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Abstract

This paper reveal study results of interferon gamma and
their receptor expression and serum concenrations in patients
with various forms of lupus erythematosus. It also contains
a short review of literature concerned with the role of interfe-
rons in lupus erythematosus pathogenesis.
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Wprowadzenie

Interferony i ich receptory

Interferony (IFN) stanowig grupe¢ cytokin odkry-
tych przez Isaacsa i Lindenmanna, odgrywajacych wio-
dacg rolg w odpornosci przeciwwirusowej. Wyrdznia
si¢ 5 podstawowych rodzajow interferonéw: a, B, k,
o, v. Dawniej dzielono je na 2 typy: I i II. Interferony
typu I (o, B, k, ®) wytwarzane sg przez traktowane wi-
rusem komorki, tj. leukocyty, keratynocyty lub fibro-
blasty. Natomiast interferon typu II (y), zwany immu-
nologicznym, jest wytwarzany giéwnie przez limfocy-
ty T pod wptywem antygendw, cytokin (IL-2, IL-12,
IL-15, IL-18, IL-21) czy mitogenéw. Gen dla IFNy
znajduje sie na chromosomie 12., zawiera 1 gen kodu-
jacy i 3 introny, sktada si¢ z 146 aminokwaséw bez
grup weglowodanowych. Receptory dla interferonéw
sg heterodimerami, sktadajacymi si¢ z 2 r6znych pod-
jednostek. W odréznieniu od IFNa, B3, o, ktére wigza
si¢ z tym samym receptorem, IFNy wigze si¢ z innym,
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w sktad ktérego wchodza podjednostki IFNGR-1
i IFNGR-2. Receptor dla IFNy aktywuje kinaz¢ JAK1
oraz kinaz¢ tyrozynowa JAK2. W wyniku aktywacji
fosforylujg one 2 identyczne biatka STAT1, taczace sie
nastepnie w czynnik transkrypcyjny. Geny odpowia-
dajace na IFNy zawieraja sekwencja ISRE (interferon
stimulated response element), a takze sekwencje akty-
wacji przez IFNy GAS (gamma activated sequences).
Wsrdd kilkudziesigciu gendéw, ktérych ekspresje sty-
mulujg IFN, sg m.in. czgsteczki MHC 1 i II klasy, re-
ceptor dla fragmentu Fc IgG (Fcy RI), chemokiny IP10,
MIG, IRF-1, syntaza tlenku azotu (iNOS), kinaza bial-
kowa R, biatko Mx. IFNy jest znacznie aktywniejszy,
jesli chodzi o dziatanie na uktad odpornosciowy. Jest
najsilniejszym aktywatorem ekspresji MHC klasy I'i II
oraz wybitnie nasila prezentacj¢ antygenéw limfocy-
tom T. Poza tym aktywuje makrofagi, a takze w ko-
operacji z innymi cytokinami uczestniczy w réznico-
waniu komérek B w kierunku komérek uwalniajacych
przeciwciata [1].
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Interferony w toczniu rumieniowatym

Cytokiny pelnig wazng rol¢ w modulowaniu odpowie-
dzi immunologicznej zardwno przeciw antygenom ze-
wnetrznym, jak i wlasnym, jak ma to miejsce w chorobach
autoimmunizacyjnych. Mediatory te zostaly podzielone
w zaleznosci od Zrédia i funkcji efektorowych na 2 grupy.
Cytokiny wydzielane przez subpopulacje limfocytéw Thl
(IL-2 stymulujgca cytotoksycznos¢ limfocytéw i IFNy ak-
tywujacy makrofagi) maja wybitny udzial we wspomaga-
niu odpowiedzi typu komérkowego, natomiast cytokiny
wydzielane przez limfocyty Th2 (IL-4, 5, 10, 13), bedace
czynnikami wzrostu i r6znicowania limfocytéw B, wspo-
magajg gléwnie odpowiedZ humoralng. Podobnie ze wzgle-
du na mechanizmy efektorowe podzielono choroby auto-
immunizacyjne na te z dominujgcg odpowiedzig komérko-
wa, jak np. cukrzyca insulinozalezna, oraz takie, gdzie
dominuje odpowiedZ humoralna z wytwarzaniem patogen-
nych autoprzeciwcial, jak np. toczefi rumieniowaty.

Wiele cytokin wydzielanych zar6wno przez limfo-
cyty Thl, jak i Th2 bierze udzial w regulowaniu aktyw-
nosci choroby czy zajeciu poszczegdlnych organéw we-
wnetrznych w toczniu rumieniowatym (TNFa, TGFp,
IFNa, IFNy, IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-16) [2].

Pierwszg opisywang cytoking w toczniu rumieniowa-
tym byt IFNa. Kilka badai wykazato podwyzszony po-
ziom tej cytokiny w surowicach pacjentéw z SLE, jednak-
7e 7rédto i czynniki stymulujace jej produkcje nie sg jesz-
cze dokladnie poznane. Wzmaga on aktywacje
makrofagéw, a takze polaryzuje odpowiedZ w kierunku
Thl, a zatem produkcje IL-2 i IFNy. Inne badania wyka-
zaly, ze rowniez poziom IFNy w surowicach pacjentow
z SLE jest podwyzszony, a produkcja tej cytokiny przez
komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMCs) kore-
luje z aktywnoscig choroby w skali (systemic lupus activity
measurement — SLAM). Wiele badani przemawia za tym,
ze IFNYy jest jedng z wazniejszych molekut efektorowych
w toczniu rumieniowatym [3]. Moze on wptywac na po-
liklonalng aktywacje¢ limfocytow B, a takze na zjawisko
przetqczania klas (class switching) z 1gG1 spotykanych
czesciej w SCLE na IgG2 i 3 charakterystyczne dla SLE
z zajeciem narzadéw wewnetrznych. Szczegdlnym rodza-
jem badarn sg badania na modelach zwierzecych. O wa-
dze IFNy w patogenezie tocznia jako pierwsze swiadczy-
ty doswiadczenia Jacoba i wsp. na myszach New Zeland
Black NZB x New Zeland White NZWF1 (BxW). Wyka-
zaly one indukcj¢ choroby u osobnikéw otrzymujgcych
IFN, podczas gdy u osobnikéw otrzymujacych
przeciwciata anty-IFNy poczatek choroby byt znaczaco
pdZniejszy. Poszerzeniem tych badan byly badania Ozme-
na i wsp., ktérzy dodatkowo podawali myszom rozpusz-
czalny receptor SIFNYR, uzyskujac dluzsze przezycie. De-
finitywnie przekonujace do roli IFNy w patogenezie tocz-
nia sg badania na modelach mysich MRL-Faslpr,
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w ktérych dokonano delecji genéw IFNy lub jego recep-
tora, w ktérych wykazano redukcje objawéw histologicz-
nych, serologicznych oraz znaczne wydtuzenie przezycia.

Opisano réwniez polimorfizm genu dla receptora
IFNy. Okazato si¢, ze kombinacja polimorfizméw IFNR1
(Vall4Met) i IFNR2 (GIn64/GIn64) stwarza najwigksze
ryzyko rozwinigcia si¢ SLE [4].

Interferon a zmiany skérne

IFN odgrywa takze wazng rol¢ w patologii zmian skor-
nych w przebiegu tocznia. Okoto 1/3 pacjentéw z SLE ma-
nifestuje zmiany skérne o charakterystycznym ksztalcie
motyla i lokalizacji zaleznej od ekspozycji na UV. Bada-
niu poddano wycinki skérne pacjentéw z réznymi mani-
festacjami skornymi poszczegdlnych odmian tocznia i wy-
kazano w wiekszosci obecnos¢ mRNA dla IL 5 i IFNy.
W normalnej skorze réwniez wykazano mRNA dla IFNy,
ale bez obecnosci funkcjonalnego biatka. Na tej podstawie
spekuluje si¢ udzial w patogenezie zmian skérnych cyto-
kin Th2 wraz z lokalng produkcja IFNy, ktére mogg za-
réwno indukowag, jak i nasila¢ chorobe [5].

Cel pracy

Celem badan bylo okreslenie ekspresji genu dla IFNy
oraz jego receptora w PBMCs pacjentéw z r6znymi od-
mianami tocznia rumieniowatego oraz poziomu tej cy-
tokiny w surowicy w poréwnaniu z grupg kontrolng oséb
zdrowych.

Materiat i metody

Grupe badang stanowili pacjenci Katedry i Kliniki
Dermatologii z réznymi odmianami tocznia rumieniowa-
tego (w tym 14 pacjentéw z DLE, 7 z SCLE oraz 7 z SLE)
oraz 10 os6b zdrowych. Materiatem uzytym do badan by-
ty PBMC:s oraz surowice. Na badania uzyskano zgodg¢ Ko-
misji Bioetycznej przy Akademii Medycznej im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (6 lutego 2003 r.). Ozna-
czenia poziomu ekspresji genu dla IFNy i jego receptora
dokonano za pomocg analizy jakosciowej metodg RT-PCR
przy uzyciu LightCyclera, po wyizolowaniu PBMCs
7 krwi obwodowej metodg wirowania w gradiencie gesto-
$ci Ficollu oraz izolacji mRNA metodg fenolowo-chloro-
formowg Chomczyriskiego i Sacchi. Zaprojektowane pri-
mery, ktérych uzyto, przedstawiono w tab. 1.

Pomiary stezen IFNy w surowicach wykonano me-
todg ELISA (Quantikine R&D Systems, Human IFNy
Immunoassay). Wyniki opracowano statystycznie za po-
mocg programu CSS Statistica V.

Wyniki

Wyniki badania przedstawiono w tab. 3.-5.
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Omowienie wynikow

Srednie wartosci IFNy w grupie chorych na SLE wy-
nosity 2,29 pg/ml, w grupie DLE 22,95 pg/ml, SCLE 72,29
pg/ml i w grupie kontrolnej oséb zdrowych 2,00 pg/ml.
W literaturze doszukano si¢ réznych doniesieni, zaréwno
tych — opisujacych podwyzszony poziom IFNy w surowi-
cy chorych z SLE, ktéry dodatkowo korelowal z aktyw-
noscig choroby SLAM [6], ale réwniez takich, w ktérych
stwierdzano podwyzszony poziom bez korelacji [7] czy
brak wzrostu poziomu tej cytokiny [8]. Analiza wynikow
nie wykazala statystycznie istotnych réznic w stezeniu
IFNy w poszczeg6lnych grupach (test Kruskala-Wallisa).
W kolejnych pracach opisano wpltyw leczenia kortykoste-
roidami na znaczny spadek stezenia IFNy w surowicy [9].
Roéwniez badani pacjenci z SLE w 100% byli leczeni gli-
kokortykosteroidami doustnymi w dawkach podtrzymu-
jacych, 14,29% byto leczonych w grupie DLE i 71,43%
z SCLE i stwierdzono statystycznie istotny wplyw lecze-

Tab. 1. Sekwencje primeréw

Udziat interferonow w patogenezie tocznia rumieniowatego

nia na obnizenie poziomu IFNy, p=0,04. Ekspresj¢ genu
dla IFN stwierdzono u wszystkich chorych na SLE, jed-
nakze w niskim i wyréwnanym poziomie srednio 3767 ko-
pii. W grupie pacjentéw z DLE u 93% dochodzito do eks-
presji genu na wysokim poziomie srednio 514 749 kopii,
u chorych z SCLE 71% wykazywalo ekspresj¢ genu na
Srednim poziomie 40 163 kopii w poréwnaniu z grupg kon-
trolna, gdzie 40% réwniez wykazato ekspresj¢ genu na
Srednim poziomie 516 kopii. W piSmiennictwie doszuka-
no si¢ pojedynczych prac, sugerujacych znaczacy wzrost
ekspresji tego genu, jednakze nie ustosunkowano si¢ co do
ewentualnego wczesniejszego leczenia mogacego wpty-
wac na ten proces [10]. Ciekawe wyniki otrzymano réw-
niez dla ekspresji receptora [IFNy. W grupie 0s6b zdrowych
nie dochodzi do jego ekspresji, podczas gdy 100% cho-
rych z SLE wykazuje ekspresje na poziomie srednio 8 311
kopii. W grupie pacjentéw z DLE 64% wykazywato eks-
presje na srednim poziomie 8 256 kopii, a u chorych
z SCLE odpowiednio 29% i 133 kopii.

Sekwencja bazowa Sekwencje primerow Dlugosé

Ny B 3~ TCCUCTACATCTGATGACCT 5 1047

B 3~ TCTCCTCCTITCTOATATCCAGTT 5 105 p
Tab. 2. Grupa pacjentéw z DLE

Dg. Leczenie IFNy stezenie IFNy ekspresja IFNYR ekspresja liczba

prednizon (mg) (pg/ml) liczba kopii/GADPH kopii/GADPH

DLE1 - 0 0 0

DLE2 - 0 459 187 0

DLE3 40 0 5957955 0

DLE4 - 30,579 12 635 0

DLES 60 69 712 465 0

DLE6 - 65,842 3567 21292

DLE7 - 8,474 3462 17785

DLES - 113,211 11938 22801

DLE9 - 0 21282 31

DLEI0 - 34,263 10780 30428

DLE11 - 0 2560 42

DLEI12 - 0 2772 73

DLEI13 - 0 5761 13033

DLE14 - 0 2126 10 106
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Otrzymane wyniki nie sg jednoznaczne, podobnie
jak doniesienia literaturowe. Badana grupa nie byta jed-
norodna i mato liczebna. Wyniki nie zaprzeczajg jednak
waznej roli IFNy w patogenezie tocznia rumieniowate-
go nie tylko uktadowego, a takze wskazuja na znaczacy
wplyw leczenia immunosupresyjnego.

Dyskusja

Ponad 40 lat temu interferony byty pierwsza odkry-
ta rodzing cytokin. Po poczatkowym entuzjazmie, jaki

Tab. 3. Grupa pacjentéw z SCLE

towarzyszyt odkryciu, ze odgrywajg kluczowa rolg
W procesie autoimmunizacji i mozliwosci ich zastoso-
wania w leczeniu, nastgpity lata zapomnienia, az do
chwili obecnej. Po zsekwencjonowaniu genomu czto-
wieka wiadomo, ze locus IFN typu I miesci si¢ na
chromosomie 9p21/ i zawiera 13 izoform IFN-alfa oraz
pojedynczy gen IFN-beta. Zidentyfikowano réwniez
IFN-omega, kappa i tau. Przy zastosowaniu techniki
mikrochip odkryto wiele genéw zwigzanych z IFN ty-
pu Li II. Przyktadowo badania analizy mRNA wyka-
zaly, ze we wczesnym stadium SLE dochodzi do in-

Dg. Leczenie IFNy stezenie IFNy ekspresja IFNYR ekspresja liczba
prednizon (mg) (pg/ml) liczba kopii/GADPH kopii/GADPH
SCLE1 10 0 3074 0
SCLE2 5 40 36 818 0
SCLE3 40 116 0 0
SCLE4 S5+1 170 0 0
SCLE5 30 181 239 508 0
SCLE6 - 0 3291 23217
SCLE7 - 0 264 880
Tab. 4. Grupa pacjentéw z SLE
Dg. Leczenie IFNYy stezenie IFNy ekspresja IFNYR ekspresja liczba
prednizon (mg) (pg/ml) liczba kopii/GADPH kopii/GADPH
SLE1 20 0 3617 15275
SLE2 7.5 0 1151 5038
SLE3 10 0,402 1602 2155
SLE4 10 8,572 3437 28 349
SLES5 5 4,903 2027 6082
SLE6 4041 2,171 1230 2609
SLE7 10 0 5925 47
Tab. 5. Grupa kontrolna — osoby zdrowe
Leczenie IFNy stezenie IFNy ekspresja IFNYR ekspresja liczba
(pg/ml) liczba kopii/GADPH kopii/GADPH
Cl - 0 1613 0
C2 - 0,943 650 0
C3 - 0,137 0 0
C4 - 1,81 942 0
C5 - 2,472 5056 0
C6 - 3,627 21305 0
Cc7 - 4,1 6544 0
C8 - 6,84 0 0
c9 - 0 0 0
C10 - 0,101 6800 0
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dukcji IFN-alfa, transkrypcja genéw zaleznych od

IFN-alfa wzrasta wraz z aktywnoscig choroby, a maleje

pod wptywem leczenia glikokortykosteroidami [11].

Funkcja IFN typu I nie jest jeszcze catkowicie jasna,
wydaje sie, ze dzialajg one za pomoca tego samego re-
ceptora, a jego blokada w modelach mysich zabezpiecza
przed rozwojem SLE. Istnieje natomiast jeden rodzaj IFN
typu I — IFN-gamma wraz z jego unikalnym receptorem.
Ten typ réwniez odgrywa znaczacq rolg prozapalng i cha-
rakteryzuje prozapalne limfocyty T CD4. Wydaje sig, ze
IFN typu I uwrazliwia limfocyty T na dziatanie IFN ty-
pu II. Analizy mikrochipowe preparatéw z krwi czy tka-
nek od chorych z SLE, czy modeli mysich wykazuja, ze
najbardziej rozregulowane geny to te zalezne od stymu-
lacji IFN I czy II typu. Jednakze blokada receptoréw mo-
ze prowadzi¢ do nieoczekiwanych skutkéw, zwigzanych
z utratg fizjologicznych funkcji (obrona przeciwwiruso-
wa, rola w utrzymywaniu ciazy i prawdopodobnie w licz-
nych interakcjach migdzy komérkami) [12].

SLE jest uwazany za klasyczny przyktad choroby
autoimmunologicznej z przewagg odpowiedzi typu 2,
gdzie dochodzi do aktywacji komérek B i produkcji au-
toprzeciwcial. Theofilopoulos postuluje znacznie wigk-
szg role komorek typu 1, a szczeg6lnosci IFN-gamma.
Nastepujace obserwacje sg tego dowodem:

1) zwigkszony poziom IFN-gamma i IL-12 na poziomie
mRNA i biatka stwierdzono na modelach mysich,

2) myszy z nadekspresjg IFN-gamma w skoérze rozwijajg
zespot objawéw SLE skérnych i obecnosé anty-dsDNA,

3) poziomy IFN-gamma i IL-12 w surowicy pacjentéw
z SLE sa podwyzszone, szczeg6lnie u tych z aktyw-
ng chorobg i zajgciem nerek,

4) analiza mikrochipowa wykazuje zwigkszong ekspre-
sj¢ gendw regulowanych przez IFN-gamma,

5) podawanie pacjentom z chorobami autoimmunolo-
gicznymi lub limfoproliferacyjnymi IFN-gamma pro-
wadzito do rozwinigcia si¢ SLE,

6) podawanie IFN-gamma myszom powodowato za-
ostrzenia choroby,

7) podawanie antagonistow receptora lub przeciwciat
anty-IFN-gamma wydtuzalo przezycie,

8) delecja genu IFN-gamma lub jego receptora zapobie-
gata rozwojowi choroby.

Redukcja 50% ilosci produkowanego IFN byta wy-
starczajaca dla zapobiezenia rozwojowi SLE u myszy.
Skonstruowano czasteczke IFN receptora sprzgzonego
z regionem statym IgG1, by nada¢ dtuzszy okres péttr-
wania (ok. 40 godz.). Myszy, u ktérych profilaktycznie
podawano niewirusowy wektor o cechach inhibitora IFN-
-gamma, nie rozwijaly choroby. Dobry efekt uzyskano
tez u zwierzat z juz rozwinig¢tg chorobg. Nie jest jednak
mozliwe wskazanie doktadnie jednego procesu, na kt6-
ry wplyw ma IFN (Ag prezentacja, ekspresja MHC),
a odgrywajacego spustowg role w rozwoju SLE [13-16].
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Skroty uzywane w pracy: IFNy — interferon gamma,
IFNyR — receptor interferonu gamma, PBMCs — komor-
ki jednojqdrzaste krwi obwodowej, DLE — postac ogni-
skowa tocznia rumieniowatego, SCLE — postac podo-
stra skorna tocznia rumieniowatego, SLE — uktadowy
toczen rumieniowaty.
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