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STRESZCZENIE

Wstep: Uwzgledniajac sugerowany udziat receptora aktywowanego proteazami 2 (PAR-2) w generowaniu neurogennego zapalenia
skéry oraz sugestie dotyczace jego roli w powstawaniu swigdu towarzyszacego zmianom tuszczycowym, w niniejszej pracy poddano
analizie ekspresje receptora PAR-2 w zmienionej i niezmienionej chorobowo skdrze pacjentéw z tuszczyca w odniesieniu do nasilenia
procesu chorobowego oraz odczuwanego przez pacjentéow swiadu.

Materiat i metody: Do badania wtaczono 31 pacjentow z tuszczyca plackowata. Nasilenie tuszczycy oceniono za pomoca skali PASI
(Psoriasis Area and Severity Index), intensywnosc¢ swigdu za$ — za pomoca 10-centymetrowej wizualnej skali analogowej (VAS, Visual
Analogue Scale). Od wszystkich uczestnikéw badania pobrano ze skéry zmienionej i niezmienionej chorobowo dwie biopsje sztancowe
o $rednicy 4 mm, ktore nastepnie wykorzystano do oceny ekspresji PAR-2 w skérze chorych na tuszczyce.

Wyniki: W skérze zmienionej chorobowo obserwowano silng ekspresje receptoréw PAR-2, natomiast w skérze niezmienionej chorobowo
ekspresja byta znacznie stabsza (oceniona na 1 pkt w skali 0-3). Ekspresja PAR-2 w skorze zmienionej chorobowo byta ponad trzykrotnie
wyzsza niz w otaczajacej skorze niezmienionej chorobowo (Srednia: 2,32+ 0,59 vs 0,72 £ 0,3; p < 0,001). Stopien ekspresji PAR-2 w skorze
zmienionej istotnie korelowat z nasileniem swiadu (r = 0,58; p = 0,01).

Whioski: Uzyskane wyniki sugeruja, ze Swigd w tuszczycy powstaje przynajmniej czesciowo w wyniku nadmiernej aktywnosci proteaz
i pobudzenia receptoréw PAR-2. Wydaje sig, ze ukfad proteaza/PAR-2 jest dobrym kandydatem do uznania go za potencjalnego media-
tora $wigdu przewlektego w tuszczycy.
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ABSTRACT

Introduction: Taking into account the suggested role of the protease-activated receptor 2 (PAR-2) in the generation of neurogenic
dermatitis and its potential action in chronic pruritus associated with psoriatic lesions, the present study analyzed the expression of the
PAR-2 receptor in lesional and non-lesional skin of patients with psoriasis in in relation to the severity of the disease process and the
pruritus experienced by patients.

Material and methods: A total of 31 patients with plaque psoriasis were included in the study. The severity of psoriasis was assessed
using the PASI scale (Psoriasis Area and Severity Index), and the intensity of pruritus was measured using the 10-cm Visual Analogue
Scale (VAS). Two biopsies of 4 mm diameter were taken from lesional and non-lesional skin to evaluate the expression of PAR-2 in the
skin of patients with psoriasis.

Results: PAR-2 receptors were strongly expressed in the diseased skin, whereas in the non-lesional skin, the PAR-2 expression was
significantly weaker. Expression of PAR-2 in lesional skin was more than 3-fold higher than in the surrounding unchanged skin (mean:
2.32+0.59vs.0.72 + 0.3, p < 0.001). The PAR-2 expression in the skin was significantly correlated with the severity of pruritus (r = 0.58,
p=0.01).

Conclusions: The results obtained by our group suggest that pruritus in psoriasis, at least in part, is dependent on increased protease
activity and activation of PAR-2 receptors. It seems that the protease/PAR-2 system is a good candidate for considering it as a potential
mediator of pruritus in psoriasis
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WSTEP

Luszczyca jest przewlekta zapalng chorobga skéry o pod-
fozu genetycznym, ktéra wystepuje u okoto 1-3% Swiatowej
populacji. W rozwoju zmian tuszczycowych istotna role od-
grywaja zjawiska immunologiczne, a w szczegdlnosci nad-
mierna aktywacja limfocytéw typu T. W obrazie klinicznym
obserwujemy okragte, czerwonobrunatne lub zarézowione,
ptaskie grudki o wyraznych brzegach i zré6znicowanej wiel-
kosci, stopniowo zlewajace sie w wieksze blaszki, pokryte
srebrzysta lub srebrzystoszarg nawarstwiajaca sie tuska.
Zmiany chorobowe wystepuja najczesciej na wyprostnych
powierzchniach tokci i kolan, w okolicy kosci krzyzowej, na
posladkach, na owtosionej skérze gtowy oraz skoérze stép
i doni. Ocenia sieg, ze okoto 70-90% pacjentéw z tuszczyca
odczuwa $wiad skoéry. Wielu chorych na tuszczyce wskazuje
swiad jako najbardziej ktopotliwy sposréd wszystkich obja-
wow podmiotowych choroby [1].

Mimo licznych badan etiopatogeneza tuszczycy oraz to-
warzyszacedo jej $wigdu nie zostata w petni wyjasniona [2].
Histamina, przez lata uznawana za gtéwny mediator swiadu,
w $wiagdzie towarzyszacym tuszczycy raczej nie odgrywa
istotnej roli. Z kolei doniesienia z ostatnich lat wskazuja
na znaczenie innych mediatoréw w przekaznictwie sygna-
tu swigdowego, miedzy innymi endogennych peptydéw
opioidowych, neuropeptydéw, prostaglandyn, kwasu lizo-
fosfatydowego oraz proteaz [2]. Wydaje sig, ze szczegdlnie
proteazy moga odgrywac znaczaca role w pojawieniu sie
$wiadu w przypadku neurogennego zapalenia skéry, do
jakiego dochodzi w tuszczycy. Udziat proteaz w rozwoju
procesu zapalnego oraz odpowiedzi immunologicznej po
raz pierwszy zasugerowano w latach 50. ubiegtego wieku.
Moga one aktywowac sprzezone z biatkiem G receptory
aktywowane przez proteazy (PAR, protease-activated recep-
tors). W przeciwienstwie do szerokiej rodziny pozostatych
receptoréw sprzezonych z biatkiem G podlegaja one akty-
wacji nie przez wigzanie rozpuszczalnego ligandu, ale przy
udziale unikalnego mechanizmu proteolitycznego ciecia.
W wyniku rozszczepienia zewnatrzkomorkowego N-korica
powstaje nowy peptyd, ktéry dziatajac jak ligand, wiaze sie
do receptora i powoduje jego nieodwracalng samoakty-
wacje [3, 4].

Receptory PAR sa prawie wyfacznie aktywowane przez
grupe proteaz serynowych: trypsyne, trombine, katepsyne
G. Dotychczas wyodrebniono cztery typy: PAR-1, PAR-2,
PAR-3, PAR-4; PAR-1, PAR-3 i PAR-4 ulegaja aktywacji pod
wptywem trombiny, a PAR-2 — pod wptywem trypsyny.
Sposréd wszystkich receptorow PAR najwieksza uwage
w przypadku skéry poswieca sie PAR-2 [4].

Receptor PAR-2 ulega ekspresji w wielu narzadach we-
wnetrznych; jego obecnos¢ potwierdzono réwniez w réz-
nych typach komorek zapalnych. Przyjmuje sie, ze aktywacja
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receptora PAR-2 w komérkach ukfadu immunologicznego
prowadzi do uwolnienia wielu mediatoréw uczestniczacych
w generowaniu proceséw zapalnych w skérze [3, 4]. Wysoka
ekspresje tego receptora wykazano réwniez w keratynocy-
tach, gdzie nie tylko petni on funkcje prozapalna, lecz takze
odgrywa role regulatora wzrostu [4].

CEL PRACY

Bioragc pod uwage sugerowany udziat receptora
PAR-2 w generowaniu neurogennego zapalenia skéry oraz
znaczenie w powstawaniu swigdu towarzyszacego zmia-
nom tuszczycowym, analizie poddano ekspresje recepto-
ra PAR-2 w zmienionej i niezmienionej chorobowo skérze
pacjentéw z tuszczycg w odniesieniu do nasilenia procesu
chorobowego oraz odczuwanego przez pacjentéw swiadu.

MATERIAL | METODY

Pacjenci

Do badania wiaczono 31 pacjentéw z tuszczyca plac-
kowata (5 kobiet i 26 mezczyzn) w wieku od 26 do 72 lat
(Srednia: 45,6 = 12,4 lat). U 7 (22,6%) chorych rozpozna-
wano dodatkowo tuszczycowe zapalenie stawéw. Czas
trwania tuszczycy w analizowanej grupie chorych wahat
sie od 1 miesigca do 47 lat (Srednio 15,4 + 12,6 lat), przy
czym aktualne zaostrzenie choroby trwato od 2 tygodni do
36 miesiecy (Srednio 4,7 + 7,7 mies.). Rodzinne wystepo-
wanie tuszczycy stwierdzono u 13 (41,9%) pacjentdw, przy
czym u 8 (25,8%) oséb tuszczyca wystepowata u krewnego
pierwszego stopnia, natomiast u pozostatych 5 (16,1%)
— u dalszych krewnych.

Ocena kliniczna i pobranie biopsji

Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego we Wroctawiu. Wszyscy pacjenci wyra-
zili zgode na udziat w badaniu. Globalne nasilenie tuszczycy
oceniono za pomoca skali PASI (Psoriasis Area and Sevetri-
ty Index) [5]. Do okreslenia nasilenia zmiany chorobowej,
z ktérej wykonywano biopsje, uzyto zmodyfikowanej skali
PASI — oceniono nasilenie rumienia, nacieku i tuszczenia
w skali od 0 do 4, a nastepnie zsumowano otrzymane wyniki,
uzyskujac catosciowy wynik wykorzystany do dalszych analiz.
Nasilenie Swigdu oceniono za pomoca 10-centymetrowej wi-
zualnej skali analogowej (VAS, visual analogue scale), w ktérej
poczatek skali (0 pkt) oznaczat brak $wigdu, a jej koniec — naj-
silniejszy swiad, jaki pacjent mégt sobie wyobrazi¢ (10 pkt) [6].
U wszystkich uczestnikdw badania wykonano ze skdry zmie-
nionej i niezmienionej chorobowo dwie biopsje sztancowe
o $rednicy 4 mm, ktére nastepnie natychmiast zamrozono,
pokrojono na skrawki grubosci 6 um i przechowano w tem-
peraturze -70°C do dalszej analizy.
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Rycina 1. Analiza ekspresji receptora aktywowanego przez proteazy 2 w tuszczycy: (A) skéra zmieniona chorobowo, (B) skdra zmieniona
chorobowo — kontrola negatywna, (C) skéra niezmieniona chorobowo, (D-F) odpowiadajace preparaty wybarwione DAPI (4,6-diamidyno-2-

fenyloindol) celem wizualizacji jader komorkowych

Badanie immunofluorescencyjne

Po rozmrozeniu skrawki byty inkubowane przez
15 minut w 4-procentowym roztworze formaldehydu
w soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS, pho-
sphate buffered saline) o pH = 7,4 w temperaturze 4°C.
Nastepnie, po dwukrotnym przemyciu w PBS prébki
zostaty permeabilizowane w 1-procentowym roztworze
Triton X-100 w PBS, zablokowane 2-procentowym roztwo-
rem albumin bydlecych (BSA, bovine serum albumin), po
czym inkubowano je przez noc w temperaturze 4°C z kréli-
czym przeciwciatem monoklonalnym skierowanym przeciw
PAR-2 w rozcieniczeniu 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, USA;
nr katalogowy sc-13504). Po ponownym przeptukaniu PBS
skrawki inkubowano przez 1 godzine w ciemnej komorze
ze skoniugowanym z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
mysim przeciwciatem skierowanym przeciwko kréliczejim-
munoglobulinie (Santa Cruz Biotechnology, USA; nr katalo-
gowy sc-2359) w rozciericzeniu 1: 200, utrwalano medium
utrwalajagcym (Ultra Cruz Mounting Medium, Santa Cruz
Biotechnology, USA; nr katalogowy sc-24941), a nastepnie
wizualizowano za pomoca mikroskopu fluorescencyjne-
go Zeiss Axio Imager.A2 (Zeiss, Niemcy). Jako negatywna
kontrole wykorzystywano skrawki, w ktérych pominieto
inkubacje ze swoistym przeciwciatem anty-PAR-2. Nateze-
nie fluorescencji oceniano za pomoca 4-punktowej skali
(0 pkt — brak reakgji, 1 pkt — reakcja stabo dodatnia, 2 pkt
— reakcja srednio nasilona, 3 pkt — reakcja silnie dodatnia).

Analiza statystyczna

Wszystkie uzyskane wyniki poddano analizie staty-
stycznej z wykorzystaniem pakietu Statistica 12.0 (Statsoft,
Krakéw). Ewentualne réznice miedzy poréwnywanymi gru-
pami weryfikowano testem U Manna-Whitneya lub testem

X?-Ewentualne zalezno$ci pomiedzy danymi ciagtymi spraw-
dzano testem korelacji Pearsona. Wartosci wspoétczynnika
p < 0,05 uznawano za istotne statystycznie.

WYNIKI

Nasilenie tuszczycy i towarzyszqcego jej Swigdu

Nasilenie tuszczycy wedtug skali PASI wynosito $rednio
16,0 £ 9,6 punktéw (zakres: 3,9-50 pkt). Z kolei nasilenie
tuszczycy w miejscu pobrania biopsji oceniono na $rednio
6,9 £ 1,8 punktéw (zakres: 2-10 pkt). Nasilenie tuszczycy
byto niezalezne od wieku i pici, dtugosci choroby, czasu
trwania aktualnego zaostrzenia tuszczycy, wspotistnienia
tuszczycowego zapalenia stawdéw czy dodatniego wywiadu
rodzinnego w kierunku tuszczycy (dane niepokazane).

Sposrod analizowanych pacjentéw Swiad skory dotyczyt
28 0s6b (90,3%), a jego nasilenie wahato sie od 1 do 10 punk-
tow (Srednio 6,3 + 2,5 pkt). Nasilenie Swigdu w istotny spo-
s6b korelowato z wiekiem pacjentéw (r = 0,54, p = 0,002)
oraz czasem trwania tuszczycy (r=0,55, p = 0,001). Na nasi-
lenie Swigdu nie miaty natomiast wptywu pte¢, czas trwania
aktualnego zaostrzenia choroby, dodatni wywiad rodzinny
oraz nasilenie tuszczycy (dane niepokazane).

Ekspresja PAR-2 w tuszczycy

W skérze zmienionej chorobowo obserwowano umiar-
kowana lub silng ekspresje receptoréw PAR-2 (oceniong na
2 lub 3 pkt w skali 0-3), natomiast ekspresja w skorze nie-
zmienionej chorobowo w poréwnaniu ze skéra zmieniong
byta znacznie stabsza (oceniona na 1 pkt w skali 0-3) (ryc. 1).
Ekspresja PAR-2 w skérze zmienionej chorobowo byta ponad
trzykrotnie wyzsza niz w otaczajacej skérze niezmienionej
chorobowo ($rednia: 2,32 £ 0,59 vs 0,72 £ 0,3; p < 0,001).
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Rycina 2. Poréwnanie ekspresji receptora aktywowanego przez proteazy 2 w bioptatach skory zmienionej i skdry niezmienionej pobranych od

0s6b chorujacych na tuszczyce (p < 0,001)

Stopien ekspresji PAR-2 w skdrze zmienionej istotnie kore-
lowat jedynie z nasileniem swiadu (r = 0,58; p = 0,01), nie
miat natomiast zwigzku z wiekiem (p = 0,31) i ptcig chore-
go (p = 0,7), czasem trwania tuszczycy (p = 0,46), czasem
trwania aktualnego zaostrzenia tuszczycy (p = 0,35) ani
znasileniem tuszczycy (p = 0,99). Rdwniez stopien ekspresji
PAR-2 w skoérze niezmienionej, choc istotnie stabszy, rowniez
istotnie korelowat z nasileniem $wigdu (r = 0,54; p = 0,03),
nie stwierdzono natomiast zadnych innych istotnych za-
leznosci miedzy analizowanymi parametrami klinicznymi
idemograficznymi a ekspresjg PAR-2 w skdrze niezmienionej
chorobowo (dane niepokazane).

Poréwnanie ekspresji PAR-2 w bioptatach skéry zmienio-
nej i skéry niezmienionej pobranych od oséb chorujacych
na tuszczyce przedstawiono na rycinie 2.

DYSKUSJA

W literaturze pojawito sie dotychczas wiele wzmianek
dotyczacych udziatu receptoréw PAR2 w tworzeniu procesu
zapalnego orazindukowaniu $wiadu, ale nadal brak wystar-
czajacych badan nad ich znaczeniem w poszczegélnych cho-
robach skéry [7]. Mamy nadzieje, ze obecne wyniki naszych
badan poszerza wiedze na temat znaczenia PAR-2 w pato-
genezie zapalnych choréb skéry, a w szczegblnosci tusz-
czycy. By¢ moze przedstawione tu obserwacje, wspdlnie
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zwynikami innych autoréw, przyczynia sie w przysztosci do
powstania nowych metod terapeutycznych, a tym samym
do poprawy jakosci zycia chorych na tuszczyce.

Autorzy niniejszej pracy uwazaja, ze interesujace i nie-
zmiernie istotne jest spostrzezenie, iz ekspresja receptora
PAR-2 w skorze zaréwno zmienionej, jak i niezmienionej
chorobowo istotnie korelowata z nasileniem $wigdu. Dane
epidemiologiczne wskazuja, ze $wiad dotyczy okoto 70-90%
chorych natuszczyce, a dla wielu pacjentéw jest najbardziej
nieprzyjemnym objawem choroby [1, 2]. Zasadno$¢ prowa-
dzenia badan nad patogeneza swigdu w tuszczycy wynika
przede wszystkim z wysokiego stopnia uciazliwosci tego
objawu. Swigd moze powodowa¢ problemy z zasypianiem
oraz przyczyniac sie do czestych wybudzen w trakcie snu,
co obniza istotnie jego jako$¢. Odnotowano ponadto, ze
z powodu $wiadu 35% pacjentéw wykazywato wieksze po-
budzenie emocjonalne, 24% — objawy depresyjne, a 30%
— problemy z koncentracja; 23% chorych byto zmuszo-
nych do zmiany nawykéw zywieniowych, a 35% sugero-
wato zmniejszenie badz catkowite zaniechanie kontaktéw
seksualnych.

Mimo tak czestego wystepowania tego objawu pato-
geneza swigdu w tuszczycy nadal pozostaje niewyjasniona,
co przektada sie tez na brak w petni skutecznych metod
leczenia $wiadu tuszczycowego. Petniejsze poznanie jego
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patomechanizmu moze pomdc w opracowaniu skuteczniej-
szych form leczenia. Niedawno zasugerowano, ze za $wiad
wtuszczycy moga by¢ odpowiedzialne receptory opioidowe
w skorze, zwtaszcza zaburzenia ekspresji i funkgcji receptorow
kappa-opioidowych [8]. Obecne wyniki sugeruja jednak, ze
ukfad opioidowy w skérze jest tylko jednym z wielu uktadéw
przekaznikéw bioracych udziat w powstawaniu swigdu.
Wyniki niniejszego badania wskazuja, ze swiad w tuszczycy
moze powstawac takze w wyniku nadmiernej aktywnosci
proteaz i pobudzenia receptoréw PAR-2. Uwzgledniajac,
ze pobudzenie receptora PAR-2 wigze sie z trwatg i nieod-
wracalng zmiang jego konformacji, wydaje sie, ze uktad
proteaza/PAR mozna by uzna¢ za potencjalny ukfad przekaz-
nikowy odpowiedzialny za powstanie $wigdu przewlektego.
Na znaczenie PAR-2 w patogenezie $wigdu zwracali uwage
takze inni autorzy, zwifaszcza w odniesieniu do atopowego
zapalenia skory [7, 9]. Konieczne s zatem dalsze badania
potwierdzajace role PAR-2 w powstawaniu $wigdu, w szcze-
g6lnosci z lekami blokujagcymi PAR-2 i uniemozliwiajacymi
jego pobudzenie. Ustapienie lub znaczace ztagodzenie $wia-
du po zablokowaniu PAR-2 bytoby koronnym dowodem na

istotna role tego receptora i proteaz w generowaniu swigdu
towarzyszacego tuszczycy.
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