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Abstract

Stem cell factor (SCF) is a pleiotropic cytokine, in the skin
released mainly by fibroblasts and endothelial cells. It was de-
monstrated that SCF exerts stimulatory effect on human mast
cells, which are in turn postulated to be involved in pathome-
chanism of scleroderma, whereas those cells are of key impor-
tance in the course of mastocytosis. So, the aim of this study
was to evaluate SCF levels in plasma and fibroblast cultures
obtained from asleroderma and systemic mastocytosis patients
in comparison to healthy controls. The study comprised 20 pa-
tients with scleroderma, 20 with mastocytosis and 40 healthy
volunteers. SCF levels were measured by ELISA.

SCF plasma levels in mastocytosis patients were signifi-
cantly lower than in scleroderma and the control group (me-
an + SD) and were 1335.5+138.6 pg/ml vs 1709.4+494.9
pg/ml (p<0.01) and vs 1592.5+270.2 pg/ml (p<0.001), re-
spectively. There was no statistically significant difference in
SCF plasma levels between scleroderma patients and the con-
trol group (p>0.05). It was also noted that SCF levels in ma-
stocytosis fibroblast cultures were sugnificantly lower than in
scleroderma cultures and were (mean + SD) 15.8+9.6 pg/ml
vs 30.6£16.6 pg/ml (p<0.05). However, no statistically signi-

Streszczenie

Czynnik wzrostowy komorek pnia (stem cell factor — SCF)
Jest cytoking o wielokierunkowym dziataniu, uwalniang w sko-
rze m.in. przez keratynocyty, fibroblasty, komorki srédbtonka
i komaorki tuczne. Wykazano réwniez jego dziatanie stymulu-
Jgce na mastocyty. Komorki te petniq kluczowq role w patoge-
nezie mastocytoz, a takze biorq udziat w rogzwoju twardziny.
Dlatego tez celem obecnej pracy byta ocena i poréwnanie ste-
zenia SCF w osoczu chorych oraz w hodowlach fibroblastow
uzyskanych od pacjentow z twardzing i mastocytozq.

Badaniem objeto 20 pacjentow z twardzing uktadowq, 20
z mastocytozq uktadowq oraz 40 zdrowych ochotnikow, stano-
wigcych grupe kontrolng. Stezenie SCF w osoczu i supernatan-
tach oznaczano metodq ELISA. Wykazano, Ze stezenie SCF
w osoczu chorych z mastocytozq (srednia + SD: 1335,5+138,6
pg/ml) byto istotnie nizsze w porownaniu z chorymi z twardzi-
ng (1709,4+494,9 pg/ml; p<0,01) i grupg kontrolng
(1592,5+270,2 pg/ml; p<0,001). Nie stwierdzono istotnych roz-
nic w stezeniu SCF w osoczu chorych z twardzing w stosunku
do grupy kontrolnej (p>0,05). Wykazano, ze stezenie SCF w ho-
dowlach fibroblastow uzyskanych od chorych z mastocytozq
bylo istotnie nizsze niz u chorych z twardzing i wynosito odpo-
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ficany difference between SCF levels in fibroblast cultures
from the patients in comparison to the control group were ob-
served (p>0.05). What is more, statistically significant nega-
tive correlation between SCF plasma levels in scleroderma
patients and severity of the disease assessed by Total Skin Sco-
re (TSS) scale together with disease duration was demonstra-
ted (p<0.05). The obtained results point out at some distur-
bances in SCF in mastocytosis however, they seem not to be
of crucial importance either in mastocytosis or in scleroder-
ma development.

Key words: stem cell factor, SCF, kit ligand, KIT, sclero-
derma, systemic mastocytosis, fibroblasts, mast cells.

Wprowadzenie

Czynnik wzrostowy komorek pnia (stem cell factor
— SCF) jest cytoking o wielokierunkowym dziataniu, wy-
dzielang przez komdrki podscieliska szpiku, eozynofile,
keratynocyty, limfocyty T, hepatocyty, komodrki Sréd-
btonka, fibroblasty i komoérki tuczne [1-5]. W tkance
tacznej, SCF uwalniany w znacznych ilosciach przez fi-
broblasty, oddziatuje na komérki tuczne, ktére z kolei za
posrednictwem m.in. histaminy, czynnika martwicy no-
wotworu alfa (TNF-a) i tryptazy stymulujg proliferacje
fibroblastéw i zwigkszajg synteze kolagenu [6—15].

SCF zostal wyizolowany i po raz pierwszy opisany
w 1990 1. [16, 17]. Ludzki SCF sktada si¢ ze 165 ami-
nokwaséw i jest nieglikozylowanym dimerem o masie
czgsteczkowej 36 kDa [18]. W warunkach naturalnych
obserwuje si¢ 2 postacie tej cytokiny, tj. komdrkowa
irozpuszczalng [18, 19]. Receptor dla SCF, zwany c-kit,
wystepuje na komérkach krwiotworczych, pierwotnych
komérkach zarodkowych, melanocytach i komérkach
tucznych [2, 19]. Najsilniejsze dziatanie SCF obserwu-
je sie¢ w stosunku do komérek macierzystych CD34+, do
ktérych nalezg m.in. komérek tuczne [20].

Twardzina jest chorobg o podtozu autoimmunolo-
gicznym, ktérej cechg charakterystyczng jest nadmierne
widknienie w obrebie skéry oraz narzadéw wewngtrz-
nych, do ktérego dochodzi w wyniku wzmozonej aktyw-
nosci fibroblastéw [21, 22]. Liczne prace wskazujg tak-
7e nie tylko na udziat komérek tucznych w patomecha-
nizmie rozwoju twardziny [23, 24], ale rOwniez na
wystepowanie wzajemnych interakcji pomigedzy masto-
cytami i fibroblastami [25, 26]. Claman [25] u chorego
z twardzing uktadowg o gwaltownym przebiegu obser-
wowat liczne komérki tuczne, wykazujace cechy nad-
miernej aktywacji. Wielu autoréw zwracato uwage na
wystepowanie znacznych ilosci mastocytéw u chorych
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wiednio (Srednia + SD) 15,8+9,6 pg/ml vs 30,6 +16,6 pg/ml
(p<0,05). Nie obserwowano statystycznie istotnej roznicy po-
miedzy stezeniem SCF w hodowlach fibroblastow od chorych
a grupq kontrolng (p>0,05). Wystepowata statystycznie istot-
na ujemna korelacja pomiedzy stezeniem SCF w osoczach cho-
rych z twardzing a czasem trwania choroby oraz nasileniem
procesu chorobowego, ocenianego wg skali TSS (Total Skin
Score) (p<0,05). Uzyskane wyniki wskazujq wprawdzie na wy-
stepowanie zaburzen syntezy SCF u chorych z mastocytozq, nie
wydaje si¢ jednak, zeby petnity one istotng role w patogenezie
mastocytozy czy twardziny uktadowe;.

Stowa kluczowe: czynnik wzrostowy komdrek pnia, SCF,
kit ligand, KIT, twardzina uktadowa, mastocytoza, fibroblasty,
komaorki tuczne.

(PDiA 2005; XXII, 4: 161-166)

na twardzing, trwajacg nie dluzej niz 3 lata [23, 24,
27-30]. Wykazano réwniez podwyzszone poziomy hi-
staminy, gléwnej substancji wydzielanej przez komorki
tuczne, w niektérych dermatozach i procesach patolo-
gicznych przebiegajacych z widknieniem (m.in. w twar-
dzinie, keloidach, przerostych bliznach) [31-34]. Stwier-
dzono, ze wzrost ekspresji SCF na fibroblastach stymu-
luje hiperplazje komdrek tucznych i ich udziat w rozwoju
wldknienia w obrebie skory [32].

Komorki tuczne sg kluczowymi elementami w pato-
genezie mastocytozy [35, 36], ktdrej rozpoznanie opiera
si¢ gléwnie na stwierdzeniu zwigkszonej liczby tych ko-
morek w danym narzadzie [26, 37-39]. W badaniach na
zwierzetach stwierdzono, ze podskérne iniekcje rekom-
binantowego SCF powodowaly znaczne, nawet 150-krot-
ne, zwigkszenie liczby komorek tucznych w miejscu po-
dania tej cytokiny, czego klinicznym wyrazem byt roz-
wo0j zmian imitujacych ognisko mastocytozy [40]. SCF
jest najwazniejszg, jak dotad, cytoking odpowiedzialng
za rozw0j i réznicowanie si¢ ludzkich komérek tucznych
[39, 41]. Badania immunohistochemiczne wykazaty obec-
nos¢ SCF w obrebie komérek tucznych w zmianach cho-
robowych w mastocytozie [41, 42]. Ponadto Kambe
i Miyachi [43] wykazali bardzo znaczne zwigkszenie pro-
liferacji komorek tucznych uzyskanych ze skéry w obec-
nosci SCF. Badacze ci wnioskowali, ze nadmierna miej-
scowa produkcja tej cytokiny moze spowodowaé nasile-
nie proliferacji komérek tucznych [43, 44].

Cel pracy

Celem pracy byla ocena i poréwnanie st¢zei rozpusz-
czalnego SCF w osoczu oraz w hodowlach fibroblastéw
uzyskanych od chorych na twardzing uktadowg o typie
limited (ISSc) oraz mastocytoze¢ uktadowg (MU).
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Materiat i metody

Do badan zakwalifikowano 20 pacjentéw z ISSc,
u ktérych ze wzgledu na przebieg choroby przewlekle
stosowano leki rozszerzajace naczynia oraz witaming E,
20 chorych z MU, ktérzy nie stosowali zadnego lecze-
nia og6lnego oraz 40 zdrowych ochotnikéw. U pacjen-
tow z MU oprécz zmian skérnych pod postacig pokrzyw-
ki barwnikowej obecne byty takze skupiska komérek
tucznych w szpiku kostnym. Kliniczng charakterystyke
pacjentéw i zdrowych ochotnikéw przedstawia tab. 1.
Oceng cigzkosSci procesu chorobowego w twardzinie
przeprowadzono za pomocg skali TSS (Total Skin Sco-
re; zakres 0—66 pkt) [45]. Srednie wartosci wieku pa-
cjentéw nie réznity sie w sposéb statystycznie istotny
pomiedzy chorymi z ISSc a grupg kontrolng (t=1,497;
p>0,05) oraz pomiedzy chorymi z MU a grupa kontrol-
ng (t=0,643; p>0,05), natomiast r6znice istotne staty-
stycznie wystepowaty pomigdzy pacjentami z 1SSc i MU
(t=2,602; p<0,05).

Od pacjentéw i ochotnikéw pobierano krew zylng
w ilosci 5 ml oraz wycinki skéry w znieczuleniu miejsco-
wym 2% roztworem lignokainy bez adrenaliny za pomo-
cq biopsji sztancowej o Srednicy 4 mm. Wycinki pobiera-
no z okolicy bocznej lewego przedramienia, ze zmiany
chorobowej o typie pokrzywki barwnikowej u chorych
z MU oraz ok. 2 cm przysrodkowo od brzegu stwardniefi
u pacjentéw z 1SSc, a takze ze zdrowej skoéry o podobnym
umiejscowieniu u ochotnikéw. Nastgpnie uzyskang tkan-
ke trawiono w temp. 37°C przez 24 godz. w medium za-
wierajacym 0,25% kolagenazy oraz 0,05% dezoksyrybo-
nukleazy I (Sigma BioSciences, St. Louis, USA) z dodat-
kiem 1 ml medium MEM (Biomed, Lublin) wzbogaconego
20-% roztworem cielecej surowicy ptodowej (FCS, Hun-
garpol, Warszawa), 25 mM roztworu HEPES, 2 mM L-gl-
utaminy, 100 units/ml penicyliny oraz 100 pg/ml strepto-
mycyny (tj. pelne podtoze MEM). Po 24 godz. trawienia
uzyskang zawiesing komérek przenoszono do butelek ho-
dowlanych i dodawano 5 ml pelnego medium MEM, a na-
stepnie hodowano w cieplarce przy 5-% zawartosci CO,

na twardzing uktadowq i mastocytoze uktadowq

oraz w 95-% wilgotnosci. Zmiany medium dokonywano
3 razy w tyg. Do ostatniej zmiany medium przed pomia-
rami nie dodawano FCS, gdyz zgodnie ze wskazéwkami
producenta jego obecnos¢ mogta spowodowac fatszywe
zawyzenie poziomu SCF. Po uzyskaniu hodowli w miare
réwno pokrywajacej dno butelki hodowlanej przeprowa-
dzano trypsynizacje w celu policzenia uzyskanych komo-
rek. Do badarn zostaty uzyte supernatanty z pierwszego pa-
sazu, ktdre nastepnie zamrazano w temp. -20°C do momen-
tu przeprowadzenia oznaczeri. Kazde z oznaczei
wykonano 2-krotnie, a wyniki przeliczano na 100 tys. uzy-
skanych fibroblastéw na ml.

Krew pobierano na EDTA i w ciggu 30 min odwiro-
wywano (1 000 x g), nastepnie uzyskane osocze zamra-
zano w temp. -20°C w celu przeprowadzenia wszystkich
oznaczen jednoczesnie.

Stezenie SCF w osoczu i supernatantach oznaczano
za pomocg komercyjnych zestawéw ELISA (R&D Sys-
tems Inc, Minneapolis, USA). Minimalne wykrywalne
stezenie tej cytokiny wynosito 9 pg/ml.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komi-
sji Bioetyki UM w Lodzi.

Analiza statystyczna

W obliczeniach statystycznych wykorzystano Sred-
nig (x), minimum (min), maksimum (max), odchylenie
standardowe (SD), wspétczynnik zmiennosci (v), zasto-
sowano nieparametryczny test Manna-Whitney’a dla
zmiennych niezaleznych oraz test t-Studenta dla wsp6t-
czynnika korelacji liniowej. Za istotnos¢ statystyczng
przyjeto p<0,05.

Wyniki

Wykazano, ze stezenie SCF w osoczu chorych z MU
bylo istotnie nizsze w stosunku do chorych z ISSc i gru-
py kontrolnej i wynosito odpowiednio (Srednia + SD):
1335,5+1 38,6 pg/ml vs 1709,4+494,9 pg/ml (p<0,01)
oraz vs 1592,5+270,2 pg/ml (p<0,001). Nie zaobserwo-

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z twardzing ukladowg typu limited (1SSc), mastocytoza ukladowa (MU)

oraz grupy kontrolnej; SD — odchylenie standardowe

Pleé Wiek (lata) Total Skin Score Czas trwania choroby
(TSS) (lata)
kobiety mezczyZni zakres (Srednia+SD) zakres (Srednia+SD) zakres(Srednia+SD)
grupa kontrolna 17 23 22-69 - -
(46,1x13,5)
1SSc 19 1 38-62 12,0-22,0 1-39
(50,9+6,6) (16,2+3,1) (15,3+10,0)
MU 8 12 19-58 - 1-39
(43,9+10,1) - (15,3+10,0)
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Ryec. 1. Stezenie czynnika wzrostowego komérek pnia (SCF)
w osoczu chorych z twardzing ukladowa i mastocytozg
w poréwnaniu z grupa kontrolng
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Ryec. 2. Stezenie czynnika wzrostowego komérek pnia (SCF)
w hodowlach fibroblastéw od chorych z twardzing ukla-
dowa, mastocytoza w poréwnaniu z grupa kontrolna

wano istotnych réznic pomiedzy stezeniem SCF w oso-
czu u chorych z twardzing i w grupie kontrolnej (p>0,05)
(ryc. 1.).

Ponadto stwierdzono, ze stezenie SCF w hodowlach
fibroblastéw uzyskanych od chorych z mastocytoza by-
to istotnie nizsze niz u chorych z twardzing i wynosito
odpowiednio (Srednia + SD) 15,8+49,6 pg/ml vs
30,6x16,6 pg/ml (p<0,05). Nie wykazano statystycznie
istotnej zaleznosci pomiedzy stezeniem SCF w hodow-
lach fibroblastéw od chorych z ISSc i MU a grupg kon-
trolng (p>0,05) (ryc. 2.).

Wystgpowala statystycznie istotna ujemna korelacja
pomiedzy stezeniem SCF w osoczach chorych na twar-
dzing a czasem trwania choroby (r=-0,53; r’=0,28) oraz
nasileniem procesu chorobowego ocenianego za pomo-
cq skali TSS (r=-0,81; ’=0,66; p<0,05). Obserwowano
statystycznie istotng dodatnig zaleznos¢ pomiedzy wie-
kiem pacjentéw a stezeniem SCF w hodowlach fibro-
blastéw od chorych z 1SSc (r=0,65; 1°=0,425; p<0,05),
wystepowaly takze dos¢ silne tendencje ujemnej kore-
lacji pomigdzy ta cechg a czasem trwania choroby, acz-
kolwiek nie osiggnety one istotnosci statystycznej
(r=-0,49; 1’=0,245; p>0,05). Wykazano istotng staty-
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stycznie dodatnig korelacje pomigdzy stezeniem SCF
w hodowlach fibroblastéw od chorych na MU a czasem
trwania choroby (r=0,83; r’=0,682; p<0,01).

Omoéwienie

Wyb6r pacjentéw z twardzing i mastocytozg ukta-
dowg do podjetych przez nas badan podyktowany byt
faktem, ze pomigdzy fibroblastami i komérkami tucz-
nymi, pelnigcymi kluczowe role w patogenezie tych jed-
nostek chorobowych, zachodzg silne interakcje, a tak-
Ze sg one zaangazowane w patomechanizm nadmierne-
go widéknienia.

Stezenie SCF w osoczu jest odzwierciedleniem pew-
nych zaburzefi ogélnoustrojowych. Dotychczas nie wia-
domo, ktére z komérek petnig wiodacg role w produk-
cji tej cytokiny i czy zmienia si¢ ona w warunkach pa-
tologicznych. By¢ moze na poziom SCF majg takze
wplyw pewne cechy osobnicze, np. wiek pacjentéw czy
czas trwania choroby. Zjawisko to mogtoby tlumaczy¢
odmienne wyniki uzyskiwane przez réznych autoréw.
Za ta hipoteza przemawiajq wiasne wyniki, wskazujace
na wystepowanie ujemnej korelacji pomigdzy czasem
trwania choroby oraz jej nasileniem a st¢zeniem SCF
w osoczu chorych na twardzing, a takze zaobserwowa-
na tendencja, dotyczaca wystgpowania nizszych stezer
SCF w hodowlach fibroblastéw twardzinowych wraz
z dlugoscig trwania choroby. By¢ moze obserwacja ta
jest wynikiem wyczerpywania si¢ pewnych mechani-
zméw obronnych organizmu, ktére prowadza do obni-
zenia stezenia tej cytokiny w osoczu.

W badaniach wiasnych wykazano, ze produkcja SCF
przez fibroblasty twardzinowe, a takze stezenie tej cy-
tokiny w osoczu nie réznig si¢ od grupy kontrolnej, co
jest zgodne z danymi z pisSmiennictwa [46]. Yamamoto
i wsp. [47] wykazali natomiast zwickszona produkcje
SCF przez hodowle fibroblastow twardzinowych
z pierwszych pasazy w poréwnaniu ze zdrowymi fibro-
blastami (344,6+182,4 pg/ml vs 72,4+20,2 pg/ml). Uzy-
skane przez nas wyniki prawdopodobnie spowodowane
byty doborem grupy pacjentéw, w ktorej przewazaty
zmiany zwléknieniowe. Obserwacje te sg zgodne z in-
ng pracg Yamamoto i wsp. [48] w ktérej wykazano istot-
nie zwigkszong liczbg¢ komorek tucznych w skérze wiha-
Sciwej we wezesnych, obrzgkowych stadiach twardzi-
ny, natomiast nie stwierdzono takich réznic w péznej,
zwloknieniowej fazie twardziny. Kihiura i wsp. [49] tak-
ze wykazali wzrost stezenia SCF w surowicy chorych
na twardzine w obrz¢kowej fazie choroby.

We wczesniejszych badaniach wiasnych wykazano
ekspresje SCF w fibroblastach twardzinowych, jednakze
za pomocg komputerowej analizy obrazu nie wykazano
r6znicy w ekspresji tej cytokiny pomiedzy fibroblastami
twardzinowymi a otrzymanymi ze zdrowej skory [50, 51].
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Nie wykryto takze réznic w stgzeniu tej cytokiny w pilo-
tazowych badaniach wtasnych w twardzinie [52].

Uzyskane wyniki wskazuja, ze najprawdopodobnie;j
droga komunikacji za pomoca SCF pomiedzy komoérka-
mi tucznymi a fibroblastami nie jest kluczowa w pato-
mechanizmie rozwoju zmian twardzinowych.

Po odkryciu SCF i wykazaniu jego istotnej roli w roz-
woju i réznicowaniu komérek tucznych powstato wiele
hipotez na temat kluczowej roli tej cytokiny w mastocy-
tozie [53]. Jednakze Longley i wsp. [37], badajac 3 pa-
cjentéw z mastocytoza, nie wykazali zadnej zmiany w eks-
presji mRNA SCF w skérze. Ponadto Hamman i wsp. [41]
nie tylko nie stwierdzili zwigkszonego poziomu SCF
w przestrzeniach migdzykomérkowych naskérka pokry-
wajacego zmiany typu mastocytoma, ale obserwowali je-
go mniejszg ekspresje w obrgbie zmian o typie pokrzyw-
ki barwnikowej oraz brak réznicy w ekspresji c-kit.

Brockow i wsp. [39] nie wykazali podwyzszonego
stezenia SCF w osoczu chorych na mastocytoz¢ ani
w plynie sztucznie wytworzonych pgcherzy w poréwna-
niu z grupa kontrolng. Autorzy podkreslali jednak, ze
w stosowanej przez nich metodzie wykrywano tylko wol-
ng form¢ SCF oraz SCF w kompleksie z rozpuszczalnym
KIT. Uzyskane wyniki moglty wigc nie uwzgledniac, ze
nadmierna produkcja dotyczy formy SCF zwigzanej
z blong komérkows, jednak badania immunohistoche-
miczne nie potwierdzilty stusznosci tej hipotezy.

We wczesniejszych badaniach pilotazowych, a tak-
Ze W obecnej pracy autorzy wykazali obnizone poziomy
SCF w osoczu u chorych na mastocytoz¢ uktadows
w poréwnaniu z grupg kontrolng [54]. Wykazana ujem-
na korelacja migdzy czasem trwania choroby a stezeniem
SCF w hodowlach fibroblastéw pobranych od chorych
na mastocytoze moze wynikac z faktu, ze w wyniku pro-
gresji choroby wraz z wiekiem pacjentéw obserwuje si¢
zwigkszong liczbg komérek tucznych w zajetych narza-
dach, co z kolei moze prowadzi¢ do nadmiernej stymu-
lacji fibroblastéw i wydzielania wigkszych ilosci SCF.

Podsumowujac, w oparciu o dane z piSmiennictwa
1 wlasne obserwacje nalezy stwierdzi¢, ze u chorych
7 mastocytozg wystepujg pewne zaburzenia dotyczace
syntezy SCF, aczkolwiek nie wydajg si¢ one odgrywac
wiodacej roli w tej chorobie, natomiast rola tej cytokiny
w twardzinie uktadowej wydaje si¢ by¢ znikoma. Nie-
watpliwie SCF jest zaangazowany w procesy patologicz-
ne przebiegajace w tkance tacznej w obu badanych cho-
robach, jednakze najprawdopodobniej w sposéb wtdrny,
a na podstawie uzyskanych wynikéw nie mozna wysnu¢
dalej idacych wnioskow.

Praca finansowana z grantu KBN nr 4PO5A 079 18,

a takze prac badawczych Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi nr 508-01-081oraz 503-119-1.
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