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Streszczenie

Celem pracy byto zbadanie przydatnosci okreslania stezenia rozpuszczalnego receptora interleukiny-6 (sIL-6R)
w ocenie ciezkosci choroby i wynikéw leczenia twardziny uktadowej (systemic sclerosis, SSc) za pomoca Srodkdw
immunosupresyjnych. U 17 kobiet z szybko postepujaca twardzing uktadowa stosowano doustnie cyklofosfamid
i prednison przez 6-60 mies. Stezenie sIL-6R w surowicy oznaczano metodg ELISA przed leczeniem i po leczeniu
oraz u 15 zdrowych kobiet (grupa kontrolna). Srednie stezenia sIL-6R w SSc przed leczeniem i po leczeniu byty istotnie
statystycznie wyzsze w poréwnaniu z kontrola, odpowiednio p<0,05 i p<0,001 Srednie stezenie sIL-6R u chorych
z SSc po leczeniu byto istotnie statystycznie wyzsze niz wartos¢ przed leczeniem (p<0,01). Stezenie sIL-6R dodatnio
korelowato ze wskaznikiem skin score przed leczeniem (p<0,05). Nie stwierdzono istotnych korelacji pomiedzy
stezeniem slL-6R a skin score po leczeniu, czasem trwania objawu Raynauda lub stwardnien skéry i dtugoscia terapii.
Wyniki te nie przemawiaja za oznaczaniem stezenia sIL-6R w surowicy w celu monitorowania efektéw leczenia SSc.

Stowa kluczowe: twardzina uktadowa, rozpuszczalny receptor interleukiny-6, leczenie.

Abstract

The aim of this study was to asses the usefulness of soluble interleukin-6 receptor (sIL-6R) concentration in assesment
of disease severity and treatment effects in systemic sclerosis (SSc) using immunosupressive agents. Seventeen
patients with rapidly progressive SSc were treated with oral cyclophosphamide and prednisone for 6-60 months. The
concentration of sIL-6R was measured by ELISA in the preatretment and posttreatment serum samples from the SSc
patients and from 15 healthy women as controls. Pretreatment and postretment mean level of sIL-6R was significantly
increased compared with normal controls, p<0.05 and p<0.001 respectively. Mean level of sIL-6R in SSc after treatment
was significantly increased compared with that of before therapy, p<0.01. Serum levels of sIL-6R correlated positively
with skin score before treatment (p<0.05). No correlation was found between sIL-6R levels and skin score after treatment,
Raynaud’s phenomenon or cutaneous sclerosis and therapy duration. These findings do not encourage the application
determination of sIL-6R concentration in serum for monitoring treatment effects in SSc.
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nia sugeruja, ze progresja choroby wiaze sie z uwalnia-
niem kaskady cytokin przez komérki zapalne naciekow

Twardzina uktadowa (systemic sclerosis, SSc) jest cho-  okotonaczyniowych we wczesnych stadiach choroby [1, 2].
roba tkanki t3cznej, w ktérej dochodzi do zmian naczynio-  Interleukina-6 (IL-6) wydaje sie odgrywac wazng role w pa-
wych i wtéknienia w skérze i narzadach wewnetrznych.  togenezie SSc, poniewaz pobudza proliferacje fibrobla-
Chociaz patogeneza SSc pozostaje nieznana, liczne bada-  stéw i synteze kolagenu [3], prowadzi do poliklonalnej ak-
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tywacji limfocytéw B (indukujac hipergammaglobuline-
mie i produkcje przeciwciat) i komérek T [4], zwieksza syn-
teze metaloproteinaz hamujacych kolagenaze, zatem
zmniejsza degradacje nowo tworzonej macierzy [5]. Zwiek-
szone stezenia IL-6 w surowicach chorych z SSc obserwo-
wano w badaniach wtasnych oraz innych badaczy [6-12].
Na role IL-6 jako wskaznika aktywnosci choroby wskazu-
je czestsza wykrywalnos¢ tej cytokiny we wczesnym sta-
dium choroby i przy szybkiej progresji zmian narzadowych
oraz zajeciu ptuc [6, 7, 9, 11]. Wykazano takze korelacje
stezenia IL-6 z rozlegtoscig stwardnien skéry [11, 12]. IL-6
wykazuje biologicznag aktywnosé w wyniku interakeji ze
swoistymi receptorami btonowymi obecnymi na po-
wierzchni komorek. Receptor btonowy IL-6 tworza 2 trans-
btonowe biatka: glikoproteina o masie 80 kDa (IL-6R,
gp 80) oraz glikoproteina o masie 130 kDa (gp 130) [13, 14].
Obie podjednostki sg obecne w formie rozpuszczalnej: siL-
-6R i sgp130 w wielu ptynach ustrojowych. Odwrotnie niz
wiekszos¢ rozpuszczalnych receptoréw, sIL-6R w potacze-
niu z IL-6 dziata agonistycznie, zachowujac zdolnos¢ do ta-
czenia z receptorami na komérkach docelowych i jedno-
czesnie zwieksza aktywnos¢ IL-6, wydtuzajac jej czas pot-
trwania w krazeniu [15-17].

Cel pracy

Zwiazek IL-6 z patogeneza twardziny uktadowej jest
dobrze udokumentowany, natomiast badania dotyczace
sIL-6R w tym schorzeniu sg nieliczne. Dlatego tez celem
pracy byto zbadanie w surowicy chorych z SSc stezenia
sIL-6R i ocena jego przydatnosci w okreslaniu ciezkosci
procesu chorobowego i monitorowaniu wynikéw leczenia
za pomoca Srodkéw immunosupresyjnych.

Materiat i metody

Badaniami objeto 17 kobiet z twardzing uktadowa ho-
spitalizowanych w Klinice Dermatologii SAM w Katowi-
cach lub leczonych w Przyklinicznej Poradni Dermatolo-
gicznej. Rozpoznanie ustalono w oparciu o kryteria Ame-
rykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego [18].
Do badania zakwalifikowano chore we wczesnym okresie
choroby —do 3 lat od poczatku wystgpienia stwardnien
skory, ktore w przesztosci nie otrzymywaty lekdw immu-
nosupresyjnych i/lub kortykosteroidéw. W latach
1996-2004 pacjentki byty objete obserwacja kliniczna
i okresowo hospitalizowane celem oceny progresji SSc.
U kazdej chorej oznaczano przeciwciata przeciwjadrowe
(antinuclear antibodies, ANA) i przeprowadzano doktadne
badania diagnostyczne pozwalajace na ocene zajecia na-
rzadow wewnetrznych. Badania ANA wykonywano posred-
nig metoda immunofluorescencji na komérkach Hep-2.
Metoda immunodyfuzji wobec ekstraktéw grasicy bada-
no przeciwciata przeciw antygenom z grupy ENA (Sm, RNP,
La, Ro, PM-Scl, Scl-70, Jo1, rybosomalne). Badania wyko-
nywano w Pracowni Badafn Immunologicznych Laborato-
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rium Specjalistycznego Nadzieja w Warszawie. Zmiany
w przetyku rozpoznawano na podstawie stwierdzenia
w badaniach radiologicznych zaburzen perystaltyki i/lub
wygtadzenia fatdéw btony sluzowej. O zajeciu ptuc Swiad-
czyta obecnosé obustronnych zmian wtéknistych w bada-
niu rentgenologicznym klatki piersiowej. Zmiany kardio-
logiczne o charakterze arytmii, zaburzen przewodnictwa
w badaniu EKG lub podczas elektrostymulacji przezprze-
tykowej i cechy niewydolnosci prawokomorowej, wtdrnej
do nadcisnienia ptucnego, rozpoznawano jako zajecie mie-
Snia sercowego w przebiegu SSc. Zajecie nerek przez pro-
ces chorobowy rozpoznawano na podstawie utrzymuja-
cego sie biatkomoczu i wspétistnienia nadcisnienia tetni-
czego. Zmiany miesniowe typu myositis, poza objawami
klinicznymi — ostabieniem i bélami miesni — diagnozowa-
no na podstawie zwiekszenia aktywnosci enzymow mie-
Sniowych (fosfokinazy kreatynowej i aldolazy) oraz odchy-
ler w badaniu elektromiograficznym i histopatologicznym.
Poza tym przeprowadzano rutynowe badania laboratoryj-
ne: OB, morfologie krwi, badanie ogélne moczu oraz wy-
konywano: odczyn Waalera-Rosego, latex-R, elektrofore-
tyczny rozdziat biatek surowicy i oceniano funkcje nerek.
Biorac pod uwage topografie stwardnien skory i przebieg
choroby, postugiwano sie najszerzej przyjetym podziatem
twardziny uktadowej na postac ze stwardnieniami ograni-
czonymi do odsiebnych czesci ciata (limited SSc, ISSc) oraz
postac uogdlniong (diffuse SSc, dSSc). Stan zajecia skory
okreslano, postugujac sie technika skin score opisang przez
Clementsa i wsp. [19]. W 10 okolicach ciata (twarz, klatka
piersiowa, brzuch, plecy, ramiona, przedramiona, rece, uda,
podudzia, stopy) manualnie oceniano mozliwos¢ ujecia
skory w fatd, przyjmujac 0-3-stopniowa skale (0 — brak
stwardnienia skory, 1 — lekkie stwardnienie, 2 — érednie
stwardnienie, 3 — duze stwardnienie skory). Skin score sta-
nowita suma przyznanych punktéw w poszczegélnych ba-
danych okolicach ciata, maksymalnie 30 pkt. Zaleznie
od danych klinicznych i wynikéw badan dodatkowych cho-
re kwalifikowano do leczenia immunosupresyjnego. Cha-
rakterystyke kliniczng chorych podano w tab. 1. W lecze-
niu stosowano cyklofosfamid w dawce 100 mg dziennie
w potaczeniu z prednisonem w dawce 30 mg dziennie.
Po uzyskaniu poprawy klinicznej (zmniejszenie stwardnien
skory, ztagodzenie dolegliwosci stawowo-miesniowych,
brak progresji zmian narzgdowych) leczenie kontynuowa-
no, stopniowo redukujac dawki. Czas terapii wynosit od 6
mies. do 5 lat, Srednio 29,9+17,3 mies. Poza tym w lecze-
niu stosowano leki naczyniowe (pentoksyfilina, preparaty
diosminy i hesperydyny) i witamine E.

U badanych chorych 2-krotnie oznaczano w surowicy
stezenie sIL-6R. Pierwsze badanie wykonywano przed roz-
poczeciem leczenia immunosupresyjnego, drugie — po
3 mies. od zakonfczenia powyzszego leczenia. Grupe kon-
trolng stanowity surowice uzyskane od 15 zdrowych kobiet
wybranych sposrod pracownikéw kliniki. Stezenie sIL-6R
w surowicy oznaczano metoda ELISA, uzywajac odczyn-
nikow R&D Systems Europe Ltd: Human Interleukin-6 So-
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Tab. 1. Charakterystyka kliniczna chorych z SSc zakwalifikowanych do leczenia immunosupresyjnego i kortykosteroidoterapii

Cecha ISScn=14 dSScn=3
wiek w latach 47,7+8,7 46,3+3,8
przedziat wieku 38-64 42-49
czas trwania objawu Raynauda 8,6+5,5 4427
przedziat czasowy w latach 2-20 2-7
czas trwania stwardnien skory 2,4+1,6 3,3%+2,5
przedziat czasowy w latach 1-5 1-6
skin score 13,3+1,6 19,7+2,5
rozrzut 11-15 17-22
zmiany narzadowe
przetyk 14 (100%) 3 (100%)
ptuca 10 (71,4%) 2 (66,7%)
serce 8 (57,1%) 2 (66,7%)
miesnie 1(7,1%) 2 (66,7%)
nerki nie stwierdzono nie stwierdzono
bole stawowe 9 (64,3%) 2 (66,7%)
markery immunologiczne
przeciwciata Scl 70 11 (78,6%) 2 (66,7%)
przeciwciata przeciw polimerazie Il RNA nie stwierdzono 1(33,3%)

przeciwciata przeciw polimerazie | RNA
przeciwciataciata przeciw fibrylarynie

nie stwierdzono
nie stwierdzono

2 (14,3%)
1(7,1%)

luble Receptor, Quantikine zgodnie z zaleceniami produ-
centa testu. Intensywnos¢ reakcji barwnej oceniano
w czytniku ELISA przy dtugosci fali 450 nm. Zakres pomia-
ru stezenia sIL-6R wynosit 31,2-2 000 pg/ml, czutos¢ 6,5
pg/ml), surowice rozciefczano w stosunku 1:40. Wszyst-
kie oznaczenia wykonywano w 2 powtérzeniach i do ana-
lizy statystycznej uzyto wartosci srednich.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej i scha-
rakteryzowano za pomoca Sredniej arytmetycznej i od-
chylenia standardowego. Istotnos¢ statystyczng Srednich
arytmetycznych stezenia sIL-6R pomiedzy poszczegdlny-
mi grupami badanymi okreslano za pomoca testu t-Stu-
denta. Stosujac analize regresji za pomoca wspétczynni-
ka korelacji prostoliniowej r, okreslano zwigzek stezenia
sIL-6R z czasem trwania objawu Raynauda oraz czasem
utrzymywania sie stwardnien skory. Wyniki byty ocenia-
ne jako znamienne statystycznie przy p<0,05.

Wyniki

Na ryc. 1. poréwnano $rednie stezenia sIL-6R u cho-
rych z SSc przed leczeniem (36,3+7,8 ng/ml) i po leczeniu
(47,1£15,1 ng/ml) ze Srednig w grupie kontrolnej (31,0+6,1
ng/ml). Srednie stezenie sIL-6R u chorych przed lecze-
niem jak i po leczeniu byto istotnie statystycznie wyzsze
w poréwnaniu ze stezeniem tego parametru u oséb zdro-
wych, odpowiednio p<0,05 i p<0,001. Srednie stezenie
sIL-6R u chorych po leczeniu byto istotnie statystycznie
wyzsze w poréwnaniu z wartoscia przed leczeniem
(p<0,01). Ryciny 2.-6. ilustruja stezenie sIL-6R w surowi-
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cy w zaleznosci od czasu trwania objawu Raynauda, cza-
su utrzymywania sie stwardnien skory, wskaznika skin
score przed leczeniem i po leczeniu immunosupresyjnym
oraz w zaleznosci od czasu trwania terapii. Stwierdzono
istotna statystycznie dodatnia korelacje pomiedzy steze-
niem sIL-6R w surowicy a wskaznikiem skin score przed le-
czeniem (p<0,05). Obserwowano takze tendencje do wyz-
szych wartosci stezenia sIL-6R u chorych z krotszym cza-
sem trwania objawu Raynauda, ale linijna analiza regresji
i korelacji nie wykazata istotnej statystycznie zaleznosci.
Nie stwierdzono natomiast zwigzku pomiedzy stezeniem
sIL-6R w surowicy a czasem utrzymywania sie stward-
nien skory przed leczeniem, skin score po leczeniu i cza-
sem trwania terapii.

50
45+
— 407 a-p< 0,05
£ .
» 3 SSc przed leczeniem
= poréwnano z grupa kontrolng
% 3
) b—p<0,001
2 SSc po leczeniu
82 poréwnano z grupg kontrolng
fog
7
154
c-p< 0,01
104 poréwnano SSc
przed leczeniem i po leczeniu

kontrola

SSc przed SSc po

leczeniem leczeniu

Ryc. 1. Stezenie sIL-6R w surowicy chorych z SSc przed i po
leczeniu immunosupresyjnym oraz w grupie kontrolnej
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Ryc. 2. Stezenie sIL-6R w surowicy przed leczeniem
immunosupresyjnym w zaleznosci od czasu trwania objawu
Raynauda
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Ryc. 4. Stezenie sIL-6R w surowicy przed leczeniem
w zaleznosci od skin score
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Ryc. 6. Stezenie sIL-6R w surowicy po leczeniu
immunosupresyjnym w zaleznosci od czasu trwania terapii

Omowienie

Rozpuszczalny IL-6R obecny w ptynach ustrojowych
jest tworzony w procesie proteolitycznego rozszczepienia
receptora btonowego (tzw. ztuszczanie) albo poprzez al-
ternatywny splicing mRNA [13]. Ekspresje IL-6R wykazu-
ja réznorodne komorki: aktywowane limfocyty T, komor-
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Ryc. 3. Stezenie sIL-6R w surowicy przed leczeniem
immunosupresyjnym w zaleznosci od czasu trwania
stwardnien skoéry

90 T=0,01
%0 i NS

70 e

60 b

50

sIL-6R (ng/ml)

40

30 »

20

10 T T T T T T T
8 9 10 1 12 13 14 15 16

skin score

Ryc. 5. Stezenie sIL-6R w surowicy po leczeniu

immunosupresyjnym w zaleznosci od skin score

ki B, monocyty/makrofagi, hepatocyty oraz granulocyty,
ale gtéwnym zrédtem tego receptora we krwi sg prawdo-
podobnie limfocyty [14]. Podwyzszone stezenie sIL-6R
w surowicy stwierdzono w przewlektych chorobach za-
palnych przebiegajacych z zaburzeniami dotyczacymi ko-
morek T, jak infekcja HIV, choroba Crohna, $rédmigzszo-
we choroby ptuc [20, 21]. Zdolnos¢ do uwalniania sIL-6R
maja réwniez komaérki niektérych linii nowotworowych:
biataczki limfocytéw T, raka jajnika, sutka, spiczaka [20, 21].
Liczne badania prowadzone nad sIL-6R Swiadczg o Scistej
zaleznosci pomiedzy stezeniem sIL-6R w surowicy i ak-
tywnoscig procesu chorobowego w powyzszych schorze-
niach [20-23]. W kolagenozach sIL-6R byt badany m.in.
w uktadowym toczniu rumieniowatym (SLE) i reumato-
idalnym zapaleniu stawow (RA), ale w obu schorzeniach
nie stwierdzono istotnej przydatnosci oznaczania steze-
nia tego receptora w surowicy w monitorowaniu aktyw-
nosci choroby [24-26]. Niektére doniesienia [27, 28] po-
twierdzaja jednak, ze podwyzszone stezenie sIL-6R w pty-
nie mazidwkowym moze stanowi¢ marker aktywnosci
choroby i odzwierciedla¢ nasilenie zmian stawowych w RA.
Dotychczasowe badania sIL-6R w twardzinie wykazaty, ze
jego stezenie jest podwyzszone zaréwno u chorych z po-
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stacig skorng, jak i uktadowa [11, 12, 29, 30]. W twardzi-
nie ograniczonej podwyzszone stezenie slIL-6R korelowa-
to ze stezeniem przeciwciat antyhistonowych klasy IgM,
obecnoscig czynnika reumatoidalnego, iloscig ognisk li-
nijnych i liczba zajetych okolic ciata [30]. Natomiast
w twardzinie uktadowej istotnie wyzsze stezenie sIL-6R
wykryto w postaci SSc [30]. Wtasne badania sugeruja, ze
sIL-6R podobnie jak sIL-2R i sTNFa.RI moze odgrywac ro-
le w ocenie aktywnosci i ciezkosci SSc [29]. Znaczaco wyz-
sze stezenia sIL-6R obserwowano w odmianie dSSc
i u chorych z szybkim postepem zmian uktadowych. Naj-
wyzsze wartosci stwierdzono u chorych z zajeciem mie-
$ni i nerek. Wykazana w obecnym badaniu dodatnia ko-
relacja pomiedzy stezeniem sIL-6R w surowicy a wskaz-
nikiem nasilenia zmian twardzinowych skéry skin score
rowniez potwierdza znaczenie sIL-6R w okreslaniu ciez-
kosci SSc. Hasegawa i wsp. [31] stwierdzili zwiekszong pro-
dukcje IL-6 i uwalnianie slIL-6R przez jednojadrowe
komorki krwi obwodowej chorych z SSc, ale stezenia obu
czynnikdw nie korelowaty wzajemnie ze soba. Stezenia
sIL-6R w nadsaczach hodowli komérkowych od chorych
na SSc korelowaty natomiast znaczaco z ciezkoscig zmian
wioknistych w ptucach. Poniewaz sIL-6R dziata agonistycz-
nie z IL-6, autorzy uwazaja, ze zwiekszona produkcja te-
go receptora przez komarki jednojadrowe krwi moze przy-
czyniac sie do wtdknienia ptuc w SSc. Jednakze we wcze-
Sniejszych badaniach [32] stezenie sIL-6R w surowicach
chorych z SSc nie korelowato ze zmianami ptucnymi.
Zwiekszona indukcja sygnatu IL-6R nie zawsze jest zwig-
zana z wtdknieniem ptuc, poniewaz na modelu alergicz-
nego zapalenia ptuc u myszy wykazano efekt ochronny
IL-6 przed procesem widknienia [33]. Istniejg takze dowo-
dy, ze kompleks I1-6-sIL-6R hamuje proliferacje fibrobla-
stow skory, co sugerowatoby mozliwosé jego zastosowa-
nia w leczeniu SSc [34]. Glikokortykosteroidy silnie hamu-
ja transkrypcje cytokin, w tym IL-6, jednakze jednoczesnie
zwiekszajg ekspresje IL-6R na btonach komaérkowych [24].
W badaniach in vitro deksametason silnie wptywat
na zwiekszenie uwalniania sIL-6R w hodowlach limfocy-
tow zaréwno zdrowych o0soéb, jak i chorych z aktywnym
SLE [24]. Odwrotne zjawisko obserwowano natomiast
w hodowlach komérkowych od chorych z aktywnym i nie-
aktywnym RA [24]. Znajduje to odzwierciedlenie u cho-
rych z RA leczonych glikokortykosteroidami, u ktérych
stwierdza sie obnizenie stezenia sIL-6R w surowicy [35].
Rdznice w generacji sIL-6R w SLE i RA w odpowiedzi na gli-
kokortykosteroidy dotychczas nie zostaty wyjasnione.
Woptyw glikokortykosteroidow na kompleks IL-6-sIL-6R ba-
dano jeszcze w oftalmopatii w przebiegu choroby Grave-
sa, gdzie stezenie sIL-6R uwaza sie za wazny wskaznik
procesu zapalnego [36]. Autorzy obserwowali znaczacy
spadek stezenia sIL-6R po leczeniu metyloprednisolonem
w grupie chorych, ktérzy odpowiadali na leczenie gliko-
kortykosteroidami. W badaniach nad wptywem lekéw
na stezenie sIL-6R w surowicy chorych z RA stwierdzono
takze znaczace obnizenie stezenia tego receptora po le-
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czeniu metotreksatem w poréwnaniu z terapig azatiopry-
na [33]. Wykrycie w obecnym badaniu podwyzszonych ste-
zen sIL-6R w SSc po leczeniu immunosupresyjnym
w aspekcie hamujacego wptywu kompleksu IL-6-sIL-6R
na proliferacje fibroblastéw skéry wydaje sie zjawiskiem
korzystnym, ale nalezy przeprowadzi¢ dalsze badania
w tym kierunku.

Whnioski

Dodatnia korelacja stezenia sIL-6R w surowicy ze
wskaznikem skin score przed leczeniem potwierdza przy-
datnosc okreslania stezenia tego czynnika w ocenie cigz-
kosci SSc.

Stwierdzenie wzrastajacych stezen sIL-6R w surowicy
po terapii immunosupresyjnej oraz brak korelacji pomiedzy
stezeniem tego parametru a skin score po leczeniu i cza-
sem trwania terapii nie przemawiajg za oznaczaniem ste-
zenia sIL-6R w celu monitorowania efektéw leczenia SSc.
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