych wykazujacych ekspresje
CGRP wykazano w skorze zmienionej chorobowo w przebiegu tuszczycy (J. Chan et al., 1997),
przewlektej spontanicznej pokrzywki (Kay et al., 2014), czy w bliznach przerostowych poopa-
rzeniowych (Kwak et al., 2014). Ostatnio opisany zostat wzrost ilosci srodnaskorkowych drob-
nych niezmielinizowanych widkien nerwowych typu C wykazujacych ekspresje CGRP w mo-
delu zwierzgcym ,,suchej skory” z towarzyszacym drapaniem (Andoh, Asakawa, & Kuraishi,
2018). W literaturze przedstawiony zostal mechanizm szybkiego (juz po 1-3 dni) wzrostu iloSci
skornych wiokien nerwowych i wzrostu poziomu CGRP i innych neuropeptydéw w odpowiedzi
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na drapanie (Russell et al., 2014). Zaobserwowany w niniejszym badaniu wzrost ilo$ci $rdédna-
skorkowych nerwéw wykazujacych ekspresje CGRP moze by¢ rowniez spowodowany przewle-
kltym drapaniem. Wytlumaczeniem dla tych obserwacji moze by¢ réwniez opisane zjawisko
wzmozonej syntezy CGRP w stanach uszkodzenia nerwow 1 w przewlektych stanach zapalnych
(Russell et al., 2014), ktore mozna zaobserwowac rowniez w LT.

7.2 Receptor opioidowy u

W naszych badaniach wykazalismy ekspresje receptora opioidowego p w obrebie keratynocy-
tow, drobnych widkien nerwowych i w obrgbie leukocytow. Analiza statystyczna nie wykazata
roznic w SGWN wykazujacych ekspresje receptora opioidowego p i lokalizacji receptora w ob-
rebie keratynocytow pomiedzy grupa kontrolng i LT, natomiast stwierdzono istotne rdéznice w
ilosci leukocytow z ekspresja tego receptora. Oznacza to, ze w skorze sromu zmienionej w prze-
biegu LT wigcej leukocytéw wykazuje ekspresje receptora opioidowego | niz w grupie kontrol-
nej.

7.2.1 Ekspresja receptora opioidowego u na leukocytach

Obwodowe przeciwbolowe 1 przeciwzapalne efekty dzialania opioidéw obserwowane sg w tkan-
kach zmienionych zapalnie, gdzie endogenne opioidy (beta-endorfina, met-enkefalina i dynor-
fina A) sg uwalniane gldwnie z pecherzykow wydzielniczych aktywowanych komorek uktadu
odpornosciowego pod wptywem NA, TNFa, IL-1B i CRF. 30-40% leukocytow obecnych w
miejscu zapalenia zawiera opioidy. We wczesnych etapach zapalenia sg to gtownie neutrofile, w
p6zniejszych monocyty i makrofagi. Uwolnione opioidy poprzez swoiste receptory obecne na
zakonczeniach czuciowych wtokien nerwowych hamujg uczucie bdlu, co zapobiega dalszemu
uszkodzeniu 1 przy$piesza gojenie tkanek (Sehgal, Smith, & Manchikanti, 2011). Dodatkowo
endogenne opioidy uwalniane przez leukocyty dziataja immunosupresyjnie, w sposob auto- i
parakrynny hamujac ich dziatanie i1 dalszy naptyw do miejsca zapalenia, poprzez zmniejszenie
uwalniania cytokin i chemokin (Ninkovi¢ & Roy, 2013). Opisano obecnos¢ receptora opioido-
wego p na limfocytach T i B, neutrofilach, makrofagach/monocytach i komoérkach dendrytycz-
nych. Jego aktywacja w odpowiedzi na opioidy egzo- i endogenne prowadzi do hamowania
uktadu immunologicznego (Ninkovi¢ & Roy, 2013). W badaniach z wykorzystaniem agonistow
receptora opioidowego pu u ludzi i U zwierzat oraz w badaniach z wykorzystaniem myszy pozba-
wionych genu tego receptora wykazano, iz immunosupresyjne dzialanie opioidéw zachodzi
gléwnie za jego posrednictwem. Pobudzenie receptora prowadzi do zahamowania funkcji limfo-
cytow T i NK, spadku produkcji przeciwciat i cytokin prozapalnych, zahamowania proliferacji
limfocytéw, indukcji apoptozy oraz zahamowania fagocytozy i wlasciwosci bojczych makrofa-
gow 1 neutrofilow (Eisenstein, 2019). W literaturze niewiele jest doniesien na temat ekspresji
receptora opioidowego p na terenie leukocytow w chorobach zapalnych skory. Opisane w pre-
zentowanym badaniu zwiekszenie jego ekspresji w leukocytach w skorze sromu zmienionej w
przebiegu LT jest zgodne z obserwacjami dotyczacymi jego istotnej roli w modulowaniu stanu
zapalnego 1 najprawdopodobniej jest zwigzane z jego immunosupresyjnym dzialaniem w odpo-
wiedzi na przewlekle utrzymujacy si¢ stan zapalny.

7.2.2 Ekspresja receptora opioidowego p na zakonczeniach nerwdéw czuciowych

Badania na modelu zwierzecym wykazaly, iz wraz z rozwojem stanu zapalanego zwigksza si¢
synteza receptora opioidowego p w ciatach komorek zwojow korzeni grzbietowych nerwow
rdzeniowych 1 jego transport aksonalny do zakonczen nerwowych. W pozniejszych etapach za-
palenia zaobserwowano zwigkszenie ilo$Ci receptora na zakonczeniach wtokien nerwowych oraz
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zwigkszenie ilosci nerwoéw wykazujacych ekspresje receptora, podczas gdy jego powinowactwo
do agonistow nie zmienia si¢. Receptor aktywowany jest przez endogenne opioidy uwalniane z
leukocytow, co prowadzi do zahamowania powstawania uczucia bolu w zapalnie zmienionych
tkankach (Sehgal et al., 2011). Dodatkowo w stanie zapalnym opisano zwigkszenie przepusz-
czalno$ci tzw. bariery perineurialnej (onerwialnej), co zwigksza dostepnos¢ receptora opioido-
wego | na czuciowych zakonczeniach nerwowych i nasila lokalne przeciwbdlowe dziatanie
opioidow w miejscach zmienionych zapalnie (Sehgal et al., 2011). Chociaz w literaturze mozna
znalez¢ opisy dotyczace wzrostu gestosci srodnaskorkowych wiokien nerwowych w chorobach
skory przebiegajacych ze swigdem i1 bolem oraz relacji ilosci srodnaskorkowych nerwow do eks-
presji receptora opioidowego p na terenie naskorka (vide dalsza cze$¢ rozdziatu) wedtug wiedzy
autorki w chorobach skoéry nie zostata zbadana gestos¢ srodnaskorkowych widkien nerwowych
wykazujacych ekspresje tego receptora. Stwierdzony w prezentowanym badaniu brak réznic w
gestosci unerwienia naskorka widknami nerwowymi zawierajgcymi receptor opioidowy p moze
$wiadczy¢, iz nie odgrywa on istotnej roli w patogenezie objawow czuciowych w przebiegu LT.

7.2.3 Ekspresja receptora opioidowego p w keratynocytach

W badaniach immunohistochemicznych i1 molekularnych stwierdzona zostata obecno$¢ recep-
tora opioidowego u w obrebie keratynocytow (Bigliardi-Qi, Lipp, Sumanovski, Buechner, &
Bigliardi, 2005). W atopowym zapaleniu skory, w badaniu przeprowadzonym na biopsjach
skory od 13 pacjentow stwierdzono immunohistochemicznie spadek ilosci receptora opioido-
wego 1 oraz zmniejszenie ekspresji jego mRNA na terenie keratynocytow naskorka. Dodatkowo
opisano réznice w lokalizacji receptora w obrebie naskorka (w skorze zdrowej gldwnie bezpo-
$rednio nad warstwg podstawna, natomiast w skérze pacjentow z AZS gldwnie w warstwie ziar-
nistej) 1 przemieszczenie receptora z blony komorkowej w obszar okotojadrowy keratynocytow
(internalizacja receptora). Autorzy badania postawili hipotezg, méwiaca, ze internalizacja recep-
tora na terenie keratynocytow posrednio i1 relatywnie zwigksza dostepnos¢ 1 mozliwos¢ pobudze-
nia tego samego receptora na zakonczeniach $rodnaskorkowych wiokien nerwowych poprzez
endogenne opioidy obecne na terenie naskorka, tym samym przyczyniajac si¢ do powstawania
uczucia $wiadu (Bigliardi-Qi et al., 2005). Jednak w innych badaniach u pacjentow z AZS nie
potwierdzono r6znic w ekspresji receptora opioidowego p na terenie naskorka, w poréwnaniu
do prawidtowej skory, opisano natomiast zmniejszenie ekspresji receptora opioidowego K u pa-
cjentow z AZS w poréwnaniu do skory pacjentow zdrowych. Co wiecej, po leczeniu fotoche-
mioterapig (PUVA) stwierdzono spadek ekspresji receptora opioidowego (i, przy niezmienionej
ekspresji receptora k (Tominaga, Ogawa, & Takamori, 2007). Podobnie brak réznic w ekspresji
receptora opioidowego p i spadek ekspresji receptora k w poroéwnaniu do zdrowej skory opisano
u pacjentoéw z tuszczyca (Taneda et al, 2011). Wyniki te wskazujg na rolg receptorow opioido-
wych obecnych na terenie naskorka w wywotywaniu i modulowaniu uczucia $wigdu, jakkolwiek
nie jest ona dostatecznie poznana i wydaje si¢ by¢ wieloczynnikowa. Postawiona zostata rowniez
hipoteza o wptywie nieneuronalnych receptoréw opioidowych na produkcj¢ czynnikow $wiado-
tworczych przez keratynocyty (Tominaga et al., 2007). W badaniu klinicznym z uzyciem placebo
wykazano skuteczno$¢ leczenia przewlektego Swigdu, przy stosowaniu miejscowym antagonisty
receptora opioidowego W, naltrexonu (Bigliardi et al., 2007). W badaniu tym stwierdzono réw-
niez zmniejszong ekspresje receptora opioidowego L na terenie naskorka u chorych z przewle-
ktym $wigdem i wzrost jego ekspresji po zastosowanym leczeniu, szczegdlnie w warstwie ziar-
nistej. Chociaz obecno$¢ zaburzen w uktadzie opioidowym na terenie naskorka w przewlektych
chorobach skory jest znana badaczom, brak odpowiednich narzg¢dzi przez dtuzszy czas uniemoz-
liwiat dalsze poznawanie tych ztozonych zaleznosci. W opublikowanym niedawno badaniu na
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hodowlach komoérkowych keratynocytow z wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie pep-
tydow opioidowych, opisano dynamike interakcji pomigdzy receptorem opioidowym p a jego
ligandem. Potwierdzone tez zostato zjawisko internalizacji receptora do wnetrza komorki po jego
potaczeniu z ligandem. Dodatkowo stwierdzono, ze w obecnosci antagonisty receptora (nal-
trexonu) znacznie zredukowane byty procesy przylaczania ligandu i przemieszczania si¢ recep-
tora do wnetrza komorki. Stwierdzono tez intensywniejsza immunoekspresj¢ receptora na po-
wierzchni dojrzatych keratynocytow w stosunku do niedojrzatych, znajdujacych si¢ fizjologicz-
nie w dolnych warstwach naskorka (Leong et al., 2017). Opisane zjawiska wydajg si¢ potwier-
dza¢ hipoteze o roli naskérkowego receptora opioidowego w modulowaniu uczucia $wigdu.
Wzrost jego ekspresji na powierzchni keratynocytow po leczeniu naltrexonem powoduje ,,.kom-
petycyjne” hamowanie pobudzania tego receptora na zakonczeniach srodnaskorkowych wiokien
nerwowych, co prawdopodobnie skutkuje redukcja uczucia $wiagdu (Bigliardi et al., 2007).

Jak wynika z powyzszych publikacji pozaneuronalne receptory opioidowe maja ztozony i nie w
pelni poznany wptyw na wywotywanie i modulowanie uczucia §wigdu w zmienionej chorobowo
skorze. W opisywanym badaniu, podobnie jak w innych dermatozach przebiegajacych z uczu-
ciem $wiadu, na terenie naskorka nie stwierdzono istotnych réznic w ekspresji receptora opioi-
dowego p pomigdzy grupa chorych na LT a grupa kontrolna. Nawigzujac do doniesien dotycza-
cych innych przewlektych chordb skory przebiegajacych ze swiadem, wskazane byloby ozna-
czenie ekspresji receptora po zastosowaniu leczenia jego antagonista, co mogloby poszerzy¢
wiedze dotyczacg mozliwosci wptywu receptora opioidowego p na wywolywanie objawow czu-
ciowychw LT.

7.3 Mastocyty

W niniejszym badaniu stwierdzono zwigkszong ilo§¢ mastocytow w skorze chorych z LT w po-
rownaniu do skory zdrowej, zar6wno bezposrednio pod naskorkiem jak 1 w warstwie siatkowe;j
skory wlasciwej oraz w bezposrednim sgsiedztwie nerwow skory wlasciwej. Mastocyty petnig
istotng rolg nie tylko w wywolywaniu ostrego §wigdu, mediowanego przez histaming pochodzaca
z ich ziarnisto$ci, ale takze w inicjacji, podtrzymywaniu i modulowaniu neurogennego stanu za-
palnego, ktory wigze si¢ z powstaniem przewlektego swigdu. W literaturze przedmiotu funkcjo-
nuje pojecie $wigdu histaminergicznego - ostrego, zaleznego od histaminy i1 $wiadu niehistami-
nergicznego - przewlektego, zaleznego od aktywacji receptora PAR-2. Opisano odrebne drogi
nerwowe przewodzace dwa powyzsze rodzaje swigdu (Dhand & Aminoff, 2014). Nota bene w
jednej z prac uzyto pojecia ,,neurony histaminergiczne” w odniesieniu do obwodowych wtokien
nerwowych zawierajacych receptory histaminowe H1 i H4 i ulegajacych pobudzeniu po aktywa-
cji receptorow przez histamine (Yosipovitch et al., 2018). Takie okreslenie wydaje si¢ nie by¢ w
peini $ciste, poniewaz ,,neurony histaminergicze” definiuje si¢ raczej jako neurony syntetyzujace
i zawierajace histaming (Siegel GJ, Agranoff BW, Albers RW, et al., 1999). Wydaje si¢, ze bar-
dziej wtasciwie byloby okresla¢ neurony posiadajace receptor dla histaminy jako "histaminore-
ceptywne".

Neuromediatory uwalniane w wyniku aktywacji wolnych zakonczen nerwowych powoduja roz-
woj 1 nasilenie stanu zapalnego oraz aktywacj¢ mastocytow. Aktywowane mastocyty poza licz-
nymi mediatorami stanu zapalnego (histamina, serotonina, prostaglandyny) uwalniaja tryptaze,
ktora aktywuje receptor PAR-2 obecny na zakonczeniach nerwoéw czuciowych. Pobudzenie re-
ceptora PAR-2 skutkuje nasileniem uwalniania SP i CGRP oraz obnizeniem progu pobudliwos$ci
dla receptorow TRP, co poza obrzekiem skutkuje powstaniem uczucia $wigdu i bolu. W bada-
niach nad przewlektymi chorobami skory przebiegajacymi ze $wiadem (tuszczyca, atopowe za-
palenie skory, pokrzywka, Swierzbigczka guzkowa) wykazano nie tylko zwigkszong koncentra-
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cj¢ mastocytOw w zmienionej chorobowo skorze, ale rowniez stwierdzono morfologiczny kon-
takt pomigdzy SP-dodatnimi i CGRP-dodatnimi wtéknami nerwowymi i mastocytami, co sta-
nowi morfologiczny mocny argument na istnienie interakcji pomiedzy nerwami i mastocytami i
ich rol¢ w patogenezie neurogennego stanu zapalnego (Siiskonen & Harvima, 2019). Aktywacja
receptora PAR-2 jest kluczowa dla rozwoju lokalnego stanu zapalnego. Chemiczna ablacja czu-
ciowych wiokien nerwowych skutkuje redukcja stanu zapalnego wywolanego przez agonistg re-
ceptora PAR-2. Natomiast zahamowanie degranulacji mastocytow nie powoduje takiego efektu.
Wydaje si¢ wigc, ze pobudzenie receptora PAR-2 odgrywa kluczowa role w rozwoju neurogen-
nego stanu zapalnego, a mastocyty wokot wtokien nerwowych stanowig gtownie zrodio proteaz
potrzebnych do aktywacji receptora (Rothmeier & Ruf, 2012).

Wyniki niniejszego badania sg zgodnie z doniesieniami dotyczacymi podwyzszonej koncentracji
mastocytow w innych dermatozach przebiegajacych ze §wigdem i silnie sugerujg istotny wptyw
mastocytow na patogeneze objawow czuciowych, a takze stanowig morfologiczny dowod na in-
terakcje pomigdzy mastocytami a widknami nerwowymi i obecno$¢ neurogennego stanu zapal-
nego w przebiegu LT. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz w chorobach skory z silnie wyrazonym neu-
rogennym zapaleniem obserwuje si¢ wzrost gestosci srodnaskorkowych wiokien nerwowych,
ktory jest migdzy innymi wynikiem wzrostu wydzielania NGF przez mastocyty 1 naskorek. Na-
tomiast w LT zaobserwowano wyrazne zmniejszenie gestosci nerwow srodnaskorkowych, co
moze $wiadczy¢, iz w tej jednostce chorobowej przewazaja procesy uszkadzajace tkanki, w tym
wlokna nerwowe, dodatkowo powodujace ich nadmierng wrazliwos$é, a procesy prowadzace do
wzrostu gestos$ci unerwienia, wynikajace z przewlektego, neurogennego stanu zapalnego maja
mniejsze znaczenie.

Poza rola w wywotywaniu i regulacji stanu zapalnego mastocyty biorg udziat w procesach goje-
nia i przebudowy tkanki tacznej oraz stymuluja proliferacje komorek. W procesach wtdknienia,
zwigzanych z gojeniem i przebudowa tkanek wiodaca rolg odgrywa proliferacja fibroblastow.
Opisane zostalo zjawisko pobudzania proliferacji fibroblastow przez mastocyty na drodze para-
krynnej. Badania wykazaty, iz mediatorami w tym procesie sa tryptaza i receptor PAR-2, nato-
miast proces ten nie jest mediowany przez histaming czy TNF-a (Albrecht et al., 2005). W lite-
raturze przedmiotu niewiele jest doniesien na temat roli receptora PAR-2 w procesach przebu-
dowy tkanek w chorobach zapalnych skoéry. Opisano zwickszenie ekspresji receptora PAR-2 w
fibroblastach skory zmienionej w przebiegu twardziny uktadowej. Ponadto w cytowanym bada-
niu autorzy opisuja zaobserwowane in vitro zjawisko aktywacji receptora PAR-2 na fibrobla-
stach wylacznie pod wplywem wczesniejszego zadziatania czynnikéw uszkadzajacych
(Cevikbas et al., 2011).

Chociaz w niniejszym badaniu nie stwierdzono istotnie zwickszonej ekspresji receptora PAR-2
na terenie fibroblastow w skorze zmienionej w przebiegu LT w poréwnaniu do skory zdrowej
(zob. dalsza cz¢s$¢ rozdziatu), w wigkszosci przypadkow LT byta ona wysoka lub $rednia. Przy-
puszcza si¢, 1z za nasilenie procesu wioknienia i przebudowy tkanki tacznej odpowiada nie tylko
ilo$¢ 1 sktad receptoréw na powierzchni fibroblastow, ale takze ilo$¢ tryptazy i TNF-a wydzie-
lanych przez mastocyty (Albrecht et al., 2005). Biorac pod uwage znacznie zwigkszong ilos¢
mastocytow w skorze chorych z LT i ich lokalizacj¢ w bliskim sgsiedztwie fibroblastow wydaje
sie, 1Z moga one rowniez odgrywac istotng role¢ w wybitnie nasilonym procesie przebudowy
tkanki tgcznej, charakterystycznym dla tej jednostki chorobowej. Dotychczas w LT sromu opi-
sano wptyw autoprzeciwcial klasy IgG przeciwko glikoproteinom macierzy zewnatrzkomorko-
wej na wigzanie glikoprotein z metalopeptydaza 9, co prowadzi do nadmiernej syntezy kolagenu,
szczegolnie typu V oraz degradacji i pogrubienia blony podstawnej (Krapf et al., 2020). Stwier-
dzono réwniez wptyw galektyny-7 (biatka pochodzacego z keratynocytéw) na zahamowanie
proliferacji fibroblastow 1 wzrost syntezy kolagenu I i III. W naskérku tkanek zmienionych w
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przebiegu LT sromu poziom galektyny 7 jest istotnie zwigkszony w porownaniu do prawidto-
wego naskorka (Zhao, Zhao, Li, Qin, & Wu, 2018). W badaniach molekularnych opisano zna-
czace zwickszenie ekspresji microRNA-155-5p, co jak wykazano ma pobudzajacy wptyw na
proliferacje fibroblastoéw (Ren, Zhao, Huo, & Wu, 2018).

Podsumowujac, proces widknienia i nadmiernej syntezy kolagenu jest wybitnie nasilony w prze-
biegu LT i odpowiada za wiele z jego powiktan prowadzacych do obnizenia jakosci zycia cho-
rych. Z przegladu piSmiennictwa na temat tego procesu w tkankach zmienionych w przebiegu
LT wynika, iz jego podtoze nie zostato w peini wyjasnione, a badania koncentruja si¢ odkryciu
nowych, potencjalnych punktéw uchwytu terapii, ktore moglyby go zahamowac¢. Wyniki niniej-
szej pracy stanowig przyczynek do dalszych badan nad rolag mastocytow i receptora PAR-2 w
tym obszarze.

7.4 PAR-2

Ekspresje receptora PAR-2 stwierdzono w obrebie keratynocytow, mieszkow wiosowych, ko-
morek dendrytycznych, leukocytow, fibroblastow, gruczotéw potowych, lojowych w komorkach
srodbtonka i na terenie drobnych wtdkien nerwowych zarowno w skérze zdrowej jak i w skorze
zmienionej w przebiegu LT. Analiza statystyczna wykazata obecno$¢ istotnych statystycznie
r6znic pomigdzy badanymi grupami w ekspresji receptora PAR-2 na terenie komorek srodblonka
naczyn krwionos$nych (p=0.0002) i w mastocytach wokot nerwow (p=0.04), co oznacza ze w LT
jest wigcej przypadkow wystepowania ekspresji receptora PAR-2 w komorkach $rdédblonka i
mastocytach zlokalizowanych wokot wiokien nerwowych w porownaniu do skory zdrowey.

Silniejsza ekspresja receptora PAR-2 w mastocytach wokot widkien nerwowych w LT, w pota-
czeniu z opisang uprzednio ich wieksza liczba w tej lokalizacji silnie sugeruje istotng role ma-
stocytow i receptora PAR-2 w patogenezie LT. Uzyskane wyniki wedlug wiedzy autorki sa
pierwszymi opisujacymi znaczenie mastocytow i receptora PAR-2 w LT sromu, jednoczesnie sa
one zgodne z wynikami opublikowanych badan nad innymi przewlektymi chorobami skory prze-
biegajacymi ze $wigdem. In vitro aktywacja receptora PAR-2 na mastocytach skutkuje ich de-
granulacja, uwolnieniem histaminy i TNF-a (V. Shpacovitch, Feld, Hollenberg, Luger, & Stein-
hoff, 2008). Rola aktywacji receptora PAR-2 na mastocytach w skorze zdrowej i zmienionej
chorobowo nie zostata w dostatecznie poznana. Opisano zwigkszenie ilo$ci mastocytow wyka-
zujacych ekspresje receptora PAR-2 w skorze chorych z tuszczyca, liszajem ptaskim 1 rakem
podstawnokomérkowym w poréwnaniu do skory zdrowej. Dodatkowo w cytowanym badaniu
stwierdzono in vitro wzrost wydzielania IL-8 przez mastocyty po podaniu agonisty receptora
PAR-2 (da Silva Carvalho, Nilsson, & Harvima, 2010). IL-8 jest cytoking prozapalna, ktora wy-
kazuje dziatanie chemotaktyczne dla neutrofilow oraz stymuluje ich degranulacj¢ i proliferacje
(Kany, Volirath, & Relja, 2019). Ponadto odgrywa role¢ w pobudzaniu tworzenia nowych naczyn
krwionosnych (neoangiogeneza) 1 wtoknienia (fibrogeneza) (Elieh Ali Komi, Wohrl, & Bielory,
2019), procesach zwigzanych z gojeniem i przebudowgq tkanki tgcznej, silnie wyrazonych réw-
niez w przebiegu LT sromu. Chociaz rola IL-8 w LT nie zostata dotychczas zbadania, biorgc pod
uwage réwniez doniesienia dotyczace jej udzialu w rozwoju liszaja ptaskiego btony $luzowej
jamy ustnej 1 prawdopodobnie w transformacji nowotworowej do raka plaskonabtonkowego
(Elieh Ali Komi et al., 2019), wydaje si¢ ona by¢ obiecujacym kierunkiem dalszych badan. Do-
datkowo u pacjentéw z atopowym zapaleniem skory (AZS) w skorze zmienionej chorobowo
stwierdzono obecnos$¢ wtokien nerwowych wykazujacych silniejsza ekspresj¢ PAR-2 z obecno-
$cig licznych mastocytow w ich bezposrednim sgsiedztwie, w porownaniu do skory zdrowej
(Steinhoff et al., 2003).
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W niniejszym badaniu stwierdzono réwniez silniejszg ekspresj¢ receptora PAR-2 w $rodblon-
kach naczyn skory zmienionej w przebiegu LT w poréwnaniu do skory zdrowej. Wyniki te sga
zgodne z danymi z literatury mowigcymi o wzroscie ekspresji receptora PAR-2 w §rdédbtonkach
w chorobach zapalnych skory (Cevikbas et al., 2011). W komoérkach srodblonka drobnych, skor-
nych naczyn krwiono$nych twierdzono jego pobudzajace dzialanie na synteze cytokin prozapal-
nych (IL-6, IL-8). Udowodniono rowniez jego wplyw na napigcie $cian naczyn krwionos$nych i
proliferacje komorek srédbtonka (V. M. Shpacovitch et al., 2002). Opisano rowniez prozapalng
role receptora PAR-2 na terenie $srodblonkdéw naczyn krwiono$nych w procesie tworzenia ptytek
miazdzycowych, ktory po aktywacji bezposrednio i posrednio stymuluje komorki §rédbtonka do
produkcji czynnikéw chemotaktycznych dla leukocytow (IL-8), co nasila proces zapalny w Scia-
nach naczyn (Sandberg et al., 2009). W oparciu o powyzsze doniesienia wyniki niniejszego ba-
dania pozwalaja przypuszczac, iz rowniez w przebiegu LT sromu pod wplywem aktywacji re-
ceptora PAR-2 §rodbtonki wydzielaja cytokiny prozapalne, co przyczynia si¢ do rozwoju stanu
zapalnego.

Receptor PAR-2 poprzez swoja role zarowno w procesach zapalnych jak i §wigdotworczych sta-
nowi interesujace ogniwo taczace oba te procesy i obiecujacy punkt uchwytu dla nowych metod
terapeutycznych. Opisana po raz pierwszy w niniejszym badaniu jego zwigkszona ekspresja w
tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT jest obiecujacym kierunkiem dalszych badan.
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8 Nowe kierunki badan w lokalnym leczeniu §wiadu i bélu na tle uzyskanych

wynikow.

8.1 Agonisci i1 antagonisci receptorow opioidowych

W modelu zwierzgcym bolu neuropatycznego wykazano zalezng od dawki skuteczno$¢ miejsco-
Wwego podawania agonistow receptoréw opioidowych p, k 1 8. Skuteczna dawka dla agonistow
receptorow opioidowych p i Kk w leczeniu bolu neuropatycznego byta znacznie wyzsza, niz sku-
teczna dawka w leczeniu bolu wywotanego stanem zapalnym (Obara et al., 2009). W badaniach
klinicznych wykazano skutecznos$¢ przeciwbdlowego leczenia podawanymi lokalnie opioidami
przewleklych ran skoérnych, gltéwnie odlezyn i ran nowotworowych (Graham et al., 2013),
(Dzierzanowski & Ciatkowska-Rysz, 2019). W literaturze istniejg tez doniesienia o skutecznym
leczeniu przewlektego $wiadu u pacjentow z AZS poprzez miejscowe podanie antagonisty re-
ceptora opioidowego p- naltrexonu (Bigliardi et al., 2007).

8.2 Leczenie przeciwswigdowe ukierunkowane na receptor PAR-2,

Wobec licznych doniesien o roli receptora PAR-2 w wywotywaniu przewleklego swigdu i neu-
rogennego zapalenia rozwazane jest kilka opcji terapeutycznych, takich jak zahamowanie ak-
tywnosci proteaz, zahamowanie ekspresji PAR-2 z wykorzystaniem technologii SiRNA, zablo-
kowanie samego receptora swoistym antagonistg i zablokowanie przekazu sygnalu z receptora
do biatka G. Zahamowanie aktywnosci proteaz moze by¢ uzyskane poprzez miejscowe podanie
inhibitorow proteaz. W badaniu klinicznym na grupie chorych z przewlektym swigdem wyste-
pujacym w przebiegu schytkowej niewydolnos$ci nerek (u ktorych rowniez stwierdzono zwigk-
szong ekspresje receptora PAR-2) zaobserwowano znaczng redukcje $wigdu po podaniu inhibi-
tora proteaz. Co wigcej, zauwazono takze poprawe funkcji barierowej naskorka. Nalezy jednak
pamigtac, ze proteazy pelnig takze role w fizjologicznym ztuszczaniu komorek naskorka, co
moze powodowac istotne ograniczenie dla tej metody terapeutycznej u chorych z dermatozami
(Lee et al., 2010). W pierwszym badaniu na zdrowych ochotnikach, podwdjnie zaslepionym, z
wykorzystaniem placebo wykazano skuteczne dzialanie selektywnego antagonisty receptora
PAR-2 (methylbenzyl methylbenzimidazole piperidinyl methanone- MMP) w hamowaniu
Swigdu wywotanego cowhage, w przeciwienstwie do §wigdu wywolanego histaming (Cao et al.,
2017). Zostal zsyntetyzowany rowniez inny antagonista receptora PAR-2- peptyd B
(RRFSLLRY), ktorego przeciwzapalne dzialanie zostato udowodnione in vitro, a bezpieczen-
stwo miejscowego stosowania u ludzi zostalo wykazane z uzyciem testow skornych (Kim &
Kim, 2018). W badaniu na mysim modelu AZS zostata wykazana skuteczno$¢ stosowania pepdu-
cyny PZ-235, biatka penetrujacego btong komoérkowsa i1 blokujacego przekaz sygnalu pomiedzy
receptorem PAR-2 a bialkiem G. Zastosowane leczenie spowodowalo szereg korzystnych zmian
takich jak zmniejszenie nacieku zapalnego, redukcj¢ grubosci naskorka i jego tuszczenia oraz
ztagodzenie $wigdu mierzone liczbg przeczosow (ubytkow naskorka wywolanych przewleklym
drapaniem) (Barr et al., 2019).

W rozwazaniu prozapalnej 1 §wigdotworczej roli receptora PAR-2 nalezy takze wzig¢ pod uwage
odczyn pH, ktorego fizjologiczne wartosci w warstwie rogowej wynoszace 5,0-5,5 sg istotne w
utrzymaniu barierowej funkcji naskorka i prawidtowej aktywnosci proteaz serynowych. Kwasne
pH naskorka zmniejsza takze podatno$¢ na infekcje skorne (Lee et al., 2010). Wzrost pH warstwy
rogowej naskorka obserwowany w dermatozach, szczegdlnie AZS skutkuje zaburzeniem funkcji
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barierowej naskorka poprzez zmniejszenie aktywno$ci enzymow odpowiedzialnych za dojrze-
wanie warstwy lipidowej 1 zwigkszenie aktywnosci proteaz, ktore przyspieszaja ztuszczanie na-
skorka i aktywuja receptor PAR-2, co prowadzi do produkcji cytokin prozapalnych przez kera-
tynocyty 1 aktywacji mastocytow. W badaniu na mysim modelu AZS wykazano zwigkszenie
skutecznos$ci dziatania antagonisty receptora PAR-2 (NPS1577) przy rGwnoczesnym zastosowa-
niu leczenia obnizajacego pH naskorka (lactobionic acid- LBA) w pordwnaniu do dziatania sa-
mego antagonisty (Sakai et al., 2016).

8.3 Nerwowy czynnik wzrostu (nerve growth factor- NGF)

Badania kliniczne wykazaty efektywnos¢ miejscowego stosowania NGF w leczeniu trudno-go-
jacych si¢ owrzodzen skornych takich jak odlezyny, owrzodzenia w przebiegu zapalenia naczyn
czy neuropatii cukrzycowej. W poréwnaniu do podskoérnych zastrzykow z NGF, miejscowe po-
danie nie powoduje niepozadanych objawow czuciowych. Wydaje si¢ wiec, iz podawany lokal-
nie NGF oddziatuje gtownie na keratynocyty, fibroblasty i komorki srodbtonka. Nie mozna jed-
nak wykluczy¢ jego wptywu na przywrdcenie unerwienia zniszczonej uprzednio skory poprzez
stymulacj¢ uwalniania neuropeptyddéw z zakonczen nerwowych (Rocco et al., 2018).
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9 Whnioski

1. Badanie wykazalo, iz w przebiegu LT w skorze sromu zachodzg istotne zmiany w mi-
krounerwieniu, ekspresji receptorow swiadu i ilosci mastocytéw, w poroéwnaniu do skory
prawidtowe;.

2. Zmiany w mikrounerwieniu maja charakter zaréwno ilosciowy (zmniejszenie SGWN)
jak i jakosciowy (zwiekszenie SGWN wykazujacych immunoekspresje CGRP i zmniej-
szenie SGWN wykazujacych immunoekspresje GAP-43) i moga do pewnego stopnia od-
powiada¢ za powstawanie objawow czuciowych w przebiegu LT.

3. Zwicgkszenie immunoekspresji ekspresji receptora PAR-2 i receptora opioidowego pu oraz
zwigkszenie ilosci mastocytow w tkankach sromu zmienionych w przebiegu LT $wiad-
czy o udziale mechanizmow niehistaminergicznych i neurogennego stanu zapalnego w
przebiegu tej jednostki chorobowej.

4. Konieczne sg dalsze badania nad patomechanizmami objawow czuciowych LT w celu
opracowania nowych metod przyczynowego leczenia schorzen §wigdowych skory.

10 Podsumowanie

Objawy czuciowe w przebiegu LT sromu nie zawsze odpowiadaja na obecnie stosowane leczenie
i prowadza do znacznego obnizenia jakos$ci zycia chorych. Niniejsze badanie stanowi pierwszy
w literaturze opis neuropochodnych zjawisk mogacych odpowiada¢ za patofizjologiczne i pato-
morfologiczne podtoze wystepowania objawow czuciowych LT. W tkankach zmienionych cho-
robowo stwierdzono istotny zanik srédnaskorkowych widkien nerwowych, wzrost ekspres;ji re-
ceptorow $§wiadu (PAR-2 1 receptor opioidowy p) i zwigkszenie ilosci mastocytow - gtéwnych
komoérek odpowiedzialnych za neurogenny stan zapalny. Pojawiajace si¢ na horyzoncie nowe
mozliwosci terapeutyczne ukierunkowane na opisane wyzej zjawiska uzasadniajg koniecznos¢
prowadzenia dalszych, szczegdtowych badan w tym temacie.
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