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WYKAZ NAJCZESCIEJ) UZYWANYCH SKROTOW

ANA — przeciwciata przeciwjadrowe (antinuclear antibodies)

APP — pierwotnie zanikowa odmiana morphea (atrophoderma Pasini-Pierini)

CNP — peptyd natriuretyczny typu C (C-type natriuretic peptide)

CTGF — czynnik wzrostu tkanki tacznej (connective tissue growth factor)

DAF — czynnik przyspieszajacy rozklad (decay accelerating factor)

DM — odmiana gleboka morphea (deep morphea)

EC — komorki $rodbtonka (endothelial cells)

ECM — macierz pozakomorkowa (extracellular matrix)

FE — eozynofilowe zapalenie powiezi (fasciitis eosinophilica)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblast growth factor)

GAPDH - dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa (gliceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GM — postac¢ uogoélniona morphea (generalised morphea)

GVHD — choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft versus host disease)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor)

HIF — czynnik indukowany hipoksja (hypoxia inducible factor )

ICAM — czasteczka adhezji miedzykomorkowej (intracellular adhesion molecule)

IFN — interferon (interferon)

IGF — insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor)

IL — interleukina (interleukin)

IP-10 — biatko indukowane przez interferon gamma (interferon-gamma-inducible protein)

LM — postac¢ linijna morphea (linear morphea)

LoSSI — wskaznik rozleglos$ci, nasilenia i aktywnos$ci zmian skornych w morphea

(localized scleroderma skin severity index)

ISSc — posta¢ ograniczona twardziny uktadowej (limited systemic sclerosis)

MCP — blonowy kofaktor biatkowy (membrane cofactor protein)

MCDS — morphea typu ciecia szabla (morphea en coup de sabre)

MEP — odmiana plackowata morphea (morphea en plaques)

MMP — metaloproteinazy macierzy (matrix metaloproteinases)

n — liczebno$¢ grupy

NP — peptydy natriuretyczne (natriuretic peptides )

NT-proCNP —aminoterminalny odcinek CNP (amino-terminal fragment of pro-C-type natriuretic
peptide)

PBMC — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells)

PDGF — plytkopochodny czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor)



PIGF — tozyskowy czynnik wzrostu (placental growth factor )
RF — czynnik reumatoidaly (rheumatoid factor)
real-time PCR — reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real time polymerase

chain reaction)

TGF — transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor)

Th — limfocyty T pomocnicze (T helper)

TNF — czynnik martwicy guza (tumor necrosis factor)

SD — odchylenie standardowe (standard deviation)

sIL-R — rozpuszczalna forma receptora dla interleukiny (soluble interleukin receptor)

SLE — toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythematosus)

SSc — twardzina uktadowa (systemic sclerosis)

VCAM  — czasteczka adhezji komorkowej naczyn (vascular cell adhesion molecule)

VEGF — czynnik wzrostu srédblonka naczyn (vascular endothelial growth factor)

VEGFR  —receptor czynnika wzrostu srodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor
receptor)

VSCM — komorki migéni gtadkich naczyn (vascular smooth cell muscle)



1. WPROWADZENIE

Twardzina ograniczona (localized scleroderma, morphea) znana rowniez jako morphea jest
przewlekla, autoimmunizacyjng jednostka chorobowa o niewyjasnionej dotychczas etiologii,
charakteryzujaca si¢ zwloknieniem skory i tkanki podskérnej (Marzano AV 2003). W przeci-
wienstwie do twardziny uktadowej [systemic sclerosis (SSc)] w przebiegu morphea rzadko do-
chodzi do zajecia narzadow wewnetrznych, nie wystepuje objaw Raynauda, a przebieg choroby
i rokowanie sg zazwyczaj dobre. Nie rozstrzygnieto dotychczas kwestii, czy morphea i SSc to
catkowicie odrebne jednostki chorobowe, czy stanowia jedynie dwie odmiany tej samej choro-
by (Toledano C 2009). Jednak z uwagi na odmienny obraz kliniczny i przebieg choroby coraz
szersze grono ekspertéw z dziedziny dermatologii sugeruje, aby uzywac terminu morphea,

a nie twardzina ograniczona (Christen-Zaech S 2008, Nouri S 2013).

1.1. Epidemiologia

Morphea jest rzadka jednostka chorobowa. Na podstawie badania populacyjnego przeprowa-
dzonego przez Peterson i wsp. w Olmsted County (Minnesota, USA) w latach 1960-1993 okre-
slono czgstos¢ wystepowania choroby na 2,7 na 100 000 os6b na rok. Ponadto zaobserwowano
sredni wzrost zachorowalnosci o 3,6% rocznie (Peterson LS 1997). Choroba moze rozpoczynac
si¢ w kazdym wieku, jednak zdecydowanie najcz¢sciej diagnozowana jest pomiedzy 20., a 40.
rokiem zycia (Peterson LS 1997, Toledano C 2009). Wyjatkiem jest odmiana linijna morphea
(LM — linear morphea), ktorej poczatek przypada ponizej 18. roku zycia oraz odmiana gleboka
(DM — deep morphea) rozpoznawana najczesciej powyzej 46. roku zycia (Peterson LS 1997,
Beltramelli M 2010, Fett N 2011). Stosunek kobiet do m¢zczyzn okreslono na 2,6:1, za wyjat-
kiem LM, w ktorej zachorowania stwierdza si¢ rownie czesto u obu pici (Peterson LS 1997).
Czestos¢ wystepowania choroby w populacji dziecigcej nie jest doktadnie oszacowana. Najcze-
sciej podaje sig¢, ze sredni wiek zachorowania przypada na 8. rok zycia (Uziel Y 1994, Tollefson
MM 2007, Zulian F 2006, Christen-Zaech S 2008, Leitenberger JJ 2009, Toledano C 2009).

Za najczestszg postaé morphea uznaje si¢ odmiang plackowata (MEP — morphea en pla-
ques), ktora wystepuje u 56% pacjentow, LM stanowi 20%, odmiana uogolniona (GM — gene-
ralised morphea) 13%, a DM 11% (Peterson LS 1997). W przeciwienstwie do populacji oséb
dorostych, w przypadku populacji dziecigcej najczestsza podjednostka jest LM (65% do 87%),
znacznie rzadziej wystepuje MEP (10% do 26%) 1 GM (3% do 7%) (Uziel Y 1994, Marzano AV
2003, Zulian F 2006, Christen-Zaech S 2008).



1.2. Etiologia

Etiologia choroby pozostaje nieznana. Zwraca si¢ uwage na podtoze genetyczne, autoim-
munizacyjne oraz wplyw réznych czynnikoéw zewnetrznych takich jak: infekcje, leki, urazy,
promieniowanie rentgenowskie (Fett N 2011). Opisywano przypadki rodzinnego wystepo-
wania choroby oraz postaci wrodzone (Patrizi A 2000, Iranzo P 2001, Leitenberger JJ 2009).
Zwrécono uwage na zwigzek morphea z antygenami zgodnos$ci tkankowej: HLA-A3, B7,
DR2 (Kiihnl P 1989). W literaturze mozna odnalez¢ doniesienia na temat wspotwystepowania
morphea z innymi chorobami autoimmunizacyjnymi, takimi jak: toczen rumieniowaty ukta-
dowy [systemic lupus erythematosus (SLE)], bielactwo, zapalenie tarczycy typu Hashimoto,
pierwotna marskos¢ zotciowa, nuzliwos¢ migsni (Wong SS 1992, Majeed M 2000, Parra V
2003, Dervis E 2004, Gonzalez-Lopez MA 2006, Bonifati C 2006). Udowodniono zwigkszo-
ng czestos¢ ich wspdtwystepowania szczegdlnie u pacjentdow z GM (Leitenberger JJ 2009),
co nasuwa wniosek, ze ta grupa pacjentdow powinna by¢ uwazniej monitorowana w zakre-
sie wspotistnienia innych choréb autoimmunizacyjnych. Na podstawie badan populacyjnych
okreslono, iz czgstos¢ wystepowania choréb autoimmunizacyjnych w rodzinach pacjentow
z morphea jest wieksza niz w populacji ogolnej (Harrington CI 1989, Zulian F 2006, Leiten-
berger JJ 2009). Co ciekawe, obcigzony wywiad rodzinny w kierunku choréb autoimmuni-
zacyjnych wystepuje czesciej u pacjentow z GM (Zulian F 2006, Leitenberger JJ 2009).
U chorych na morphea opisywano incydentalnie epizody przejscia choroby w SSc (Birdi N
1993, Mayorquin FJ 1994). Niektorzy badacze sugeruja jednak, ze sa to przypadki wspotwy-
stepowania 2 choréb autoimmunizacyjnych (Soma Y 1993). Ponadto za potencjalnym ttem
autoimmunizacyjnym choroby przemawia obecnos¢ przeciwciat przeciwjadrowych [anti-nuc-
lear antibodies (ANA)] (podrozdziat 1.8), jakkolwiek ich znaczenie kliniczne pozostaje nie-
jasne. W kontek$cie czynnikow infekcyjnych zwrdcono uwage na wirus Epsteina-Barra, ospy
wietrznej, zapalenia watroby typu B i C (Spirer Z 1979, Longo F 1993, Mihas AA 2003, Soylu S 2009).
Najszerzej udokumentowano role¢ infekcji Borrelia burgdorferi. Po raz pierwszy ten potencjal-
ny zwigzek opisat Aberer i wsp. (Aberer E 1985, Aberer E 1987, Aberer E 1991). Od tego
czasu przedstawiono wiele sprzecznych doniesien naukowych. Pomimo, ze wsrdd pacjentow
europejskich stwierdzono zwigkszony odsetek infekcji Borrelia burgdorfei, badania przepro-
wadzone w Stanach Zjednoczonych nie potwierdzity tego zwigzku (Buechner SA 1993, Dillon
WI 1995, Wienecke R 1995, Eisendle K 2007). Na udzial Borrelia burgdorferi w etiologii
morphea wskazywaé moga specyficzne zdolnosci tej bakteri do bezposredniego wigzania si¢
z kolagenem typu I, co nastgpnie umozliwia wzrost i formowanie mikrokoloni (Zambrano MC
2004). W zwiazku z tym, obecnie w grupie pacjentow zamieszkujacych tereny endemiczne
boreliozy, jak i u tych, ktorzy podaja w wywiadzie ukgszenie przez kleszcza, rekomenduje
si¢ oznaczanie przeciwcial przeciwko Borrelia burgdorferi. Wérod czynnikoéw ryzyka twar-
dziny/choréb twardzinopodobnych wymieniono szereg lekow, w tym: D-penicylaming, wi-
taming K, tryptofan, bleomycyne, pentazocyng, meperydyne, balicatib (Morell A 1995, Pe-
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terson LS 1995, Peroni A 2008). Morphea moze tez powsta¢ w nastepstwie radioterapii
raka sutka u kobiet. Czesto$¢ wystgpowania takich zmian zostata oszacowana na 1 na 500
pacjentek (Davis DA 1996, Bleasel NR 1999). U wie¢kszosci z nich ogniska morphea poja-
wiaja si¢ w ciggu roku od zakonczenia radioterapii (Bleasel NR 1999, Akay BN 2010).
Zwrdcono réwniez uwage na znaczenie urazu, co ciekawe najczesciej u dzieci, szczegdlnie
w odmianie LM obejmujacej twarz (Zulian F 2006, Sommer A 2006, Christen-Zaech S 2008).
Ponadto, wystgpienie objawow eozynofilowego zapalenia powiezi [fasciitis eosinophilica
(FE), zespot Shulmana] czesto poprzedzone jest intensywnym wysitkiem fizycznym (Shulman
LE 1974, Jabtonska S 1975). Opisano wystapienie ognisk twardzinopodobnych w nastgpstwie
szczepien przeciwko gruzlicy, tezcowi—btonicy—krztu§cowi, $wince—odrze-rodzyczce, wiruso-
wemu zapaleniu watroby typu B (Torrelo A 2006, Kreuter A 2009). Réwniez w tych przy-
padkach zwraca si¢ raczej uwage na znaczenie urazu wywolanego szczepieniem, niz samych
szczepionek (Fett N 2011).

1.3. Podziat

Obecnie jednym z najczesciej stosowanych schematow klasyfikacji choroby jest podziat zapro-
ponowany przez Peterson i wsp. w 1995 roku (Peterson LS 1995), ktory w 2009 roku zostat
nieco zmodyfikowany przez Kreutera i wsp. (Kreuter A 2009).
Klasyfikacja zaproponowana przez Kreutera i wsp. obejmuje nastgpujace odmiany:
— posta¢ ograniczona
* odmiana plackowata — MEP (morphea en plaques)
* odmiana grudkowa
* odmiana pierwotnie zanikowa — APP (okreslana rowniez jako atrophoderma of Pa-
sini and Pierini)
— posta¢ uogdlniona
* odmiana rozsiana lub uogdlniona — GM (generalised morphea) (zaj¢cie co najmniej
3 anatomicznych okolic ciata)
+ eozynofilowe zapalenie powie¢zi — FE (fasciitis eosinophilica, zesp6t Shulmana)
» disabling pansclerotic morphea
— posta¢ linijna — LM (linear morphea)
* odmiana linijna konczyn (akralna)
* postepujacy potowiczy zanik twarzy (progressive hemifacial atrophy, zesp6t Parry-
Romberga)
* odmiana typu cigcia szablg (morphea en coup de sabre)

— posta¢ gleboka — DM (deep morphea)
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Peterson i wsp. wyodrebnili dodatkowo (Peterson LS 1995) podjednostke pecherzowsa cho-
roby, a do postaci ograniczonej zaliczyli odmiang guzkowa (bliznowcowa) oraz liszaj twardzi-
nowy — LS (lichen sclerosus). Ponadto wielu autor6w zwraca uwagg na wystepowanie postaci
mieszanych twardziny, czyli wspotwystepowania MEP z LM, MEP z DM oraz GM z LM (Pe-
terson LS 1997, Marzano AV 2003, Zulian F 20006).

1.4. Obraz kliniczny

Najczestsza postacig kliniczng choroby jest MEP. Wg Peterson 1 wsp. rozpoznaje si¢ ja u 56%
badanych pacjentow. Najczestsza lokalizacjg anatomiczng MEP jest tulow. Poczatkowo stwier-
dza si¢ jedng lub wigcej plam rumieniowych lub rumieniowo-obrzgkowych o $rednicy powyzej
1 cm. Z czasem w miejscu ust¢pujacego rumienia pojawia si¢ porcelanowobiala, woskowozot-
ta blaszka, w poczatkowej fazie choroby otoczona sinofiotkowa obwddka zapalng (ang. lilac
ring). Blaszki nie maja tendencji do ustgpowania, przecietnie utrzymuja si¢ 2,5-5 lat, po czym
ulegaja atrofii, hiperpigmentacji i/lub hipopigmentacji, a ponadto dochodzi do zaniku przydat-
kow skory (Jabtonska S 1975, Peterson LS 1995, Petrson LS 1997, Tuffanelli D 1998, Chung
L 2000).

Odmiana grudkowa charakteryzuje si¢ obecnoscig licznych, drobnych (o $rednicy ponizej 1 cm)
grudek zlokalizowanych glownie na tulowiu. Odmiana ta przypomina, jak réwniez czg¢sto
wspotwystepuje z liszajem twardzinowym. W niektorych przypadkach dopiero wynik badania
histopatologicznego, w ktorym nie stwierdza si¢ typowych dla liszaja twardzinowego obja-
wow takich jak: zanik naskoérka czy rogowacenie mieszkowe, pozwala na rozrdznienie tych
dwoch jednostek chorobowych (Jabtoniska S 1975, Tuffanelli D 1998, Vierra E 1999, Toledano
C 2008, Kim DH 2009).

APP zostata opisana jako odrebna jednostka chorobowa przez Pasiniego w 1923 roku,
natomiast opis choroby zostal uzupetniony przez Pieriniego i Vivioli w 1936 roku. Jednakze
pierwsze doniesienia pochodzg od Jeanselme i wsp. z 1903 roku i Brocqa 1 Ferneta z 1909
roku. Obecnie odmiana ta jest powszechnie znana jako atrophoderma Pasini-Pierini. Wérdd
wielu autorow okreslana jest jako poronna odmiana morphea. Ogniska zlokalizowane sg glow-
nie symetrycznie na tulowiu 1 proksymalnych odcinkach konczyn, aczkolwiek moga rowniez
wystepowac jednostronnie lub lokalizowaé¢ si¢ wzdhuz przebiegu nerwu. Przybieraja postacé
owalnych lub okraglych blaszek o sinofiotkowym Iub brunatnym zabarwieniu, sa zaglebione,
ostro odgraniczone od otoczenia, nie ulegaja stwardnieniu. Dla podkreslenia wyraznego od-
graniczenia ognisk wprowadzono okreslenie ,,objawu urwiska” (ang. cliffdrop). W ponad 20%
przypadkow stwierdza si¢ wspotwystepowanie typowych ognisk morphea w innych czeéciach
ciata. Niektorzy autorzy wyrdzniaja ponadto posta¢ powierzchowng morphea, ktora klinicznie
charakteryzuje si¢ obecno$cig przebarwionych ognisk, bez stwardnienia, badz zaniku, zloka-
lizowanych przede wszystkim w okolicach wyprzeniowych, takich jak pachy czy pachwiny.

W odroznieniu od APP, w obrazie histopatologicznym cechy zwldknienia sa ograniczone do
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gornych warstw skory wlasciwej (opis histopatologiczny przedstawiono w podrozdziale 1.5).
Natomiast wedtug innych autoréw posta¢ powierzchowna morphea jest synonimem APP (Ja-
blonska S 1962, Peterson LS 1995, Kencka D 1995, Tuffanelli D 1998, McNiff JM 1999, Ja-
cobson L 2003, Jabtoniska S 2004, Chung L 2006, Kreuter A 2012).

Odmiana GM wystepuje u ok. 13% pacjentoéw z morphea. Wg Laxera i1 Zuliana dla posta-
wienia diagnozy GM niezbgdna jest obecnos¢ czterech lub wiecej stwardniatych ognisk o $red-
nicy powyzej 3 cm, obejmujacych dwie lub wiecej z siedmiu okolic anatomicznych takich jak:
glowa/szyja, prawa konczyna gorna, lewa konczyna gorna, przednia czes$¢ tulowia, tylna czesé¢
tutowia, prawa konczyna dolna, lewa konczyna dolna. Natomiast wedtug Kreutera i wsp. musi
doj$¢ do zajecia co najmniej 3 okolic anatomicznych. Wykwity najczesciej lokalizuja si¢ w ob-
rebie tutowia i ud. Blaszki maja tendencje do zlewania si¢ ze soba, obejmujac rozlegte obszary
ciata. Pomimo rozleglego zajecia skory rzadko dochodzi do zajgcia narzadéw wewngtrznych,
ale u chorych z odmiang GM cze¢sciej wystepuja bole stawowe 1 migsniowe oraz ostabienie.
Brak objawu Raynauda, stwardnienia palcow rak oraz zajecia narzadow wewnetrznych pozwa-
la na réznicowanie GM z SSc (Marzano AV 2003, Laxer RM 2006, Christen-Zaech S 2008,
Kreuter A 2009, Fett N 2011).

FE zostato po raz pierwszy opisane przez Shulmana w 1974 roku. Choroba dotyczy przede
wszystkich starszych osob pici zenskiej i mtodych osob dorostych, a w potowie przypadkow jej
wystapienie poprzedzone jest intensywnym wysitkiem fizycznym. Proces wtoknienia pierwot-
nie dotyczy powigzi. Symetryczne, bolesne obrzeki lokalizujg si¢ najczesciej na konczynach,
oszczedzajac rece 1 stopy. Poczatkowo skora objeta procesem chorobowym staje si¢ ciastowata,
ale szybko twardnieje i staje si¢ $cisle zwigzana z lezacymi ponizej tkankami, co przypomina
obraz ,,skorki pomaranczy”. Jednym z charakterystycznych objawoéw spotykanych w tej od-
mianie morphea jest tzw. ,,objaw bruzdy” (ang. groove sign), ktory oznacza linijne zagtgbienie
wzdhuz przebiegu powierzchownych naczyn zylnych, wynikajace ze wzglednego ominigcia
przez proces widknienia obszaréw okotonaczyniowych. Nie stwierdza si¢ objawu Raynauda.
Zmianom skornym towarzyszy eozynofilia obwodowa i tkankowa, hipergammaglobulinemia
oraz przyspieszony odczyn opadania krwinek czerwonych. Odmiana ta moze by¢ zwigzana ze
schorzeniami hematologicznymi (Shulman LE 1975, Varga J 1997, Chung L 2006).

Unikalng i bardzo rzadka odmiang postaci uogoélnionej jest disabling pansclerotic morphea.
Ta potencjalnie okaleczajaca choroba typowo rozpoczyna si¢ u dzieci ponizej 14 roku zycia.
Poczatek choroby jest gwattowny. Stwardnienia poczatkowo obejmuja wyprostne powierzch-
nie konczyn, ale w pozniejszym okresie moze doj$¢ do zajecia rozleglych czesci ciata, z omi-
nigciem palcéw rak i stop. Procesem stwardnienia objete sg: skora, tkanka podskoérna, powiez,
miesnie 1 kosci. Odmiang t¢ charakteryzuje brak tendencji do regresji zwioknien, co prowadzi
do powiktan w postaci: przykurczow w stawach, dolegliwosci bélowych stawow, osteoporozy,
ograniczenia ruchomosci klatki piersiowej, niegojacych si¢ owrzodzen skory. Osoby dotknigte
ta odmiang choroby znajduja si¢ w grupie ryzyka zwigkszonej zachorowalnosci na raka kolczy-

stokomorkowego skory. Ponadto odmianie tej towarzyszg silne dolegliwosci bélowe, co mozna
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wigzaé z zajeciem przez proces chorobowy zakonczen nerwowych zlokalizowanych w skorze
(Diaz-Perez JL 1980, Vierra E 1999, Maragh SH 2005, Wollina U 2007, Fett N 2011, Kreuter A
2012).

LM jest najczestszg odmiang morphea u dzieci. Moze obejmowaé konczyny, twarz, gto-
we owlosiong. Czesto wspotwystepuje z odmiang grudkowa i MEP. LM konczyn charakte-
ryzuje si¢ obecnoscig linijnego stwardnienia, zazwyczaj z towarzyszaca hiperpigmentacja,
ktoére moze obejmowac skore, tkanke podskorna, powiez, migsnie, a nawet kosci. Ogniska sg
najczesciej pojedyncze i jednostronne, moga by¢ zlokalizowane wzdhuz linii Blaschko. Po-
wiktaniem tej odmiany morphea moze by¢ ograniczenie ruchomos$ci w stawach, zwigzane
z przykurczami dermatogennymi, szczegolnie gdy ognisko stwardnienia przekracza granice
stawu. Gdy choroba pojawia si¢ w wieku dziecigcym istnieje ryzyko ograniczenia wzrostu
oraz skrocenia dhugosci konczyny. Okoto 13% pacjentow zglasza dolegliwosci bolowe stawow,
ktoére moga dotyczy¢ stawow zlokalizowanych na obszarach nieobjetych procesem zwtdknie-
nia (Tuffanelli D 1998, Vierra E 1999, Zulian F 2005, Chung L 2006, Christen-Zaech S 2008,
Weibel L 2008, Fett N 2011, Kreuter A 2012).

Szczegdlng odmiang LM jest MCDS. Ta nieco historyczna nazwa wigze si¢ z tym, iz obraz
kliniczny przypomina blizn¢ powstalg po uderzeniu szablg. Ma posta¢ linijnego stwardnienia
zlokalizowanego w okolicy czotowo-ciemieniowej glowy, typowo przebiegajacego jednostron-
nie, pionowo od poziomu brwi do owlosionej skory glowy. Zajecie skory glowy owtlosionej
objawia si¢ lysieniem bliznowaciejacym. Ognisko stwardnienia moze rozszerzy¢ si¢ obejmu-
jac: nos, policzki i gorng wargg. Odmiana ta wigze si¢ z licznymi powiktaniami neurologicz-
nymi, takimi jak: napady padaczkowe, bole glowy, neuropatie obwodowe, zapalenie médzgu,
malformacje naczyniowe, udary, nieprawidtowosci w obrazie rezonansu magnetycznego oraz
w obrazie elektroencefalograficznym. Powiktania okulistyczne obejmuja: zapalenie spojowek,
zapalenie nadtwardowki, sucho$¢ oczu, wytrzeszcz, porazenie mi¢$ni ocznych. Ponadto moze
dojs$¢ do utraty brwi, rzes, tysienia bliznowaciejacego, a takze nieprawidlowosci w uzebieniu
(Peterson LS 1995, Tuffanelli D 1998, Soma Y 1998, Vierra E 1999, Stone J 2001, Zulian F
2004, Chung L 2006, Tollefson MM 2007, Kreuter A 2012).

Postepujacy potowiczy zanik twarzy zwany rowniez zespotem Parry-Romberga jest od-
miang LM pierwotnie obejmujaca tkanke podskorng, migsnie oraz kosci. W przeciwienstwie
do MCDS w odmianie tej rzadko stwierdza si¢ widknienie skéry. Ponadto objawy najczescie)
dotycza dolnej potowy twarzy. Jednoczesne wspotwystepowanie MCDS i postepujacego po-
towiczego zaniku twarzy jest czeste i dotyczy ok. 40% pacjentow. Niewatpliwie jest to jedna
z najcigezszych odmian morphea, ktéra moze doprowadzi¢ do powaznych deformacji twarzy,
a takze zaburzen neurologicznych podobnych do opisywanych w MCDS. Ponadto wg niekto-
rych autorow zespot Parry-Romberga i MCDS stanowig dwie odmiany tego samego procesu
chorobowego (Peterson LS 1995, Tuffanelli D 1998, Vierra E 1999, Orozco-Covarrubias L
2002, Btaszczyk M 2003, Zulian F 2004, Sommer A 2006, Zulian F 2006, Tollefson MM 2007,
Kreuter A 2012).
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DM jest najrzadsza z odmian morphea (ponizej 5% chorych). Stwardnienia obejmuja tkan-
ke podskérna, powiez i/lub miesnie. Posta¢ ta charakteryzuje si¢ obecnos$cig niewyraznie od-
graniczonych, stwardniatych ognisk, $cisle zwigzanych z ponizej lezacymi tkankami. W odroz-
nieniu od MEP, ogniska DM sga raczej rozlane, stabiej odgraniczone i nie wykazuja tendencji do
uktadu linijnego. Posta¢ gleboka charakteryzuje si¢ obecno$cig stwardnien, najczesciej zlokali-
zowanych symetryczne na konczynach (Peterson LS 1995, Vierra E 1999, Kreuter A 2009).

Niektorzy autorzy wyrdzniaja jeszcze inne, znacznie rzadsze odmiany morphea, takie jak
odmiana pecherzowa (bullous morphea), ktéra moze towarzyszy¢ kazdej z powyzej opisanych
postaci choroby. Typowym objawem sg dobrze napi¢te, podnaskorkowe pecherze. Uwaza sie,
ze powstanie pecherzy moze by¢é uwarunkowane: urazem, zamkni¢ciem naczyn chtonnych
przez zwldknienie otaczajacych tkanek, wspotistniejaca autoimmunizacjg wobec biatek struk-
turalnych polaczenia skorno-naskorkowego lub uwalnianiem gléwnego biatka zasadowego
z eozynofili (Daoud MS 1994, Tuffanelli D 1998, Vierra E 1999, Rencic A 2002, Kavala M
2007).

Niewatpliwie do jednej z rzadszych odmian zalicza si¢ rowniez posta¢ guzkowa (nodular
morphea), znang tez jako odmiana bliznowcowa (keloid morphea). W odmianie tej zmiany
skérne przybieraja posta¢ twardych guzkow przypominajacych keloidy. Najbardziej typowa
lokalizacja jest klatka piersiowa. W postawieniu rozpoznania pomocna jest obecnos$¢ typowych
ognisk morphea w innej okolicy ciata, jak rowniez wynik badania histopatologicznego, w kto-
rym stwierdza si¢ brak proliferacji komérkowej charakterystycznej dla keloidu. Co ciekawe
odmiana guzkowa moze towarzyszy¢ zarowno morphea, jak i SSc (Jabtonska S 1975, Krell JM
1995, Vierra E 1999).

1.5. Rozpoznanie

Z uwagi na charakterystyczny obraz kliniczny diagnoza moze by¢ postawiona na podstawie
badania przedmiotowego (Peterson LS 1995, Vierra E 1999, Chung L 2006, Christen-Zaech
S 2008). Aczkolwiek biopsja skory zmienionej chorobowo i badanie histologiczne pozosta-
ja nadal ,,ztotym standardem” w diagnostyce zmian o niejasnym obrazie klinicznym (Vierra
E 1999, Kreuter A 2009). W przeciwienstwie do zréoznicowanego obrazu klinicznego, obraz
mikroskopowy w kazdej postaci morphea jest podobny (Kreuter A 2009). W odmianach LM,
DM, GM biopsja powinna obejmowac skore i tkanke podskorna, a nawet glebsze struktury
takie jak powiez, czy migsnie. Ma to na celu uwidocznienie rozlegtosci procesu chorobowe-
go. W obrazie mikroskopowym, co pozostaje zgodne z obrazem klinicznym, mozna wyrdznié¢
dwie fazy choroby: wczesng faze zapalenia oraz pdzng faz¢ zwldknienia. Zmiany wczesne
charakteryzuja si¢ obecno$cig nacieku zapalnego ztozonego gtéwnie z limfocytow, z do-
mieszka: plazmocytow, granulocytow, histiocytow oraz eozynofili zlokalizowanego w obrg-
bie powierzchownego 1 glebokiego splotu naczyniowego. Typowy jest gesty naciek zapalny

na granicy skory witasciwej i1 tkanki podskornej. Ponadto stwierdza si¢ obrzek i pogrubienie
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wlokien kolagenowych oraz obrzmienie komorek $rdédbtonka. Duze obszary tkanki thuszczo-
wej zostaja zastgpione wiltoknami kolagenowymi. Naskorek pozostaje niezmieniony, badz
atroficzny. Ostatecznie dochodzi do proliferacji tkanki tacznej, kosztem tkanki thuszczowe;j.
Migdzy pogrubiatymi i utozonymi réwnolegle do powierzchni naskorka wtdknami kolageno-
wymi widoczne sg pojedyncze fibroblasty, nie stwierdza si¢ natomiast komorek zapalnych.
Dochodzi do zaniku gruczoldéw tojowych, a ekrynowe gruczoty potowe sg ,,wypychane” do
powierzchownych warstw skoéry wilasciwej przez odkladany ponizej, nowo syntetyzowa-
ny kolagen. Mieszki wlosowe rowniez ulegaja zanikowi, z zachowaniem wylacznie migéni
przywtosnych. Liczba naczyn krwiono$nych ulega zmniejszeniu, a ich $wiatlo ulega szczeli-
nowatemu zwezeniu. Sie¢ wiokien elastycznych pozostaje niezmieniona, co pozwala na roz-
nicowanie morphea z liszajem twardzinowym. W odmianach LM, DM, FE procesem zapal-
nym i wioknieniem objete sg rowniez przegrody tacznotkankowe tkanki thuszczowej, powiez
1 mig$nie poprzecznie prazkowane (Jabtonska S 1975, Vierra E 1999, Chung L 2006, Kreuter A
2012). Pomimo tego, ze obraz histopatologiczny morphea i SSc jest bardzo zblizony i trudny do
zrdznicowania, istniejg pewne cechy histopatologiczne, ktore spotyka si¢ czesciej w morphea,
takie jak: bardziej obfite nacieki zapalne, nasilong atrofi¢ naskorka, okotonerwowe nacieki za-
palne oraz rozlane wtdknienie obejmujace warstwe brodawkowata skory wiasciwej (Kreuter A
2009, Succaria F 2013).

W podstawowych badaniach laboratoryjnych mozna obserwowa¢ pewne odchylenia, szcze-
gblnie w okreslonych odmianach morphea. Dla FE, jak wspomniano powyzej, typowa jest
eozynofilia i hypergammaglobulinemia oraz przyspieszony odczyn opadania krwinek czerwo-
nych. Hypergammaglobulinemia wystepuje ponadto u 50% pacjentéw z LM i moze korelowaé
z nasileniem przykurczu stawow (Falanga V 1986, Tuffanelli D 1998, Zulian F 2005, Mimura
Y 2005, Chung L 2006). Ponadto pacjenci z odmiang akralng LM, u ktorych procesem choro-
bowym objete sg stawy, czesto prezentuja podwyzszone wartos$ci czynnika reumatoidalnego
[rheumatoid factor (RF)] (Vierra E 1999). Pewne odmiany morphea wymagaja bardziej wni-
kliwej diagnostyki i wspolpracy ze specjalistami z innych dziedzin. Szczegdlnie dotyczy to
pacjentéw z MCDS i postepujacym potowiczym zanikiem twarzy u ktorych, z uwagi na poten-
cjalne ryzyko zajecia uktadu nerwowego, zaleca si¢ wykonanie rezonansu magnetycznego oraz
badania elektroencefalograficznego. Pomimo faktu, iz pacjenci czgsto nie zglaszaja objawow
neurologicznych, badania obrazowe pozwalaja na zidentyfikowanie takich nieprawidtowosci,
jak zanik warstwy korowej mozgu czy zwapnienia podkorowe (Gambichler T 2001, Btasz-
czyk M 2003, Sommer A 2006, Christen-Zaech S 2008). Ponadto rezonans magnetyczny, badz
tomografia komputerowa moga by¢ pomocne przed zaplanowanym leczeniem chirurgicznym
chorych z nasilonymi deformacjami twarzoczaszki w przebiegu MCDS czy postgpujacgo po-
towiczego zaniku twarzy (Kreuter A 2012). Wykonanie badan obrazowych jest rowniez wska-
zane u chorych z odmiang akralng LM w celu potwierdzenia lub wykluczenia zajecia uktadu
migsniowo-szkieletowego. Metoda rezonansu magnetycznego zostata rowniez wykorzystana

wuwidocznieniu gigbokosci nacieku w diagnostyce FE (al-Shaikh A 1994). Chorzy z postaciami
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linijnymi zlokalizowanymi na twarzy i owlosionej skorze gtowy powinni zosta¢ skonsultowani
przez neurologa i okuliste (Chung L 2006). Postuluje si¢ rowniez przydatno$¢ ultrasonografii
wysokiej czgstotliwosci do oceny zmian skornych w przebiegu morphea. Z pozostatych badan
wykorzystywanych na razie gtownie w badaniach klinicznych wymieni¢ nalezy: elastometrig,
termografie i dopplerowska laserowg ocene przeptywow (Kreuter A 2009).

Roézne grupy badaczy wykorzystuja w badaniach klinicznych skale oceny klinicznej
choroby. Jedna z najbardziej znanych skal, powszechnie wykorzystywang w diagnostyce
SSc, jest skala oceny grubosci skory Rodnana (RSS — Rodnan skin score) 1 jej pdzniejsza,
zmodyfikowana wersja zwana tzw. ,,zmodyfikowang skala Rodnana” (Clements P 1995).
Niestety skala ta nie uwzglednia wszystkich aspektow charakterystycznych dla morphea.
W 2008 roku Arkachaisri i wsp. opracowali metode oceny ciezkosci przebiegu choroby
w oparciu o wskaznik rozlegtosci, nasilenia i aktywno$ci zmian skoérnych w morphea [lo-
calized scleroderma skin severity index (LoSSI)], ktory po roku zostal zmodyfikowany
przez tych samych autoréow [modified localized scleroderma skin severity index (mLoSSI)].
Ten ostatni zostal poddany walidacji. Poprzez oceng rozlegtosci zmian skornych, rumie-
nia, grubosci skory objetej procesem chorobowym oraz obecnos$ci nowych ognisk choro-
bowych w 14 lokalizacjach anatomicznych ustala si¢ nasilenie i aktywno$¢ zmian skornych
w przebiegu morphea. W 2010 roku ta sama grupa badaczy wprowadzita druga ze skal, zwang
skalg oceny uszkodzenia skory [localized scleroderma skin damage index (LoSDI)]. Autorzy
zalecaja korzystanie z obu skal celem oceny przebiegu choroby (Arkachaisri T 2008, Arkacha-
isri T 2009, Arkachaisri T 2010).

1.6. Rokowanie i przebieg

Morphea ma przewlekly i trudny do przewidzenia przebieg. Wspotczynnik przezycia jest po-
rownywalny z populacja 0sob zdrowych. Peterson i wsp. na podstawie badania populacyjnego
okreslili, ze sposrod 82 pacjentéw z morphea 11% rozwinglo pewien stopien niepetnospraw-
nosci. Wigkszos$¢ z tej grupy stanowili pacjenci z DM (Peterson LS 1997). W odmianie MEP
zmiany skorne u ok. 50% chorych wykazuja tendencj¢ do samoistnego ustgpowania po okresie
3-5 lat. Zmiany wtérne w postaci hiperpigmentacji, hipopigmentacji, badz atrofii sg trwate
(Christianson HB 1956, Falanga V 1986, Peterson LS 1995). W przypadku odmiany LM, GM,
DM czas trwania choroby jest dtuzszy, przecigtnie wynosi on 5,5 roku (Kreuter A 2009). Opi-
sywane sg nawroty. Trwate sg takze powiklania odmiany akralnej LM, takie jak: przykurcze
w stawach, zaniki mig¢sni, powiklania neurologiczne i okulistyczne (Zulian F 2005, Tollefson
MM 2007, Christen-Zaech S 2008, Kreuter A 2012).

Ryzyko przej$cia morphea w SSc jest niskie, okreslone na 0,9-5,7% zachorowan (Zulian F
2004). Christianson 1 wsp. opisali taki proces u 2 z grupy 235 chorych na morphea (Christian-
son HB 1956). Z kolei Falanga 1 wsp. przebadali 53 chorych na LM. Na podstawie 10-letniej

obserwacji nie stwierdzili przejscia w SSc u zadnego z pacjentéw (Falanga V 1986). Dotych-
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czas nie rozstrzygnieto jednoznacznie, czy pacjenci z morphea sa w grupie podwyzszonego
ryzyka zachorowania na SSc. W literaturze odnalez¢ mozna doniesienia sugerujace wspotist-
nienie morphea z SSc. W badaniu, przeprowadzonym przez Curtisa i Jansena, stwierdzono
SSc u 6 sposroéd 106 chorych na morphea (Curtis AC 1958). Jablonska opisata wspotistnienie
tych dwoch jednostek chorobowych u 6 sposrod 253 chorych na morphea (Jabtonska S 1975).
Z kolei Soma i wsp. stwierdzili obecnos¢ typowych ognisk o charakterze morphea u 9 sposrod
135 chorych na SSc (Soma Y 1993). O ile ryzyko przejscia morphea w SSc jest niewielkie, to
u niektorych chorych moga pojawié si¢ rozne objawy uktadowe. Do najczesciej spotykanych
nalezg dolegliwosci bolowe stawoéw (Christianson HB 1956, Uziel Y 1994). Zulian i wsp. na
podstawie duzego badania retrospektywnego obejmujacego grupe 750 dzieci chorych na mor-
phea okreslili, ze u 22% wystgpowaty objawy ukladowe, takie jak: stawowe (47% chorych),
neurologiczne (17% chorych), naczyniowe (9% chorych), oczne (8% chorych), dotyczace
przewodu pokarmowego (6% chorych), oddechowe (2,6% chorych), kardiologiczne 1 nerkowe
(po 1% chorych) (Zulian F 2005). Grupa polskich badaczy wykazata szereg nieprawidlowosci
kardiologicznych w grupie 43 dzieci chorujacych na morphea. Odchylenia te obejmowaty za-
réwno nieprawidlowosci w zapisie EKG, jak rowniez w badaniu echokardiograficznym. Dzieci
w grupie badanej byly lzejsze i nizszego wzrostu niz dzieci z grupy kontrolnej (Rokicki W
1997). Wyniki powyzszych badan pozostaja zgodne z doniesieniami innych autorow, ktorzy
réwniez opisywali zaburzenia czynnosciowe pracy serca w grupie dorostych chorych na mor-
phea, aczkolwiek odchylenia te nie dawaly objawow czy dolegliwosci klinicznych i nie wy-
magaly leczenia (Lee P 1993). Doktadna diagnostyka pozwala na wykrycie u cz¢séci chorych
nieprawidtowosci w zakresie przewodu pokarmowego, badz uktadu oddechowego, aczkolwiek
zmiany te najczesciej s3 bezobjawowe i nie maja znaczenia klinicznego (Diaz-Perez JL 1980,
Laxer RM 1997).

1.7. Patogeneza

Wigkszo$¢ badan 1 doniesien naukowych na temat patogenezy choroby dotyczy SSc. Uszko-
dzenie komorek srodbtonka [endothelial cells (EC)], zaburzenia immunologiczne i aktywacja
fibroblastow doprowadzaja do zasadniczego zjawiska patologicznego jakim jest wtoknienie tka-
nek. Nadal niewyjasnione pozostaje pytanie, co jest czynnikiem inicjujagcym kaskade zjawisk
patologicznych w morphea (Vierra E 1999, Chung L 2006, Varga J 2007, Gupta RA 2007).
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1.7.1. Uszkodzenie komorek srodbtonka

Najwczesniejszym zjawiskiem w patogenezie morphea jest aktywacja i uszkodzenie EC (Ka-
haleh MB 1979, Sgonc R 1996). Konsekwencja tego zjawiska jest obliteracja matych naczyn
krwiono$nych oraz uwolnienie antygenow komorkowych, co moze by¢ czynnikiem spusto-
wym dla proceséw zapalnych 1 autoimmunologicznych (Kahaleh MB 2004). Biopsje skory
zmienionej chorobowo pobrane w fazie zapalnej wykazuja obrzegk 1 pobudzenie EC, pogrubie-
nie $cian naczyn krwionos$nych nacieczonych komoérkami zapalnymi, przede wszystkim limfo-
cytami, ale rowniez makrofagami, mastocytami i eozynofilami (Kobayasi T 1985, Helmbold P
2004, Kowalewski C 2005). W pozniejszych stadiach choroby obserwuje si¢ zwielokrotnienie
btony podstawnej 1 zmniejszenie gestosci naczyn, co moze wynikac z apoptozy EC. Za pomo-
ca mikroskopii konfokalnej potwierdzono wzmozong angiogeneze¢ w fazie zapalnej choroby,
natomiast w obrebie starszych, ,,nieaktywnych” wykwitéw (faza zwldknienia) widoczne sg po-
wiekszone naczynia krwiono$ne o nieregularnym rozkladzie (Kowalewski C 2005).

Ponadto zwrdcono uwage na zaburzenia w zakresie czynnikow majacych wptyw ochron-
ny na EC, do ktorych nalezg miedzy innymi: blonowy kofaktor biatkkowy [membrane cofac-
tor protein (MCP)] oraz czynnik przyspieszajacy rozktad [decay accelerating factor (DAF)].
Czynniki te obecne sa w EC, a poprzez regulacje aktywnosci dopetniacza chronig EC przed
zaleznym od niego zniszczeniem. Venneker 1 wsp. udowodnili, ze w ogniskach chorobowych
morphea poziom tych protekcyjnych czynnikow jest niewykrywalny lub znacznie obnizony
(Venneker GT 1994). Zwraca si¢ rowniez uwage na znaczenie wolnych rodnikow tlenowych
w uszkodzeniu EC. Do czynnikow neutralizujagcych wolne rodniki tlenowe naleza dysmuta-
zy ponadtlenkowe (Jinnin M 2004). W surowicy chorych na GM stwierdzono podwyzszony
poziom dysmutazy ponadtlenkowej manganowej (Mn SOD) w poréwnaniu z grupg kontrolng
0s0b zdrowych. Co wigcej, podwyzszony poziom Mn SOD u tych chorych korelowat z rozle-
glo$cig zmian skornych (Jinnin M 2004). Nagai 1 wsp. stwierdzili obecnos¢ przeciwciat przeciwko
dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-cynkowej w surowicy 89% chorych na morphea i u 100%
chorych na GM, ale tylko u 8% chorych na SSc, 15% chorych na SLE i 13% chorych na za-
palenie skorno-miesniowe. Wyzsze stezenie przeciwcial korelowato z ciezszym przebiegiem
morphea (Nagai M 2004). Uszkodzone EC wytwarzaja cytokiny, ktore zwigkszaja produkcje
czasteczek adhezyjnych i/lub surowiczego stezenia ich rozpuszczalnych form, takich jak: cza-
steczki adhezji migdzykomorkowej [intracellular adhesion molecule (ICAM)]- 1, czastecz-
ki adhezji komorkowej naczyn [vascular cell adhesion molecule (VCAM)]- 1, E-selektyna,
P-selektyna (Yamane K 2000). Zbyt wysoki poziom czasteczek adhezyjnych moze przyczyniac
si¢ do zwigkszonej rekrutacji limfocytow T, nadmiernej aktywacji fibroblastow 1 ostatecznie
pobudzenia procesu widknienia (Sato S 1999). U chorych na morphea stwierdzono podwyz-
szone surowicze stezenie wyzej wymienionych czasteczek adhezyjnych, co wigcej stezenie to
korelowato z cigzkoscig przebiegu choroby (Ihn H 1994a, Yamane K 2000).
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1.7.2. Zaburzenia immunologiczne

W fazie zapalnej choroby, wsrdd licznych komoérek nacieku zapalnego, dominujaca populacje
stanowig limfocyty T pomocnicze (helper, h) CD4+, bedace zrodlem cytokin aktywujacych
fibroblasty do produkcji sktadnikow macierzy pozakomorkowej [extracellular matrix (ECM)]
(Yamamoto T 2006, Kurzinski K 2011). Rowniez w surowicy chorych na morphea stwierdza
si¢ podwyzszone stezenie szeregu cytokin, co potwierdza pobudzenie limfocytow T (Uziel Y
1994, Thn H 1994b, Thn H 1995, Thn H 1996, Nagaoka T 2000, Hasegawa M 2003). Dotych-
czas przeprowadzone badania wskazujg na zaburzenia rownowagi w populacji limfocytéw Th,
wyrazajace si¢ podwyzszonym wskaznikiem limfocytoéw Th2/Thl, co jest istotne w kontekscie
inicjacji zjawisk wioknienia (Sato S 1996, Artlett CM 2005). Autorzy japonscy stwierdzili pod-
wyzszone stezenie CD30 (powierzchniowy antygen limfocytow Th2) w surowicy pacjentow
zarowno w SSc jak 1 w morphea, co moze wskazywac, iz aktywno$¢ immunologiczna jest
uwarunkowana pobudzeniem limfocytow Th2 (Ihn H 2000). Na uwage zastuguje jednak fakt,
ze w fazie zapalnej morphea przewazaja cytokiny powigzane z limfocytami Th1 1 Th17, takie
jak: interleukina [interleukin (IL)]- 2, interferon [interferon (IFN)]- v, czynnik martwicy guza
[tumor necrosis factor (TNF)]- a, podczas gdy cytokiny produkowane przez limfocyty Th2,
do ktorych zaliczamy m.in. IL-4, IL-13, korelujg raczej z procesami wtoknienia 1 progresja
choroby (Kurzinski K 2011). Pobudzenie limfocytow Th2 aktywuje uwalnianie cytokin pobu-
dzajacych witoknienie, takich jak: transformujacy czynnik wzrostu [transforming growth factor
(TGF)]- B, ptytkopochodny czynnik wzrostu [platelet-derived growth factor (PDGF)], czynnik
wzrostu tkanki tacznej [connective tissue growth factor (CTGF)], IL 4, 6, 8 (Ihn H 1995, Leask
A 2004). Wykazano rowniez korelacje pomiedzy stezeniem rozpuszczalnej formy receptora
dla interleukiny [soluble interleukin 2 receptor (sIL-2R)]- 2 w surowicy chorych na morphea,
a rozlegtoscig zmian skornych (Ihn 1996). Takze podwyzszone stezenie sIL-6R u cho-
rych na morphea korelowa¢ ma z iloscig ognisk chorobowych oraz z zaj¢ta powierzchnig
ciala (Nagaoka T 2000). Zwrdocono rowniez uwage na insulinopodobny czynnik wzrostu
[insulin-like growth factor (IGF)] w patogenezie morphea. Czynnik ten pobudza produkcje
kolagenu 1 ECM. Ma réwniez udziat w procesach immunologicznych wptywajac na rozwdj
prekursoréw limfocytow B, limfocytow T oraz produkcje immunoglobulin (Fawzi MM 2008).
U chorych na morphea stwierdzono zwigkszong ekspresj¢ IGF w ogniskach chorobowych
w porownaniu ze zdrowa grupa kontrolng (Fawzi MM 2008).

Zaburzenia immunologiczne w morphea sa zwigzane rowniez z chemokinami, taki-
mi jak: bialko indukowane przez IFN-y [interferon-gamma-inducible protein (IP)]- 10,
CXCL9, IL-8, CXCLI16, ktore indukuja, utrzymuja i1 zwielokrotniaja procesy zapalne
1 immunologiczne (Kurzinski K 2011, Romagnani P 2012, Magee KE 2013).

Jednym z najsilniejszych czynnikow pobudzajacych widknienie jest TGF-B. Jego zrodlem
moga by¢ EC, makrofagi, limfocyty, ptytki krwi, fibroblasty (Moretti S 1999, Higashi-Kuwata
N 2009, Antiga E 2010). TGF-p pobudza produkcj¢ kolagenu, fibronektyny oraz proteoglika-
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néw przez fibroblasty, poza tym hamuje syntez¢ metaloproteinaz macierzy [matrix metallo-
proteinases (MMP)], ktoére odpowiadaja za degradacj¢ kolagenu (Higley H 1994, Thn H 2002,
Yamamoto T 2006). Doniesienia naukowe dotyczace surowiczego stezenia TGF-f i stopnia
jego prezentacji w ogniskach chorobowych okreslonych przy pomocy badan immunohistoche-
micznych u chorych na morphea sa niejednoznaczne (Higley H 1994, Laxer RM 1997, Quer-
feld C 1999, Kubo M 2001, Restrepo JF 2003, Antiga E 2010, Danczak-Pazdrowska A 2013).
TGF-B pobudza rowniez synteze CTGF przez komorki EC, ktéry wzmacnia jego dziatanie
poprzez synergistyczng indukcje produkcji kolagenu i ECM oraz pobudzenie angiogenezy (Ihn
H 2002). Podobne dziatania do CTGF wykazuje cytokina PDGF, wydzielana przede wszystkim
przez ptytki krwi, EC, fibroblasty i makrofagi. Jej dziatania obejmuja nasilenie syntezy ECM,
jak réwniez zwigkszenie proliferacji fibroblastéw oraz pobudzenie ich do produkcji TGF-3
i IL-6 (Zheng XY 1998, Varga J 2007). W badaniu immunohistochemicznym skory zmienio-
nej chorobowo u chorych na morphea nie wykazano réznic w ekspresji PDGF w poréwnaniu
ze skorg 0so6b zdrowych (Restrepo JF 2003), aczkolwiek stwierdzono zwigkszong prezentacje
jego receptorow (Zheng XY 1998). W grupie chorych na SSc podjeto proby leczenia z uzyciem
monoklonalnych przeciwcial anty-TGF-, jak réwniez z wykorzystaniem imatinibu, bgdace-
go inhibitorem kinaz tyrozynowych. Co ciekawe, wymienione badania kliniczne nie tylko nie
potwierdzity skutecznos$ci leczenia, ale rowniez wykazaty powazne dziatania uboczne, w tym
wzrost $miertelnosci u chorych po wlaczeniu leczenia przeciwciatami anty-TGF-B (Denton
CP 2007, Prey S 2012). Inhibitory kinaz tyrozynowych wydaja si¢ by¢ interesujaca opcja te-
rapeutyczng dla chorych na morphea, szczeg6élnie w fazie widknienia, natomiast u chorych na
SSc badania kliniczne nie potwierdzity ich skutecznos$ci, co wigcej z uwagi na czeste dziatania
niepozadane lek ten nie jest rutynowo zalecany w SSc (Moinzadeh P 2010, Prey S 2012, Coel-
ho-Macias V 2014).

W patogenezie chorob przebiegajacych z widknieniem podkresla si¢ roOwniez znaczenie
biatek o potencjale proangiogennym. Jednym z najsilniejszych jest czynnik wzrostu §rodbton-
ka naczyn [vasuclar endothelial growth factor (VEGF)]. Jest to w istocie grupa czynnikow,
z ktérych najlepiej poznany jest VEGF-A. Czynnik ten zardowno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i1 patologicznych pobudza wzrost i roznicowanie naczyn krwionosnych i limfatycz-
nych, zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, stymuluje proliferacje i migracje
EC (Distler O 2002). Biologiczne efekty VEGF sa §cisle zalezne od jego stezenia (Carme-
liet P 1996). U chorych na SSc pomimo wadliwej angiogenezy stwierdzono podwyzszony su-
rowiczy i tkankowy poziom tej cytokiny (Distler O 2002, Distler O 2004). Przez dtugi czas
traktowano to jako paradoks. Dopiero rozroznienie 2 izoform VEGF-A: proangiogennej
1 antyangiogennej przyczynito si¢ do wyjasnienia zjawiska wadliwej angiogenezy w SSc (Manetti M
2011b). Przemiana proangiogennej izoformy VEGF w antyangiogenna odgrywa istotng rolg
w zaburzeniach angiogenezy u pacjentow z SSc (Manetti M 2011b). Poza tym, niekontrolowa-
na nadprodukcja VEGF moze przyczynia¢ si¢ bardziej do uszkodzenia EC i zaburzenia struk-

tury naczyn, niz tworzenia nowych naczyn krwionosnych. Mechanizmy, ktore prowadza do
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nadprodukcji VEGF u chorych na SSc pozostaja niejasne. Najprawdopodobniej przyczyniaja
si¢ do tego cytokiny prozapalne, takie jak TGF-f i PDGF (Liakouli V 2011). Wyniki dotyczace
surowiczego stezenia tego czynnika u chorych na morphea sa jednak niejednoznaczne (Dzian-
kowska-Bartkowiak B 2009, Danczak-Pazdrowska A 2013). VEGF dziata poprzez receptory
czynnika wzrostu §rodbtonka naczyn [vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)],
gtéwnie VEGFR-1 i VEGFR-2. W skorze chorych na SSc wykazano ich zwigkszong ekspre-
sje. Pomimo tego, w grupie badanej nie stwierdzono kompensacyjnej angiogenezy (Distler O
2002, Distler O 2004). Z kolei Dziankowska-Bartkowiak i wsp. obserwowali obnizone stezenie
rozpuszczalnej postaci jego receptora (SVEGFR-2), przy jednoczasowym podwyzszonym suro-
wiczym stezeniu VEGF (Dziankowska-Bartkowiak B 2009).

Wisréd cytokin prozapalnych nalezy wymieni¢ réwniez TNF-a, uwalniany gléwnie przez
pobudzone makrofagi/monocyty oraz IFN-y, ktorego gtownym zrodtem sg limfocyty T i ko-
moérki NK (Gillery P 1992). TNF-a reguluje proliferacje, chemotaksje, ekspresje receptoréw
powierzchniowych oraz syntezg¢ ECM. Jego dziatanie antyfibrotyczne uwarunkowane jest znie-
sieniem stymulacyjnego wptywu TGF-f na fibroblasty, co hamuje ich proliferacje i réznicowa-
nie do miofibroblastow i chociaz w warunkach in vitro hamuje synteze kolagenu (Hasegawa M
2003), to podany podskornie prowadzi do ogniskowego nagromadzenia fibroblastow i syntezy
kolagenu u myszy (Piguet PF 1990). Potencjalnym wytlumaczeniem tych sprzeczno$ci moze
by¢ fakt, ze TNF-a nie pobudza bezposrednio syntezy kolagenu, a jego dziatanie profibrotycz-
ne moze wynika¢ z pobudzenia innych mediatoréw wtdknienia, takich jak IL-6 (Hasegawa M
2003). Stezenie TNF-a jest podwyzszone zarowno u chorych na SSc, gdzie koreluje z nasileniem
wtoknienia pluc (Hasegawa M 1997), jak réwniez u chorych na LM, gdzie wyraznie koreluje
z liczba ognisk chorobowych i zajeciem migs$ni (Hasegawa M 2003). Pomimo opisywanej sku-
teczno$ci leczenia przeciwciatami przeciwko tej cytokinie (Diab M 2010), coraz wigcej danych
literaturowych dostarcza opisy przypadkéw wzbudzenia morphea u chorych leczonych tymi
przeciwciatami (Ramirez J 2012, Stewart FA 2013).

IFN-y wykazuje silne wlasciwosci antyfibrotyczne, zmniejsza ekspresj¢ kolagenu i znosi
stymulacyjny wplyw TGF-f na fibroblasty hamujac tym samym ich proliferacje i przeksztal-
canie do miofibroblastow (Varga J 2007, Coelho LF 2008). Wigkszo$¢ badan dotyczacych pa-
togenezy IFN-y w procesach wtdknienia przeprowadzono u chorych na SSc, gdzie wykazano
obnizenie jego surowiczego stezenia (Scala E 2004, Coelho LF 2008). Lipko-Godlewska 1 wsp.
potwierdzili obnizone stezenie IFN-y w grupie chorych na morphea. Ponadto jego surowicze
stezenie bylto nizsze u chorych z aktywnym procesem chorobowym w pordéwnaniu z grupg
z procesem nieaktywnym (Lipko-Godlewska S 2008). Z uwagi na jego wlasciwosci antyfi-
brotyczne podjeto probe terapeutycznego zastosowania [IFN-y w grupie chorych na morphea,
jednakze nie odnotowano korzysci w odniesieniu do placebo (Hunzelmann N 1997).

Poza opisanymi powyzej zaburzeniami w aktywacji limfocytow T, niewatpliwie limfocyty
B réwniez odgrywaja role w patogenezie choroby. Podwyzszone surowicze stgzenie roznych

autoprzeciwcial, takich jak ANA czy RF stanowi jeden z dowodéw na zaburzenia odpowiedzi
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humoralnej (Vierra E 1999). Dotychczas nie wyjasniono, czy przeciwciala te odgrywaja role
w patogenezie choroby, czy sa jedynie epifenomenem (Gupta RA 2007) (szczegdlowy opis
w podrozdziale 1.8).

Z uwagi na kliniczne 1 histologiczne podobienstwa morphea i SSc do choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi [graft versus host disease (GVHD)] zwrocono uwage na znaczenie
mikrochimeryzmu w patogenezie chorob z kregu twardziny. Zastosowanie techniki PCR po-
zwolito wykaza¢ obecno$¢ komoérek chimerycznych zar6wno u chorych na morphea, jak i SSc.
Hipotezg¢ t¢ podwaza jednak obecnos$¢ podobnej ilosci tych komoérek u zdrowych ochotnikow
z grup kontrolnych (McNallan KT 2007, Rak JM 2009, Fett N 2011). Badania immunohi-
stochemiczne ognisk zmienionych chorobowo wykazaty naskorkowe pochodzenie komorek
chimerycznych, natomiast w obrebie skéry nieobjetej procesem chorobowym, komoérki chime-
ryczne wykazywaly wspolne markery z limfocytami T i makrofagami (McNallan KT 2007).

Teoria mikrochimeryzmu wymaga niewatpliwie poglebienia badan.

1.7.3. Zaburzenia metabolizmu macierzy pozakomérkowej

Proces wtoknienia jest kluczowym zjawiskiem w morphea. Opisane powyzej zaburzenia im-
munologiczne i1 dysfunkcja EC stymulujg fibroblasty do nadmiernej produkcji ECM (Gupta
RA 2007). Dodatkowo dochodzi do inaktywacji MMP odpowiedzialnych za degradacje kola-
genu (Varga J 2007). Fibroblasty wyizolowane od chorych na morphea wykazuja zwigkszo-
ng synteze¢ kolagenu typu I 1 III, fibronektyny 1 glikozaminoglikanéw w poroéwnaniu do grup
kontrolnych (Kdhédri VM 1988, Boelsma E 1995). Nadmierna akumulacja ECM jest wynikiem
zaburzen rOwnowagi pomiedzy ich syntezga, a degradacja (Asano Y 2006). Ten ostatni pro-
ces jest regulowany przez MMP, rodzing cynkowo-zaleznych peptydaz, ktorych funkcja pole-
ga na rozktadaniu wszystkich sktadnikow ECM. MMP1 (§r6dmigzszowa kolagenaza typu 1)
jest odpowiedzialna za proces rozktadu kolagenu typu: I, II, III (Kahari VM 1997). Zaro6wno
w surowicy chorych na SSc, jak 1 morphea stwierdzono obecno$¢ przeciwcial anty-MMP-1 (Tomi-
mura S 2008). Co ciekawe, obecnosci tych przeciwciat nie potwierdzono w innych chorobach autoim-
munizacyjnych, takich jak SLE czy zapalenie skorno-migéniowe, dlatego wydaje si¢ ze anty-MMP-1

moze by¢ przeciwcialem Scisle zwigzanym z procesami wioknienia skory (Tomimura S 2008).

1.8. Autoprzeciwciata a morphea

W surowicy chorych na morphea stwierdza si¢ niekiedy zwiekszone stezenie autoprzeciwciat,
ale dotychczas nie wyjasniono, czy odgrywaja one role w patogenezie choroby, czy sa jedynie
epifenomenem (Gupta RA 2007). Cze$¢ badaczy zaleca rutynowe oznaczenie ANA u wszyst-
kich chorych na morphea (Kreuter A 2009), natomiast wg innych ma ono niewielkie znacze-
nie przy ustalaniu rozpoznania, chociaz moze sugerowac¢ wspotistnienie innej jednostki z kre-
gu chorob autoimmunizacyjnych (Blaszczyk M 2000, Danczak-Pazdrowska A 2011). ANA,
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w wiekszosci o homogennym typie §wiecenia, stwierdza si¢ u20% do 80% chorych na morphea
(Falanga V 1986, Takehara K 2005, Christen-Zaech S 2008, Leitenberger JJ 2009). Autoprzeciw-
ciata u chorych na morphea skierowane sa nie tylko przeciwko antygenom jadra komoérkowego
(nukleosomy, histony, jednoniciowe DNA) czy pozajadrowym (topoizomeraza [l DNA), ale tak-
ze przeciwko niektérym enzymom, np. dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-cynkowe;j (Fa-
langa V 1986, Sato S 1993, Nagai M 2004, Hayakawa [ 2004). Co cickawe, obecnos¢ przeciwciat
przeciwko dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-cynkowej wykazano w surowicy 89% cho-
rych na morphea, w tym u 100% chorych na GM w poréwnaniu do 8% chorych na SSc. Wyzsze
stezenie przeciwcial korelowalo z ciezszym przebiegiem morphea (Nagai M 2004). Ponadto
w morphea stwierdzono réwniez obecnos¢ przeciwciat antykardiolipidowych, antykoagulantu
toczniowego 1 RF (Sato S 1993, Sato S 2003). ANA czg¢sciej stwierdza si¢ u chorych na GM
1 w postaciach mieszanych (Leitenberger JJ 2009). Przeciwciata antyhistonowe, antykardiolipi-
dowe, anty ss-DNA sg najczesciej obserwowane u chorych na GM (Sato S 1993, Sato S 2003).
Natomiast przeciwciala przeciw dysmutazom ponadtlenkowym, topoizomerazie Il DNA sa wy-
krywalne z porownywalng czestosciag we wszystkich postaciach morphea (Hayakawa I 2004,
Nagai M 2004). Pomimo szeroko przeprowadzonych badan, nie ustalono jednoznacznie, ktore
z przeciwcial sg typowe dla danej odmiany morphea. Ponadto miana przeciwcial nie koreluja
z przebiegiem, czy cigzkoscig procesu chorobowego (Takehara K 2005, Christen-Zaech S 2008,
Leitenberger JJ 2009). Natomiast u chorych na SSc udowodniono, iz okreslone przeciwciata
sa charakterystyczne dla danego podtypu choroby i koreluja z cigzko$cig przebiegu oraz ak-
tywnoscig procesu chorobowego (Hu PQ 2003). Sposréd typowych dla SSc ANA, takich jak
przeciwciata antycentromerowe i przeciwciala przeciwko Scl-70 (topoizomerazie I), obecnos¢
przeciwcial antycentromerowych stwierdzono u 12% chorych na morphea, a przeciwciala prze-
ciwko topoizomerazie | byly stwierdzane w pojedynczych przypadkach (Zulian F 2004, Take-
hara K 2005, Ohmatsu H 2008), co moze stanowi¢ kolejny dowod na odrebnos¢ tych jednostek
chorobowych. Podsumowujac, potwierdzenie lub wykluczenie obecnosci ANA nie przesadza
o rozpoznaniu choroby. Rutynowo dostepne panele okreslajace swoistos¢ ANA nie zawieraja

antygenow swoistych dla morphea.
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2. ZAXOZENIA | CELE PRACY

Morphea jest rzadko wystepujaca jednostka chorobowa o niewyjasnionej dotychczas etiopato-
genezie. Charakteryzuje si¢ wystegpowaniem wczesnej fazy zapalnej, po ktorej nastgpuje faza
wloknienia prowadzaca do objawow stwardnienia skory (Peterson LS 1997, Vierra E 1999,
Toledano C 2009). Etiopatogeneza morphea jest wieloczynnikowa, ale dotychczas niewyja-
$niona.

W patomechanizmie schorzenia niewatpliwy udziat maja zjawiska takie jak: aktywacja
i uszkodzenie EC, zaburzenia immunologiczne, dysregulacja w produkcji ECM oraz aktywacja
fibroblastow. Poczatkowy etap w tancuchu zdarzen patogenetycznych stanowi uszkodzenie EC
oraz btony podstawnej prowadzace do obliteracji matych naczyn krwiono$nych oraz uwolnie-
nia antygendw komorkowych, co moze stanowic¢ czynnik spustowy w rozwoju reakcji zapalnej
1 autoimmunologicznej (Sgonc R 1996, Vierra E 1999, Kahaleh MB 2004, Gupta EA 2007).

W pismiennictwie zwraca si¢ uwage na zaburzenia w zakresie czynnikow o aktywno$ci naczy-
niowej majacych dziatanie ochronne w stosunku do EC, do ktorych niewatpliwie nalezy peptyd
natriuretyczny typu C [C-type natriuretic peptide (CNP)]. Biatko to jest czynnikiem wazodylata-
cyjnym, ma rdwniez dziatanie przeciwptytkowe, przeciwleukocytarne i przeciwzapalne (Scotland
RS 2005). Hamuje ponadto sekrecj¢ endoteliny-1, ktdra jest silnym czynnikiem obkurczajacym
naczynia, a ktorej znaczenie w chorobach przebiegajacych z widknieniem réznych narzaddw,
w tym skory, udowodniono w licznych badaniach (Abraham DJ 1997, Jing J 2015).

W patogenezie chordb przebiegajacych z widknieniem podkresla si¢ roOwniez znacze-
nie bialek o dziataniu pro i antyangiogennym. Do grupy tej nalezy VEGF-A, ktory zarowno
w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych pobudza wzrost i roznicowanie naczyn
krwionosnych i limfatycznych (Carmeliet P 2000, Ferrara N 2001, Namiecinska M 2005, Fer-
rara N 2005), chociaz udowodniono, ze w szczegdlnych warunkach moze mie¢ rowniez zna-
czenie antyangiogenne (Manetti M 2011b). Dotychczasowe doniesienia dotyczace udziatu tego
biatka w patogenezie morphea sa niejednoznaczne (Farrell AM 2001, Dziankowska-Bartko-
wiak B 2009, Danczak-Pazdrowska A 2011).

Zaburzenia immunologiczne zwigzane sg rowniez z chemokinami, ktorych funkcja polega
na indukcji, utrzymaniu i zwielokrotnieniu proceséw zapalnych (Romagnani P 2012). Jedna
z chemokin jest biatko IP-10, ktorego aktywnos¢ zostata dotychczas udowodniona w chorobach
autoimmunizacyjnych, takich jak SLE, posta¢ dziecigcia zapalenia skorno-mig¢$niowego oraz
SSc (Fall N 2005, Hasegawa M 2011, Liu X 2013, Hrycek E 2013). Wykazuje ono dziatanie
antyangiogenne i prozapalne (Liu M 2011). INF-y pobudza wydzielanie IP-10 z keratynocytow,
leukocytow, neutrofili, eozynofili, makrofagdw i monocytéw oraz EC (Liu M 2011, Romagnani
P 2012). Wigkszos¢ doniesien naukowych dotyczacych znaczenia IP-10 w patogenezie cho-
rob przebiegajacych z widknieniem dotyczy SSc (Hasegawa M 2011, Rabquer B 2011, Liu X
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2013). Dane literaturowe odnoszace si¢ do znaczenia tej chemokiny u pacjentow z morphea

sa nadzwyczaj skape i pojawity si¢ juz w trakcie prowadzenia niniejszych badan (Magee KE
2013, Torok KS 2015).

Cele pracy obejmowaty zatem:

1.

Oceng wzglednego poziomu transkryptow genu CNP w jednojadrzastych komorkach
krwi obwodowej i osoczowego stezenia jego produktu biatkowego u chorych na mor-
phea z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz ak-

tywnosci.

Ocene wzglednego poziomu transkryptow genu VEGF-A w jednojadrzastych komor-
kach krwi obwodowej i osoczowego stezenia jego produktu biatkowego u chorych na
morphea z uwzglgdnieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz

aktywnosci.

Oceng wzglednego poziomu transkryptow genu IP-10 w jednojadrzastych komorkach
krwi obwodowej 1 osoczowego stezenia jego produktu biatkowego u chorych na mor-
phea z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz ak-

tywnosci.

Poréwnanie osoczowego stezenia wyzej wymienionych biatek u chorych na morphea

oraz posta¢ ograniczong twardziny uktadowe;.

Poszukiwanie markera aktywnos$ci procesu morphea.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Grupy badane i kontrolne

Badaniami objeto 80 0sob, z czego grupg badang stanowito 30 chorych na morphea, natomiast
grupy kontrolne stanowito 20 chorych na posta¢ ograniczong twardziny uktadowej [limited
systemic sclerosis (1SSc)] 1 30 zdrowych ochotnikow. Charakterystyke liczebno$ci grup przed-
stawia tabela nr 1. Protokot badania uzyskat zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu. Wszyscy pacjenci, w tym opiekunowie prawni pacjentOw niepetno-
letnich, uzyskali pisemng informacje¢ o celach i zasadach badania oraz dobrowolnie podpisali

formularz §wiadomej zgody na uczestnictwo w badaniu.

Tabela 1. Charakterystyka i liczebno$¢ poszczegdinych grup badanych

Grupy badane Liczba chorych —n (%)
Morphea 30 37,5
1SSc 20 25
Grupy kontrolne Zdrowi 50
. 30 37,5
ochotnicy
Lacznie 80 100

ISSc — postac ograniczona twardziny uktadowej, n — liczebno$¢ grupy.

3.1.1. Charakterystyka grupy badane;j

Do grupy badanej zakwalifikowano 30 0s6b z morphea. W obrgbie tej grupy wyrdzniono trzy
podgrupy:

I - 16 chorych na MEP

IT -2 chorych na LM

IIT — 12 chorych na GM

Do badan zakwalifikowano 30 chorych. Rozpoznanie kliniczne choroby zostalo potwier-
dzone badaniem histopatologicznym. Pacjenci pozostawali pod opiekg Przyklinicznej Porad-
ni Dermatologicznej, jak rowniez Oddziatu Klinicznego Dermatologii Szpitala Klinicznego
im. Heliodora Swigcickiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Kryterium wykluczaja-
cym bylo stosowanie leczenia ogolnego 1 miejscowego w okresie miesigca poprzedzajacego

pobranie materiatu.
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W grupie badanej kobiety stanowity 66,7% (20 os6b), a mezczyzni 33,3% (10 os6b).
Sredni wiek w grupie badanej wynosit 42,7 lat (+21,1). Sredni czas trwania choroby wynosit

56,4 miesigce (+ 74,4). Charakterystyke grupy badanej przedstawia tabela nr 2.

Tabela 2. Charakterystyka grupy badanej — chorzy na morphea

30 16 12
100 53 7 40
20/10 9/7 1/1 10/2
66,7/ 33,3 56,2/43,8 50/50 83,3/16,7
42,7/+£21,1 37,6/£21,1 33,0/49.,9 51,0/+20,7
45,5 33 33 57
11 11 26 16
79 73 40 79

MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna morphea GM — odmiana uog6lniona morphea,

n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto$§¢ minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.

3.1.2. Charakterystyka grup kontrolnych

Badania przeprowadzono réwniez wsrod 50 oséb z grup kontrolnych, obejmujacych 20 cho-

rych na ISSc 1 30 zdrowych ochotnikow.

I — 20 chorych na ISSc.

W tym 90% (18 0sdb) stanowity kobiety, a 10% (2 osoby) stanowili mezczyzni. Sredni
wiek w tej grupie kontrolnej wynosit 47,0 lat (+10,8). Najmtodsza osoba miata 32 lata,
a najstarsza 63 lata. Grupa ta stanowila kontrole w badaniu st¢zenia wybranych cytokin
W 0SOCZU.

IT — 30 zdrowych ochotnikéw, niechorujacych na choroby przewlekte.
W tej populacji kobiety stanowily 76,7% (23 osoby), a mezczyzni 23,3% (7 0sob). Sred-
ni wiek wynosit 30,5 lat (+4,0). Najmlodsza osoba miata 25, a najstarsza 39 lat. Kry-
terium wykluczenia bylo poszerzone o niewystepowanie choréb autoimmunizacyjnych
w rodzinie. Populacja ta stanowita kontrolg w badaniu wzglednego poziomu transkryptow gendw
wybranych biatek w PBMC, jak réwniez ich osoczowego stezenia.
Charakterystyke obu grup kontrolnych przedstawia tabela nr 3.
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Tabela 3. Charakterystyka grup kontrolnych

Chorzy z ISSc Osoby zdrowe
n 20 30
Liczba chorych
% 100 100
Liczba kobiet/ g 18/2 23/7
mezezyzn % 90/10 76,7/23.3
Srednia/+SD 47,0/+10,8 30,5/+4,0
Wiek Mediana 445 30,5
chorych
(lata) Min. 32 25
Max. 63 39

ISSc — posta¢ ograniczona twardziny uktadowej, n — liczebnos¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. —

warto$¢ minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.

3.2. Materiat

3.2.1. Komérki jednojadrzaste krwi obwodowej

Od o0s06b z grupy badanej oraz z grupy zdrowych ochotnikéw pobrano jatowo 5 ml krwi do pro-
bowko-strzykawek zawierajacych EDTA (Monovette, Sarstedt). Jednojadrzaste komorki krwi
obwodowej [peripheral blood mononuclear cells (PBMC)] uzyskano od 58 osob, z czego 29
prob pochodzito od os6b zakwalifikowanych do grupy badanej, natomiast 29 prob od zdrowych
ochotnikéw (u 1 osoby z grupy badanej i u 1 osoby z grupy zdrowych ochotnikéw nie udato si¢
uzyska¢ PBMC z powodow technicznych, pomimo uzyskania krwi obwodowej). PBMC uzy-
skano poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Fikolu (Ficoll-Histopaque 1.077 g/ml, Sigma
Diagnostics, Inc. St. Louis, USA, 800g, 40 minut, 22°C).

3.2.2. Osocze

Od 80 0sob (wszystkie osoby zakwalifikowane do badania) pobrano jalowo 5 ml krwi do pro-
bowko-strzykawek zawierajacych EDTA (Monovette, Sarstedt), z czego 30 prob pochodzito od
chorych zakwalifikowanych do grupy badanej, 20 od chorych na ISSc, natomiast 30 od zdro-
wych ochotnikow. Osocze uzyskane zostalo poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Fikolu
(Ficoll-Histopaque 1.077 g/ml, Sigma Diagnostics, Inc. St. Louis, USA, 800g, 40 minut, 22°C).

Osocze do czasu wykonania badan przechowywane byto w temperaturze -80°C.
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3.3. Metody

3.3.1. Ocena rozlegtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skornych w morphea

U wszystkich pacjentow z grupy badanej zostala dokonana ocena cigzko$ci przebiegu cho-
roby w oparciu o LoSSI, ktory zostat zaproponowany przez Arkachaisriego 1 wsp. w 2008
roku. Przedstawiono go w tabeli nr 4 (Arkachaisri T 2008). W oparciu o ten wskaznik oce-
nie podlegaty nastepujace parametry: rozlegtos¢ zmian skérnych, rumien, grubos¢ skory ob-
jetej procesem chorobowym oraz pojawienie si¢ nowych ognisk chorobowych lub szerzenie
si¢ uprzednio istniejagcych zmian. Wymienione parametry oceniano w skali od 0 do 3. Obec-
nie, jak wspomniano we wstepie, dostepna jest uaktualniona wersja wskaznika, tzw. mLoSSI,
w ktoérym pominigto ocene rozlegtosci zmian skornych i zmodyfikowano oceng w/w parame-
trow w 18 lokalizacjach anatomicznych oraz skala oceny uszkodzenia skory (LoSDI) (Arka-
chaisri T 2008, Arkachaisri T 2009). Wskazniki te nie byly uzywane w niniejszej publikaciji,
poniewaz zostaty opracowane juz w trakcie prowadzenia niniejszych badan.

Przy ocenie rozleglo$ci zmian: 0 — oznaczalo brak wykwitow w danej lokalizacji anato-
micznej, 1 — zajecie ponizej 1/3 danej powierzchni skory, 2 — zajecie danej lokalizacji anato-
micznej w przedziale od 1/3 do 2/3, 3 — zajecie powyzej 2/3 ocenianego obszaru przez proces
chorobowy. W odniesieniu do rumienia, zaznaczy¢ nalezy, ze 0 oznaczato jego brak, badz obec-
nos¢ pozapalnej hiper lub hipopigmentacji, 1 — rézowy odcien wykwitu, 2 — czerwony odcien,
3 —obecnos¢ zywoczerwonego rumienia. W odniesieniu do grubosci skory, badanie oparte byto
na zmodyfikowanym wskazniku oceny skéry Rodnana [modified Rodnan skin score (mRSS)],
polegajacym na mozliwosci ujecia skory w fatd: 0 — oznaczalo brak zgrubienia, 1 —obecno$¢ nie-
wielkiego zgrubienia, umozliwiajacego ujecie skory w fatd, 2 — srednio zaznaczone zgrubienie,
utrudniajgce ujecie skory w fatd, 3 — wyraznie zaznaczone zgrubienie, uniemozliwiajace ujgcie
skory w fatd. Grubo$¢ skory byta oceniana w obrgbie blaszki twardzinowej i poréwnywana
Z niezaj¢ta przez proces chorobowy przeciwlegla strong ciata, a w przypadku obecnosci syme-
trycznych zmian skérnych, ze skorg po tej samej stronie ciata w poblizu ogniska chorobowego.
Rumien i stwardnienie skory oceniano w zakresie najbardziej zaawansowanego wykwitu dla
danej lokalizacji. W ramach aktywnosci ocenie podlegato pojawienie si¢ nowych ognisk cho-
robowych lub szerzenie si¢ uprzednio istniejgcych na przestrzeni 1 miesigca poprzedzajacego
badanie, gdzie 3 $wiadczylo o pojawieniu si¢ nowych wykwitow chorobowych, badz szerzeniu
uprzednio istniejgcych zmian skornych, w przeciwnym razie punktow nie przyznawano. Ocena
wyzej wymienionych parametrow zostata dokonana w 14 lokalizacjach anatomicznych. Licz-
be przyznanych punktéw sumowano, a punktacja mogta wynosi¢ od 0 do 216 (Arkachaisri T
2008).
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Tabela 4. Ocena rozlegtosci, nasilenia, aktywnosci zmian skérnych z zastosowaniem LoSSI wg Arkachaisriego i wsp.
Komentarz do tabeli zawarty jest w tekscie

Powzgrghma Aktywnoé¢ (N/E) | Rumien (ES) Pogmb(lgl%‘)e skory
- 0 = brak 0 = brak o
0 = brak . . S 0 = brak
_ 3 =nowe ognisko 1 =rbézowy TR
1=<173 /powickszenie 2 = czerwon 1 = niewielkie
2=1/3-2/3 P 0 fliska 3= ciemnoczem};on 2 = drednie
3=>2/3 g y 3 = znaczne
Glowa
Szyja

Klatka piersiowa

Brzuch

Gorna czes$é plecow

Dolna czeg$¢ plecow

Ramig prawej konczyny
gorne;j
Przedramig i reka prawej
konczyny gornej

Ramig lewej konczyny
gorne;j
Przedramig i r¢ka lewej
konczyny gornej
Posladek i udo prawe;j
konczyny dolnej
Podudzie i stopa prawej
konczyny dolnej
Posladek i udo lewej
konczyny dolnej

Podudzie i stopa lewej
konczyny dolnej

LoSSI—wskaznik rozlegtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skornych w morfei (localized scleroderma skin severity
index), SA — powierzchnia zmian (surface area score), N/E — aktywno$¢ zmian (new lesion/lesion extension),
E — rumien (erytema score), ST — pogrubienie skory (skin thickness)

3.3.2. Ocena aktywnosci choroby

Chorzy, u ktérych w trakcie ostatnich 6 miesigcy stwierdzono pojawienie si¢ nowych ognisk,
szerzenie si¢ uprzednio istniejagcych zmian chorobowych lub obecno$¢ rumieniowej obwod-
ki (ang. lilac ring) zostali zakwalifikowani do grupy chorych z procesem aktywnym. Chorzy
u ktorych nie stwierdzono powyzszych objawdw zaliczeni zostali do grupy z procesem nieak-
tywnym (Marzano AV 2003, Uziel Y 2007).
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3.3.3. Badanie wzglednego poziomu transkryptow genéw (ekspresji genéw)
CNP, VEGF-A, IP-10 w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowe;j
metodg reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

3.3.3.1. Izolacja RNA

Catkowite komdorkowe RNA wyizolowane z PBMC uzyskano zgodnie z metodg opisang przez
Chomczynskiego i1 Sacchi na drodze ekstrakcji fenolowo-chloroformowej oraz precypitacji al-
koholem (Chomczynski P 1987). W celu rozdzielenia faz krew wirowano w gradiencie gestosci
(Histopaq® 1077; 800 g, 40 minut, 22°C). PBMC pobierano z granicy faz osocze/fikol. Po
usuni¢ciu supernatantu rozpoczynano procedure izolacji RNA.

Osad zalewano 1 ml odczynnika Tri Pure Isolation Reagent i pipetowano, az do uzyskania
catkowitej homogenizacji komorek. Nastepnie dodawano 200 ul chloroformu, po zworetekso-
waniu inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej i wirowano (12000g, 2°C, 12 minut).
Kolejne etapy procedury przeprowadzone byty na lodzie.

Faze wodna (ok. 450 ul) przenoszono do nowej probowki. W celu precypitacji RNA doda-
wano 500 pl izopropranololu i woreteksowano. Przez co najmniej 12 godzin mrozono w temp.
-80°C, a nastgpnie po rozmrozeniu wirowano (12000g, 2°C, 12 minut). Zlewano izopropano-
lol. W kolejnym etapie dodawano 1 ml 75% etanolu, woreteksowano i ponownie wirowano
(20000g, 2°C, 10 minut). W kolejnym etapie delikatnie zlewano etanol znad osadu, a otwarte
probowki suszono pod szafg laminarng w temperaturze 37°C. Osad zalewano i rozpuszczano
w 20 ul wody w temperaturze 50°C przez 15 minut w termobloku . Nastepnie RNA doczyszcza-
no przy uzyciu High Pure RNA Isolation Kit, zgodnie z zaleceniami producenta. Prawidlowy
przebieg reakcji dnazowania, a tym samym eliminacji zanieczyszczen genomowym DNA, zo-
stal potwierdzony poprzez wykonanie reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
[real-time polymerase chain reaction (real-time PCR)] dla genu referencyjnego dehydroge-
nazy gliceraldehydo-3-fosforanowej [gliceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)]
z kazdg probg RNA (reakcja kontrolna typu no-RT). W kolejnym etapie dokonano jako$ciowe;j

1 ilosciowej oceny pozyskanego RNA przy pomocy spektrofotometru Nanodrop ¢200.

3.3.3.2. Odwrotna transkrypcja

Po wyizolowaniu RNA nalezy przepisa¢ go na komplementarny DNA [complementary DNA
(cDNA)]. Przeprowadzono odwrotng transkrypcj¢ z uzyciem komercyjnie dostgpnych heksa-
merowych starterow o losowych wybranych sekwencjach (ang. random hexamers). Kazdora-
zowo reakcje przeprowadzano z 1,5 ug wyizolowanego RNA. Po wykonaniu odwrotnej trans-
krypcji, proby cDNA rozcienczane byty dwukrotnie i przechowywane w temperaturze -80°C do

czasu wykonania real-time PCR.
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3.3.3.3. tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

Uzyskane w wyniku odwrotnej transkrypcji proby cDNA poddano ilo$ciowej ocenie ekspresji
z zastosowaniem real-time PCR, ktorej zasada opiera si¢ na monitorowaniu wzrostu fluorescen-
cji po kazdym cyklu reakcji. Jest to mozliwe poprzez wykorzystanie systeméw detekcyjnych
opartych na zwigzkach fluorescencyjnych. W prezentowanych badaniach zastosowano system
detekcyjny z barwnikiem SYBR Green.

Analizie poddano wybrane fragmenty genéw o dtugosci od 96 do 233 par zasad (pz).
W kazdym przypadku, amplikon obejmowat przynajmniej jeden intron, co w potaczeniu z od-
powiednio krétkim czasem elongacji, minimalizowato ryzyko amplifikacji niepozadanych se-
kwencji pochodzenia genomowego.

Istotnym elementem badania jest wybor genu referencyjnego. Idealny gen kontrolny powi-
nien posiada¢ niezmieniony poziom ekspresji w roznych tkankach oraz w r6znych warunkach
eksperymentalnych (Ciesielska A 2008). Dlatego jako geny referencyjne wykorzystuje si¢ geny
podstawowego metabolizmu komdrkowego. Pierwszym z genéw uzytym w prezentowanej pra-
cy jest gen 18 S. Drugim genem referencyjnym jest gen GAPDH, ktory charakteryzuje si¢ stata
ekspresjag w roznych tkankach, a poza tym nie wykazuje zaleznosci wzglgdem pici czy wieku.
Dane z pismiennictwa potwierdzajg zasadnos$¢ uzycia tego genu (Bonet-Duquennoy M 2006).

Optymalizacja real-time PCR dla kazdej analizowanej sekwencji przebiegata pod katem
doboru wlasciwych starterow, temperatury ich przylaczenia, czasu elongacji oraz stgzenia jo-

noéw magnezu.

Tabela 5. Charakterystyka starteréw uzytych w real-time PCR

Dhugos¢
amplikonu/-
Nazwa Sekwencja 5°-3’ temperatura
przytaczania
starterow
GAPDH-F CTGCACCAACTGCTTAG
119 pz/58°C
GAPDH-R TTCTGGGTGGCAGTGATG
IP 10-F TGCCATTCTGATTTGCTGCC
165pz/59°C
IP 10-R CGTGGACAAAATTGGCTTGC
CNP-F GCCTCAAGCTGGACCGAAT
148pz/ 60°C
CNP-R CACATTGCGTTGGAGGTGTTT
VEGEF-F TCACCATGCAGATTATGCGGA 23302/60°C
VEGF-R TAACTCAAGCTGCCTCGCCT Pz
18S rRNA-F ATACAgCCAggTCCTAgCCA 0602/59°C
18S rRNA-R AAgTgACgCAgCCCTCTATg pz

Wielkos$¢ produktu oceniano wykorzystujac proces elektroforezy w 1,5% zelu agarozo-
wym (1xTBE). Reakcj¢ uznawano za zoptymalizowang, jezeli uzyskano pojedynczy prazek
o odpowiedniej dlugosci oraz gdy analiza temperatury topnienia amplikonu po real-time PCR

wykazywata pojedynczy i jednorodny produkt amplifikacji.
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Kolejny etap polegal na sporzadzeniu 10 krotnych rozcienczen poprzez dodatnie 10 pl roz-
tworu o znanej liczbie kopii (standard) oraz 90 pl wody. Standardy zostaty wykorzystane jako
matryce w badaniu real-time PCR. W koncowym etapie wykreslono krzywe standardowe. Dla
kazdej analizowanej sekwencji zostata wykreslona oddzielna krzywa standardowa, co postuzy-
to jako punkt odniesienia dla wynikow uzyskanych w real-time PCR.

Rycina 1. Krzywa wzrostu logarytmicznego oraz krzywa standardowa genu 18S rRNA

Rycina 2. Krzywa wzrostu logarytmicznego oraz krzywa standardowa genu GAPDH

Rycina 3. Krzywa wzrostu logarytmicznego oraz krzywa standardowa genu IP-10
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Rycina 4. Krzywa wzrostu logarytmicznego oraz krzywa standardowa genu CNP
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Rycina 5. Krzywa wzrostu logarytmicznego oraz krzywa standardowa genu VEGF-A

Kazda z prob cDNA amplifikowana byta w dwoch powtorzeniach, dla wszystkich analizo-
wanych transkryptow z uzyciem komercyjnego zestawu odczynnikow LightCycler® FastStart
DNA Master SYBR Green. Ilosciowego okreslenia liczby kopii badanych transkryptéw doko-
nano na podstawie krzywej standardowej wykonanej dla prob syntetycznego DNA o znanych
stezeniach. Uzyskane wyniki przedstawiono jako liczby transkryptéw badanych sekwencji (ge-
now) wzgledem s$redniej z liczby transkryptéw dwoch gendw referencyjnych.
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3.3.4. Badanie osoczowego stezenia NT-proCNP, VEGF-A, IP-10 metoda
immunoenzymatyczng ELISA

Oceng osoczowego stezenia aminoterminalnego odcinka CNP [amino-terminal fragment of
pro-C-type natriuretic peptide (NT-proCNP)], VEGF-A, IP-10 wykonano metoda immunoen-
zymatyczng ELISA, z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych zestawow R&D System (Min-
neapolis, USA). Oznaczenie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi podanymi przez

producenta. Wszystkie oznaczenia wykonano w duplikatach.

3.4. Analiza statystyczna

W celu opracowania zebranego materiatu doswiadczalnego zastosowano szereg r6znych analiz
statystycznych. Do wstegpnego opisu wyliczono podstawowe statystyki opisowe, stosowne dla
poszczeg6lnych zmiennych. Wszystkie zmienne ciagle przeanalizowano testem Kotmogoro-
wa-Smirnowa pod katem zgodnosci ich rozktadu z teoretycznym rozktadem normalnym. Do
poréwnan dwoch zmiennych zastosowano test t-Studenta, zarowno dla modelu powigzanego,
jak 1 niepowigzanego. W przypadku poréwnan wigcej niz dwoch grup pomiardw zastosowano
test ANOVA w klasyfikacji pojedynczej. W testach przyjeto poziom istotnosci p < 0.05.
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4. WYNIKI

4.1. Wyniki oceny stanu klinicznego chorych na morphea

Wyniki badania podmiotowego chorych na morphea wyrazone za pomoca LoSSI, aktywnos$ci
oraz dtugos$ci trwania procesu chorobowego przedstawiono w tabeli nr 6.

Obecnos¢ wspotistniejacych z morphea chordb autoimmunizacyjnych stwierdzono u 4 pa-
cjentow. Dwie pacjentki z GM podawaly wspotwystepowanie zapalenia tarczycy typu Hashi-
moto, u jednej pacjentki z GM wspotwystepowato tysienie plackowate, a u kolejnej z MEP
bielactwo. Choroby autoimmunizacyjne w rodzinie podawal jeden chory z grupy badanej,

a mianowicie u krewnego pierwszego stopnia wystegpowato reumatoidalne zapalenie stawow.

Tabela 6. Charakterystyka grupy badanej, LoSSI, aktywnos¢ choroby, dtugos¢ trwania choroby w grupie badanej

Podtypy
Morphea
MEP LM GM
Liczba n 30 16 2 12
chorych % 100 53 7 40
Dhugosé (rrslfzglnil ) 56,4 59,8 162,0 34,3
trwania 4
choroby SD 74,4 67,7 1952 47,9
Srednia 5,6 2,9 4 9,4
LoSSI
Min.-Max. 1-17 1-10 2-6 5-17
Choroba aktywna/nieaktywna 19/11 8/8 11 10/2

MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna morphea, GM — odmiana uogolniona morphea,
n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto$¢ minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna,

LoSSI — wskaznik rozlegto$ci, nasilenia i aktywno$ci zmian skornych w morphea wg Arkachaisriego i wsp.

4.2. Wzgledny poziom transkryptow genu CNP w komérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej i osoczowe stezenie NT-proCNP u chorych na morphea

Uzyskane wartosci wzglednego poziomu transkryptéw genu CNP w PBMC w calej grupie ba-
danej chorych na morphea oraz w poszczegolnych odmianach choroby przedstawiono w tabe-
li nr 7. Natomiast warto$ci osoczowego st¢zenia NT-proCNP (pg/ml) w catej grupie bada-

nej chorych na morphea oraz w poszczegdlnych odmianach choroby przedstawiono w tabeli nr 8.
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Nie wykazano istotnych réznic zarowno we wzglednym poziomie transkryptow genu CNP
w PBMC w grupie badanej w poréwnaniu z grupa kontrolng oséb zdrowych (p= 0,2752)
(Rycina 7), jak i w osoczowym stezeniu NT-proCNP w grupie badanej wzgledem grupy kontro-
Inej 0so6b zdrowych (p=0,6789) (Rycina 8). Nie wykazano roznic statystycznych we wzglednym
poziomie transkryptow genu CNP w PBMC (p=0,7190), jak rowniez w osoczowym stezeniu
NT-proCNP (p=0,2716) w obregbie poszczegdlnych odmian choroby. Wzgledny poziom trans-
kryptéw genu CNP w PBMC, jak i osoczowe stezenie jego produktu biatkowego nie wykazaty

korelacji ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktywnos$¢ choroby czy dtugos¢ jej trwania.

Tabela 7. Wzgledny poziom transkryptéw genu CNP w PBMC w grupie badanej i zdrowej grupie kontrolnej

0,00004/ 0,00005/ 0,00001/ 0,00003/ 0,00002/

+0,0001

+0,0001

+0,00

+0,00

+0,00

0,00001 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
0,00035 0,0004 0,00002 0,0001 0,0001
29 16 2 11 29

PBMC - komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna

morphea, GM — odmiana uogélniona morphea, n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto$§¢

minimalna, Max. — warto§¢ maksymalna.

Tabela 8. Osoczowe stezenie NT-proCNP w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej

249,0/+133,8

261,1/+122,6

370,4/+28,2

212,5/+149,5

233,5/+153,7

0,0 0,0 350,5 0,0 0,0
442,1 442,1 390.,4 392,6 523,0
30 16 2 12 30

MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna morphea, GM — odmiana uogélniona morphea,

n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto§¢ minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.
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4.3. Wzgledny poziom transkryptow genu VEGF-A w komérkach jednojagdrzastych
krwi obwodowej i osoczowe stezenie VEGF-A u chorych na morphea

Uzyskane wartosci wzglednego poziomu transkryptow genu VEGF-A w PBMC w catej gru-
pie badanej chorych na morphea oraz w poszczegélnych odmianach choroby przedstawiono
w tabeli nr 9. Natomiast warto$ci osoczowego stezenia VEGF-A (pg/ml) w catej grupie badanej
chorych na morphea oraz w poszczegdlnych odmianach choroby przedstawiono w tabeli nr 10.
Ocena wzglednego poziomu transkryptow genu VEGF-A w PBMC w grupie chorych
na morphea nie wykazata istotnej réznicy w pordwnaniu z grupa kontrolng oséb zdrowych
(p= 0,1836) (Rycina 9). Nie wykazano rowniez istotnej roznicy pomig¢dzy grupa badana,
a grupa kontrolng osob zdrowych w osoczowym stezenia VEGF-A (p=0,9723) (Rycina 10). Nie
odnotowano istotnej roznicy we wzglednym poziomie transkryptéw genu VEGF-A w PBMC
(p=0,4150), jak rowniez w osoczowym stezeniu VEGF-A (p=0,8431) w obrebie poszczegol-
nych odmian choroby. Zaréwno wzgledny poziom transkryptow genu VEGF-A w PBMC, jak
i osoczowe stezenie jego produktu biatkowego nie wykazaty korelacji ze zmiennymi, takimi

jak LoSSI, aktywnos¢ choroby czy dlugo$¢ jej trwania.

Tabela 9. Wzgledny poziom transkryptéw genu VEGF-A w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej

Morphea MEP LM GM Kontrola
. . 0,0002/ 0,0003/ 0,0001/ 0,0001/ 0,0005/
Srednia/+SD ’ ’ ’ ’ ’
Wzgledny +0,0003 +0,0004 +0,00 +0,0001 +0,0011
poziom Min. 0,00002 0,00004 0,00 0,00006 0,00006
transkryptow
el Max. 0,0015 0,0015 0,0001 0,0002 0,0051
VEGF-A
n 29 16 2 11 29

PBMC — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna

morphea, GM — odmiana uogolniona morphea, n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto$¢

minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.

Tabela 10. Osoczowe stezenie VEGF-A w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej

Morphea MEP LM GM Kontrola
Srednia /ASD 96,8/+97,3 92,1/£99.5 68,4/%5,0 107,9/+105,5 | 97,6/+78,9
Osoczowe Min. 1,4 1,4 64,9 25,6 0,0
stezenie
(pg/ml) Max. 417,7 340,5 72,0 417,7 303,6
n 30 16 2 12 30

MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna morphea, GM — odmiana uogélniona morphea,

n — liczebnos¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto§¢ minimalna, Max. — warto§¢ maksymalna.
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4.4. Wzgledny poziom transkryptow genu IP-10 w komérkach jednojadrzastych
krwi obwodowej i osoczowe stezenie IP-10 u chorych na morphea

Uzyskane warto$ci wzglednego poziomu transkryptow genu [P-10 w PBMC w calej grupie ba-
danej chorych na morphea oraz w poszczegdlnych odmianach choroby przedstawiono w tabeli
nr 11. Natomiast warto$ci osoczowego stezenia [P-10 (pg/ml) w catej grupie badanej chorych
na morphea oraz w poszczegolnych odmianach choroby przedstawiono w tabeli nr 12. Ocena
wzglednego poziomu transkryptow genu IP-10 w PBMC wykazata statystycznie nizsze warto-
$ci w grupie badanej w porownaniu z grupa kontrolng os6b zdrowych (p= 0,0023) (Rycina 11).
Ponadto odnotowano istotnie wyzsze osoczowe stgzenie IP-10 w grupie chorych na morphea
w poréwnaniu z grupg kontrolng osoéb zdrowych (p=0,0225) (Rycina 12). Nie odnotowano
istotnych statystycznie r6éznic we wzglednym poziomie transkryptow genu IP-10 w PBMC
(p=0,1688), ani w osoczowym st¢zeniu badanej cytokiny (p=0,0973) w obrgbie poszczegol-
nych odmian choroby. W grupie badanej udowodniono korelacje pomiedzy osoczowym steze-
niem [P-10, a LoSSI (p<0,0001) (wartos¢ =0,66) (Rycina 13). Z kolei wzgledny poziom trans-
kryptéw genu IP-10 w PBMC, jak i osoczowe stezenie jego produktu biatkowego nie wykazaty
korelacji ze zmiennymi, takimi jak aktywno$¢ choroby czy dtugo$¢ jej trwania.

Tabela 11. Wzgledny poziom transkryptéw genu IP-10 w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej

Morphea MEP LM GM Kontrola
Srednia 0,0036*/ 0,0028/ 0,0037/ 0,0048/ 0,0078%/
/£SD +0,0027 +0,0018 +0,0049 +0,0033 +0,0064
Wzgledny
poziom Min. 0,0003 0,0008 0,0003 0,0012 0,001
transkryptow
genu Max. 0,0113 0,0074 0,0072 0,0113 0,0241
1P10
n 29 16 2 11 29

PBMC — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna

morphea, GM — odmiana uogoélniona morphea, n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto$¢

minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.

*p = 0,0023

Tabela 12. Osoczowe stezenie IP-10 w grupie badanej i w grupie kontrolnej zdrowej

Morphea MEP LM GM Kontrola
Srednia 218,6%/ 169,5/ 165,4/ 292,9/ 139,2%/
/£SD +155.0 +115.,8 +11,4 +187.2 +102,0
Osoczowe Min. 63,7 63,7 157,4 97,5 37,6
stezenie
(pg/ml) Max. 525,0 525,0 173,5 525,0 525,0
n 30 16 2 12 30

MEP — odmiana plackowata morphea, LM — odmiana linijna morphea, GM — odmiana uogélniona morphea,

n — liczebno$¢ grupy, SD — odchylenie standardowe, Min. — warto§¢ minimalna, Max. — wartos¢ maksymalna.

#p = 0,0225
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Rycina 13. Korelacja pomiedzy osoczowym stezeniem IP-10 w grupie badanej, a LoSSI

4.5. Ocena osoczowego stezenia NT-proCNP, VEGF-A, oraz IP-10 u chorych
na postac ograniczong twardziny uktadowej w poréwnaniu z grupg
chorych na morphea oraz grupa zdrowych ochotnikéw

Uzyskane wartos$ci osoczowego stezenia NT-proCNP, VEGF-A oraz IP-10 (pg/ml) w catej
grupie badanej chorych na morphea oraz w grupie chorych na 1SSc przedstawiono w tabe-
li 12. Odnotowano istotnie wyzsze osoczowe stezeniec VEGF-A w grupie chorych na 1SSc
zarowno w odniesieniu do grupy badanej (p=0,0295) (Rycina 14), jak i do grupy kontrolne;j
zdrowych ochotnikéw (p=0,0212) (Rycina 15). Ponadto wykazano istotnie wyzsze osoczowe
stezenie IP-10 w grupie chorych na ISSc w porownaniu z grupg badang (p=0,0070) (Rycina 16),
jak 1 grupa kontrolng zdrowych ochotnikéw (p<0,0001) (Rycina 17). Nie wykazano istotnych
roznic w osoczowym stezeniu NT-proCNP w grupie ISSc w porownaniu do grupy badane;j
(p=0,7740) (Rycina 18) i grupy kontrolnej zdrowych ochotnikow (p=0,9391) (Rycina 19).
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Tabela 13. Osoczowe stezenie (pg/ml): NT-proCNE VEGF-A, IP-10 w grupie chorych na ISSc, grupie badanej

i zdrowe] grupie kontrolnej

Srednia/+SD 236,9/+158,9 249,0/+133,8 233,5/+153,7
Min. 0,0 0,0 0,0
Max. 4578 4421 523,0

n 20 30 30

Srednia/+SD 176,0%/+152,6 96,8%/497,3 97,6%/+78,9
Min. 53 1,4 0,0
Max. 529,1 417,7 303,6

n 20 30 30

Srednia/=SD 344,7%/+155,5 218,6%/+155,0 139,2%/+102,0
Min. 112,8 63,7 37,6
Max. 5250 5250 5250

n 20 30 30

ISSc — posta¢ ograniczona twardziny uktadowej, n — liczebnos¢ grupy, SD — odchylenie standardowe,

Min. — warto$¢ minimalna, Max. — warto$¢ maksymalna.
* istotnos¢ statystyczna (p < 0,05)
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Rycina 14. Pordwnanie osoczowego stezenia VEGF-A pomiedzy grupa chorych na ISSc i grupa badang
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Rycina 16. Poréwnanie osoczowego stezenia IP-10 pomiedzy grupg chorych na ISSc i grupa badana
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Rycina 17. Poréwnanie osoczowego stezenia IP-10 pomiedzy grupa chorych na ISSc i zdrowa grupa kontrolng
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Rycina 18. Poréwnanie osoczowego stezenia NT-proCNP pomiedzy grupg chorych na ISSc i grupa badana
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Rycina 19. Poréwnanie osoczowego stezenia NT-proCNP pomiedzy grupa chorych na ISSc i zdrowg grupg kontrolng

4.6. Ocena zaleznosci pomiedzy badanymi genami oraz osoczowym stezeniem
ich produktéw biatkowych u chorych na morphea

Uzyskane warto$ci wzglednego poziomu transkryptow genow: CNP VEGF-A, IP-10 w PBMC
w catej grupie badanej chorych na morphea przedstawiono w tabelach nr: 7, 9, 11.

Wykazano korelacje pomiedzy wzglednym poziomem transkryptoéw genu VEGF-A,
a genu CNP w PBMC w grupie badanej chorych na morphea (p=0,0001). Nie wykazano istot-
nej zaleznosci zarowno pomiedzy wzglednym poziomem transkryptow genu VEGF-A, a genu
IP-10 (p=0,5219), jak rowniez pomiedzy wzglednym poziomem transkryptéw genu CNP,
a genu IP-10 (p=0,5470) w PBMC u chorych z grupy badanej. Uzyskane warto$ci osoczo-
wego stezenia NT-proCNP, VEGF-A, oraz IP-10 (pg/ml) w calej grupie badanej chorych na
morphea przedstawiono w tabeli nr 13. Nie wykazano korelacji zarbwno pomig¢dzy osoczo-
wym stezeniem NT-proCNP, a VEGF-A (p=0,3926), jak rowniez pomigedzy VEGF-A, a IP-10
(p=0,8790) oraz IP-10, a NT-proCNP (p=0,9883). Nie stwierdzono korelacji zarowno pomiedzy
osoczowym stezeniem NT-proCNP, a wzglednym poziomem transkryptéw genu zarowno dla
VEGF-A (p=0,6615), jak i dla IP-10 (p=0,2512). Nie wykazano korelacji pomi¢dzy osoczowym
stezeniem VEGF-A, a wzglednym poziomem transkryptéw genu zaréwno dla CNP (p=0,0990),
jak i dla IP-10 (p=0,9545). Nie odnotowano korelacji zarowno pomiedzy osoczowym steze-
niem IP-10, a wzglednym poziomem transkryptow genu zarowno dla CNP (p= 0,5358), jak
idla VEGF-A (p=0, 6757).
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5. OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

Morphea nalezy do grupy chorob tkanki tacznej, w ktorej proces widknienia dotyczy skory
w odréznieniu do SSc, gdzie zjawisko widknienia moze dotyczy¢ rowniez narzadéw wewnetrz-
nych. Mechanizm powstawania stwardnien skory pozostaje nadal niedoktadnie poznany. Wia-
domo jednak, ze jest on wynikiem zlozonych zaburzen naczyniowych, immunologicznych, jak
réwniez wzmozonej syntezy kolagenu i ECM (Vierra E 1999, Chung L 2006, Gupta RA 2007,
Kreuter A 2009, Fett N 2011, Kurzinski K 2011, Kreuter A 2012). Patogenez¢ obu wymienio-
nych wyzej chorob charakteryzuje wczesna faza zapalenia (zwana fazg aktywna) oraz p6zna
faza wtdknienia. W badaniu histopatologicznym faza zaplenia charakteryzuje si¢ obfitymi na-
ciekami zapalnymi, zlokalizowanymi gtownie woko6t naczyn krwiono$nych warstwy siatecz-
kowatej skory wlasciwej. Naczynia krwiono$ne wykazujg poszerzone $wiatto, a srodblonek
fagodny obrzek. Natomiast w fazie widknienia obserwuje si¢ zanik naczyn krwiono$nych,
jak réwniez zwldknienie ich $cian. Zmiany w naczyniach krwiono$nych i komorkach EC sg
najwczesniejszymi cechami obserwowanymi w badaniu histopatologicznym. Dominujacymi
komorkami nacieku zapalnego w fazie wczesnej sg limfocyty, z towarzyszaca domieszka ko-
morek plazmatycznych i eozynofili, natomiast w fazie pdznej zmniejsza si¢ liczba komorek
zapalnych, a dominujacym staje si¢ proces wldknienia (Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Suc-
caria F 2013). W odpowiedzi na uszkodzenie EC dochodzi do aktywacji MMP, co prowadzi do
destrukcji ECM, uwolnienia czynnikow proangiogennych, jak réwniez molekut adhezyjnych,
ktoére przyciagaja krazace PBMC. Efektem koncowym opisanych procesow jak zjawisko wiok-
nienia tkanek (Sgonc R 1996, Kreuter A 2009, Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Hummers
LK 2009).

W konteks$cie zaburzen naczyniowych zwraca si¢ uwage na uszkodzenie EC, jak réwniez
nieprawidlowos$ci w zakresie angio- i waskulogenezy (Distler O 2004, Dziankowska-Bartko-
wiak B 2009). Czynniki inicjujace uszkodzenie EC nadal pozostaja niewyjasnione, a procesy te
maja miejsce na wezesnym etapie choroby (Hummers LK 2009). Dane literaturowe coraz cze-
sciej wskazuja na zaburzenia rownowagi w zakresie czynnikdw pro i antyangiogennych. Wigzac
moze si¢ to z progresja choroby (Distler O 2002, Dziankowska-Bartkowiak B 2006, Hummers
LK 2009). Angiogeneza jest ztozonym, wielostopniowym procesem tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych z wcze$niej istniejacych, pozostajacym pod $cistym nadzorem czynnikow pro
1 antyangiogennych. Zjawisko to ma miejsce zar6wno w warunkach fizjologicznych, takich jak
embriogeneza, naprawa tkanek po urazie czy cykl menstruacyjny u kobiet, jak i patologicznych
obejmujacych przewlekte procesy zapalne, choroby nowotworowe czy choroby przebiegajace
z wldknieniem (Doi K 1996, Strieter RM 2005, Riccieri V 2011). W warunkach fizjologicznych
zachowana jest $cista rtownowaga pomigdzy czynnikami pobudzajacymi i hamujacymi angio-

genezg, natomiast pod wptywem okreslonych czynnikdéw stymulujacych, takich jak niedotle-
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nienie lub niedokrwienie tkanek nastgpuje pobudzenie czynnikéw proangiogennych i indukcja
angiogenezy (Carmeliet P 2000, Distler O 2002, Rabquer BJ 2011, Riccieri V 2011).

Do znanych czynnikow pobudzajacych angiogeneze naleza: VEGF i jego receptory, PDGF,
TGF-B, czynnik wzrostu fibroblastow [fibroblast growth factor (FGF-2)]- 2, angiopoetyna-1,
endotelina-1, czynnik pochodzacy z komorek zrebowych [stromal cell-derived factor (SDF-1/
CXCL12)]-1, czynnik wzrostu hepatocytow [hepatocyte growth factor (HGF)], IGF, TNF-a
i B, kalikreiny, IL-6, IL-8 i inne. Z kolei do czynnikéw hamujacych angiogeneze (antyangio-
gennych/angiostatycznych) zaliczamy m.in. IP-10, endostatyng, angiostatyne, angiopoetyne-2,
IFN-y, IFN-a, IL-12 (Strieter RM 2005, Manetti M 2010, Liakouli V 2011). Najlepiej poznane

czynniki pro i antyangiogenne przedstawiono w tabeli nr 14.

Tabela 14. Czynniki pro i antyangiogenne

Czynniki proangiogenne Czynniki antyangiogenne

VEGF
TGF-B Angiostatyna
PDGF Endostatyna
FGF-2 Angiopoetyna-2
Angiopoetyna-1 IL-12
Endotelina-1 IFN-a
SDF1/CXCL12 IFN-y
tkankowe kalikreiny IP-10/CXCL10
HGF
IL-6
IL-8
TNF-01

W chorobach z kregu twardziny, pomimo ewidentnych objawow niedokrwienia i niedotle-
nienia tkanek, brak jest cech efektywnej angiogenezy (Riccieri V 2011). Pomimo to, u chorych
na SSc stwierdza si¢ zwickszong ekspresje, badz stezenie wielu czynnikéw proangiogennych,
takich jak: VEGF, PDGF, TGF-B1, FGF-2, tozyskowy czynnik wzrostu [placental growth factor
(PIGF)], VCAM-1, ICAM-1, endotelina-1, E-selektyny 1 P-selektyny, IL-8, TNF-a (Distler O
2002, Distler O 2004, Hummers L.K. 2009, Riccieri V 2011). Doniesienia na temat roli tych
czynnikow w morphea sg nieliczne (Ihn H 1994b, Thn H 1995, Nagaoka T 2000, Hasegawa
M 2003, Uziel Y 2007, Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Kurzinski K 2011). Zaniki naczyn
krwionos$nych sg widoczne zaréwno w badaniu histopatologicznym w ogniskach stwardniatej
skory u chorych na morphea i SSc, natomiast w przypadku SSc nieprawidlowosci w zakresie
mikrokrgzenia, mozna uwidoczni¢ dodatkowo w badaniu kapilaroskopowym watéw okotopa-
znokciowych (Riccieri V 2011). Poza uszkodzeniem EC, zaburzeniami w zakresie angio 1 wa-

skulogenezy obserwuje si¢ rowniez uposledzenie przeptywu krwi, adhezje leukocytow do EC,
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przenikanie leukocytow do otaczajacych tkanek, a w rezultacie wzbudzenie stanu zapalnego
oraz pobudzenie fibroblastow do nadmiernej produkcji kolagenu i sktadnikéw ECM (Dzian-
kowska-Bartkowiak B 2009, Riccieri V 2011).

Co wiecej, aktualnie nie dysponujemy znajomos$cig markerow $wiadczacych o aktywnosci,
czy stopniu zaawansowania morphea, a co si¢ z tym wigze posiadamy ograniczong mozliwos¢
dziatan terapeutycznych na wezesnym, potencjalnie odwracalnym etapie choroby, poprzedzaja-
cym proces wldknienia tkanek (Uziel Y 2007, Hummers LK 2009, Manetti M 2011b).

5.1. Znaczenie CNP w morphea

Jednym z najwcze$niejszych etapow patogenezy morphea jest uszkodzenie EC, ktore sa glow-
nym zrédtem CNP (Stingo AJ 1992). CNP, bedacy biatkiem o aktywnoS$ci naczyniowej nalezy
do rodziny peptyddéw natriuretycznych [natriuretic peptides (NP)], ktérych przedstawicielami
sa rowniez przedsionkowy peptyd natriuretyczny [atrial natriuretic peptide (ANP)], mézgowy
peptyd natriuretyczny [brain natriuretic peptide (BNP)], urodylatyna oraz DNP (dendroaspis
natriuretic peptide), ktory nie wystepuje w ludzkim organizmie. Wszystkie NP syntetyzowa-
ne sa z prohormonow, posiadaja 17-aminokwasowg strukturg pierScieniowa, zawierajacg dwie
reszty cysteinowe, potaczone wewnetrznym mostkiem dwusiarczkowym. Dziataja one przede
wszystkim moczopednie, natriuretycznie oraz wazodylatacyjnie, ponadto wywierajag wplyw na
uktad nerwowy oraz hormonalny (Stryjewski PJ 2013).

CNP zostal odkryty w 1990 roku jako trzeci cztonek rodziny NP, a wyizolowano go
w ekstraktach mozgu $win (Sudoh T 1990). Gen dla CNP znajduje si¢ na chromosomie 2
w lokalizacji 2q24 (Potter LR 2009), a jego produkcja ma miejsce glownie w EC, a takze
w chondrocytach oraz osrodkowym uktadzie nerwowym (Stingo AJ 1992, Potter LR 2009).
Ekspresje CNP wykazywano takze w PBMC, z jej nastgpowym zwigkszeniem po stymulacji
lipopolisacharydami (Bruckmeier M 2012). Po odcigciu N- koncowego 23-aminokwasowego
peptydu sygnalnego od 126-aminokwasowego biatka (preproCNP), wytwarzany jest sktadajacy
si¢ ze 103-aminokwasow propeptyd CNP (proCNP), ktéry nastepnie przeksztalcany jest przez
wewnatrzkomorkowa proteaze w CNP ztozony z 53 aminokwasdéw oraz 50-aminokwasowy
N-koncowy fragment CNP (NT-proCNP), ktory jest forma bardziej stabilng 1 z tego powodu
stuzy do okreslania osoczowego, badz surowiczego stezenia CNP (Prickett TC 2001, Stryjew-
ski PJ 2013). Natomiast w tkankach dominuje forma 53-aminokwasowa, a obok niej wystepuje
krétsza forma 22-aminokwasowa (Sudoh T 1990, Stingo AJ 1992, Prickett TC 2001, Malinow-
ski M 2006, Stryjewski PJ 2013).

NP dziatajg poprzez natriuretyczne receptory peptydowe. Dotychczas zidentyfikowano trzy
receptory: receptor peptydow natriuretycznych typu A (NPR-A/NPR1), receptor peptyddéw na-
triuretycznych typu B (NPR-B/NPR2) oraz receptor peptydow natriuretycznych typu C (NPR-C/
NPR3), z ktorych dwa pierwsze bedac biologicznie aktywnymi biatkami blonowymi posiada-
ja aktywnos¢ cyklazy guanylowej, przeksztatcaja GTP w cykliczny GMP (cGMP). Zewnatrz-
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komorkowy odcinek tancucha peptydowego zawiera domeng wigzaca hormon natriuretyczny,
natomiast czgs¢ wewnatrzkomorkowa biatka receptorowego zawiera proksymalnie domeng
wykazujacg aktywno$¢ kinazy, a dystalnie centrum aktywne cyklazy guanylowej. Kinaza stuzy
za czynnik sprzegajacy zewnatrzkomoérkowa domeng receptorowa z wykazujaca aktywnosé
cyklazy guanylowej domeng wewnatrzkomorkowa. NPR-B wykazuje najwieksze powinowac-
two dla CNP i zlokalizowany jest gtownie w migé$niach gtadkich obwodowych naczyn krwio-
no$nych, jak rowniez w centralnym uktadzie nerwowym. Natomiast NRP-A wykazuje wicksze
powinowactwo do ANP, BNP i DNP, a umiejscowiony jest w: nerkach, nadnerczach, ptucach,
mozgu, sercu, tkance thuszczowej oraz mig$niach gladkich naczyn krwiono$nych (Suga S 1992,
Stryjewski PJ 2013). NPR-C jest receptorem degradujacym dla NP, a jego nazwa wywodzi si¢
od angielskiego stowa oczyszczanie (ang. clearance). Z uwagi na roznice w powinowactwie do
receptora, okres péttrwania poszczegdlnych NP jest odmienny, z czego CNP posiada najkrotszy
okres poltrwania- 2,6 minuty. Degradowanie NP odbywa si¢ sg nie tylko przez receptor NPR-C.
W procesie usuwania NP z krwiobiegu bierze udzial réwniez neutralna endopeptydaza (NEP
24.11), bedaca ektoenzymem syntetyzowanym gtownie w EC. NEP wykazuje najwigksze po-
winowactwo do CNP, ktory hydrolizowany jest 2-krotnie szybciej od ANP 1 30-krotnie szybciej
od BNP (Suga S 1992, Hunt PJ 1994, Malinowski M 2006, Stryjewski PJ 2013). NT-proCNP,
posiadajacy dhuzszy okres pottrwania od CNP i stuzacy gléwnie do oznaczania osoczowe-
go stezenia tego biatka, nie ulega tak tatwo degradacji zar6wno w mechanizmie wigzania si¢
z receptorem NPR-C, jak i rozktadu przez NEP. Ze wzgledu na to, ze jego produkcja ma miej-
sce glownie w EC, uwaza si¢, ze pomiar jego stezenia moze posrednio $wiadczy¢ o ich ak-
tywnos$ci zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w stanach chorobowych (Prickett TC
2001). Produkcja i uwalnianie CNP z EC regulowane jest za pomoca réznych cytokin i czynni-
kéw wzrostu. Do najsilniejszych stymulatoréw naleza miedzy innymi czynniki zaangazowane
w patogenezie chorob przebiegajacych z widknieniem, takie jak TNF-a czy TGF-p (Suga S
1992, Suga S 1998, Malinowski M 2006). Z drugiej strony, dziatanie hamujace uwalnianie
CNP z EC wykazuje jeden z najsilniejszych czynnikow proangiogennych, czyli VEGF (Doi K
1996).

CNP charakteryzuje si¢ szerokim zakresem dziatania, aczkolwiek jego witasciwosci na-
triuretyczne i diuretyczne sg znacznie stabsze niz ANP i BNP (Hunt PJ 1994). Poza dziata-
niem wazodylatacyjnym CNP wykazuje réwniez dzialania cytoprotekcyjne, przeciwzapalne,
przeciwptytkowe i przeciwleukocytarne (Scotland RS 2005). Udowodniono hamujacy wptyw
CNP na proliferacje komorek migsni gltadkich naczyn [vascular smooth cell muscle (VSCM)],
jak réwniez na sekrecje¢ endoteliny-1, ktora jest silnym czynnikiem obkurczajacym naczynia
(Kohno M 1992, Suga S 1998). Dzialanie przeciwzapalne CNP zwigzane jest z hamowaniem
rekrutacji leukocytéw do ognisk zapalnych, co czeSciowo wynika z hamowania wydzielania
rozpuszczalnej postaci selektyny P [soluble P-selectin] (Scotland RS 2005).

Dane literaturowe wskazuja na podwyzszone osoczowe stezenie CNP u chorych z przewle-

klta niewydolno$cig nerek, czy w przebiegu wstrzasu toksycznego (Totsune K 1994, Hama N
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1994, Prickett TC 2001). Ze wzgledu na wlasciwosci wazodylatacyjne, cytoprtotekcyjne
1 przeciwzapalne zwroécono uwage na znaczenie CNP w prewencji miazdzycy naczyn krwio-
nos$nych (Suga S 1998). CNP ma rowniez hamowa¢ wtoknienie ptuc indukowane bleomycyng
(Murakami S 2004). Wtasciwosci cytoprotekcyjne CNP sktonity badaczy do pochylenia si¢ nad
rolg tego biatka w chorobach autoimmunizacyjnych zwigzanych z zaburzeniami angiogenezy.
Doniesienia literaturowe dotyczace znaczenia CNP w patogenezie tych chorob sg jednak na-
dal nieliczne. Olewicz-Gawlik i wsp. wykazali istotnie wyzsze surowicze stezenie NT-proCNP
u chorych na reumatoidalne zapalenie stawdéw w poréwnaniu ze zdrowa grupg kontrolna, a jego
stezenie korelowato ze ste¢zeniem rozpuszczalnej E-selektyny, markera aktywacji EC (Olewicz-
Gawlik A 2010). Ta sama grupa badaczy podjeta nowatorska probe okreslenia surowiczego po-
ziomu NT-proCNP w grupie chorych na SSc. Nie stwierdzono istotnych réznic w surowiczym
stezeniu NT-proCNP w grupie badanej w pordwnaniu z grupa zdrowych ochotnikow, ale co
cieckawe w grupie badanej stezenie NT-proCNP korelowalo z czasem trwania choroby i steze-
niem biatka C reaktywnego, co posrednio §wiadczy¢ moze o tym, iz obecnos¢ NT-proCNP jest
wynikiem procesOw zapalnych w przebiegu choroby (Olewicz Gawlik A 2010).

W prezentowanych badaniach podjeto si¢ oceny osoczowego stezenia NT-proCNP oraz
wzglednego poziomu transkryptéw genu CNP w PMBC u chorych na morphea. Analizu-
jac wyniki osoczowego stgzenia NT-proCNP nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
u chorych na morphea (249,0 pg/ml £133,8) w porownaniu do grupy kontrolnej chorych na
ISSc (236,9 pg/ml £158,9) oraz grupy zdrowych ochotnikow (233,5 pg/ml +153,7). Réwniez
wzgledny poziom transkryptow genu CNP w PBMC nie r6znit si¢ pomiedzy grupa badana,
a grupa zdrowych ochotnikéw. Badajac CNP, zarowno w zakresie osoczowego stezenia, jak
1 wzglednego poziomu transkryptow genu w PBMC, nie wykazano korelacji ze zmienny-
mi, takimi jak LoSSI, aktywno$¢ choroby czy dlugos¢ jej trwania. Podobnie w grupie cho-
rych na ISSc nie wykazano istotnych réznic w osoczowym stezeniu NT-proCNP zaréwno
w odniesieniu do grupy badanej, jak i grupy kontrolnej zdrowych ochotnikdw.

Do chwili obecnej nie opublikowano badan podejmujacych si¢ oceny CNP u chorych na
morphea, dlatego niemozliwe jest porownanie uzyskanych wynikéw z doniesieniami innych
badaczy. Przeprowadzone badania nie potwierdzaja jednak roli tego biatka w patogenezie mor-
phea, nie mozna jednak wykluczy¢ znaczenia zaburzen w zakresie jego receptorow i nieprawi-

dlowosci dotyczacych uktadu CNP- receptor CNP na poziomie tkanki zmienionej chorobowo.

5.2. Znaczenie VEGF-A w morphea

VEGEF jest najsilniejszym promotorem angiogenezy 1 limfogenezy. Zostat opisany przez Sen-
gera 1 wsp. w 1983 roku jako czynnik zwigkszajacy przepuszczalno$¢ naczyn [vascular per-
meability factor (VPF)] charakteryzujacy si¢ wybitnym dziataniem proangiogennym (Senger
DR 1990). VEGF to rodzina siedmiu czynnikéw: VEGF-A, -B, -C, -D, -E (czyli wirusowy ho-
molog VEGF), -F (pochodzacy z jadu wezy) oraz PIGF. Ich wspolng cechg jest wystepowanie
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w czasteczce fragmentu zawierajacego sekwencje cystein, co umozliwia tworzenie dimeréw
1 mostkow siarczkowych (Namiecinska M 2005, Yamazaki Y 2006). Poszczegolne czynniki sg
produktami ekspresji réznych gendw, rdznig si¢ miedzy sobg strukturg czasteczki oraz stop-
niem podobienstwem do VEGF-A, a takze odmiennym dzialaniem biologicznym. Najbardziej
znanym spos$rod catej rodziny jest czynnik VEGF-A, bedacy produktem genu zlokalizowanego
na chromosomie 6 (6p21.3) (Yamazaki Y 2006). W wyniku alternatywnego sktadania mRNA,
bedacego produktem ekspresji tego genu, powstajg izoformy VEGF-A rézniace si¢ liczbg ami-
nokwasow w czasteczce: 121, 145, 148, 162, 165, 165b, 183, 189, 206. W warunkach fizjolo-
gicznych najliczniejsza z izoform, jak rOwniez posiadajaca najsilniejsze wlasciwosci biologicz-
ne jest izoforma VEGF-A165 (Yamazaki Y 2006). Wtasciwos$ci biologiczne tego czynnika sg
uzaleznione od powinowactwa, jakie poszczegdlne izoformy VEGF-A wykazuja w stosunku do
heparyny oraz neuropiliny (Ferrara N 2001, Namiecinska M 2005, Yamazaki Y 2006).
VEGF-A jest wydzielany przez roznego rodzaju komorki, takie jak: EC, makrofagi, ptytki
krwi, fibroblasty czy VSMC pod wplywem czynnikéw stymulujacych synteze, do ktorych nale-
za przede wszystkim hipoksja, ale rowniez hipoglikemia, czynniki wzrostowe, takie jak: TGF-f,
PDGF, bFGF, oraz cytokiny: IL-1, TNF-a, tlenek azotu, hormony, onkogeny (Carmeliet P 2000,
FerraraN 2001, Distler O 2002, Namiecinska M 2005, Yamazaki Y 2006). Niedotlenienie warun-
kuje zwiekszenie syntezy VEGF w rd6znych komorkach, w wyniku syntezy w tych komorkach czyn-
nika indukowanego hipoksja [hypoxia inducible factor (HIF-1)]-1 (Distler O 2002). Dziatanie bio-
logiczne VEGF-A uwarunkowane jest wigzaniem do VEGFR. Istnieja 3 podtypy tego receptora,
takie jak: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1/KDR) i VEGFR-3 (FIt-4). Receptory te naleza do
nadrodziny receptorowych kinaz tyrozynowych i maja zdolnos¢ do autofosforylacji. Sktadaja si¢
z 3 zasadniczych elementow: zewnatrzkomorkowego (zbudowanego z siedmiu domen immuno-
globulinopodobnych), pojedynczego obszaru transblonowego oraz elementu wewnatrzkomor-
kowego, zawierajagcego domeng kinazy tyrozynowej (Namiecinska M 2005). Do czynnikdéw
modulujgcych aktywno§¢ VEGF naleza neuropilina 1 1 2 (NRP-1, NRP-2), petnigce funkcje
koreceptoréw (Namiecinska M 2005). Ekspresja VEGFR-1 ma miejsce gldéwnie w EC naczyn
krwionos$nych, monocytach, makrofagach, komorkach mezangialnych nerki i komoérkach tozy-
ska. Ekspresja VEGFR-2 wystepuje w najwigkszej ilosci rowniez w EC naczyn krwiono$nych,
natomiast ekspresja VEGFR-3 ma miejsce przede wszystkim w komorkach §rodbtonka limfa-
tycznego (Ferrara N 2001, Namiecinska M 2005). Proangiogenne efekty VEGF-A sa medio-
wane niemal wylacznie poprzez aktywacje receptora VEGFR-2 (Yamazaki Y 2006, Manetti M
2011b). VEGF zaangazowany jest na wielu r6znych etapach angiogenezy, takich jak: poczatko-
we rozszerzenie naczyn krwiono$nych, wzrost przepuszczalnosci naczyn, przebudowa macierzy
okotonaczyniowej, indukcja proliferacji, migracji i przezycia EC (Carmeliet P 2000, Distler O
2002, Namiecinska M 2005). Poza funkcja proangiogenng, udowodniono réwniez jego ak-
tywnos$¢ neroprotekcyjng w obwodowym i osrodkowym uktadzie nerwowym (Namiecinska M
2005). Biologiczne efekty dziatania VEGF sg $cisle zalezne od dawki, o czym $§wiadczg wyniki

doswiadczen nad zarodkami mysimi. Utrata cho¢by jednego allelu VEGF skutkowata letalnymi

_55-



defektami naczyniowymi, a $§mier¢ zarodkow nastepowala ok. 10. dnia cigzy (Namiecinska M
2005).

VEGF odgrywa kluczowa role w procesie angiogenezy zaréwno w warunkach fizjo-
logicznych, jak i patologicznych, w tym w chorobach autoimmunizacyjnych (Carmeliet P
2000, Ferrara N 2001, Namiecinska M 2005). Udzial VEGF-A zostat opisany m. in. w reu-
matoidalnym zapaleniu stawow, zapaleniu skorno-migsniowym/wielomigsniowym (Kiku-
chi K 1998), jak rowniez w SSc (Kikuchi K 1998 Distler O 2002, Choi JJ 2003, Distler O
2004, Dziankowska-Bartkowiak B 2006, Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Manetti M 2010).
W wielu badaniach wykazano podwyzszone zaréwno surowicze (Kikuchi K 1998, Distler O
2002, Choi JJ 2003, Manetti M 2010), osoczowe (Hummers LK 2009, Riccieri V 2011), jak
1 tkankowe (Mackiewicz Z 2002, Distler O 2004, Manetti M 2011) stezenie VEGF u chorych
na SSc w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng. Z drugiej strony Ozcelik i wsp. wykazali
obnizong ekspresje¢ VEGF-A w btonie §luzowej dzigset u chorych na SSc w poréwnaniu ze
zdrowa grupa kontrolng (Ozcelik O 2007). Z kolei zwickszong ekspresj¢ VEGFR-1 i VEGFR-2
na skornych EC udowodniono u chorych na SSc (Mackiewicz Z 2002, Distler O 2004). W ba-
daniu Distlera i wsp. wykazano korelacj¢ pomigdzy istotnie wyzszym surowiczym st¢zeniem
VEGF, a czasem trwania choroby. Co ciekawe, u chorych z krotkim okresem trwania choroby
oraz zaliczonych do grupy pre-SSc (obecno$¢ objawu Raynauda, zmian w kapilaroskopii oraz
krazacych autoprzeciwcial charakterystycznych dla SSc) stezenie to bylo istotnie wyzsze niz
u zdrowych ochotnikéw, co moze dowodzi¢, iz podwyzszone wartosci VEGF sg wyktadnikiem
wczesnego etapu choroby. Ci sami autorzy wykazali istotng korelacje pomiedzy surowiczym
stezeniem VEGF, a brakiem tendencji do rozwoju owrzodzen na opuszkach palcow rak u cho-
rych na SSc, co z kolei moze §wiadczy¢ o tym, iz VEGF dziata w tym zakresie prewencyj-
nie (Distler O 2002). Mechanizmy ktoére prowadza do nadprodukcji VEGF w SSc pozostaja
nieznane. Pomimo, ze hipoksja jest jednym z najsilniejszych induktorow syntezy VEGF-A,
czynnik HIF-1la nie odgrywa istotnej roli w indukcji wytwarzania VEGF-A w SSc (Distler O
2004). Ponadto istnieja doniesienia, ze brak efektywnej angiogenezy u chorych na SSc, pomi-
mo podwyzszonego stezenia cytokin proangiogennych, w tym VEGF-A, hamowany jest przez
jednoczasowe wysokie stezenie cytokin antyangiogennych, takich jak endostatyna, bedaca po-
tencjalnym inhibitorem zaleznej od VEGF angiogenezy (Hebbar M 2000, Dziankowska-Bart-
kowiak B 2006, Hummers LK 2009). Z drugiej strony Distler i wsp. nie wykazali podwyzszo-
nego stezenia endostatyny w grupie chorych na SSc (Distler O 2002). Autorzy ci wnioskuja, ze
w SSc dochodzi do zaburzenia funkcji samej cytokiny lub jej receptora w procesie wadliwej an-
giogenezy, jak rowniez o tym, iz przewlekla i niekontrolowana nadekspresja VEGF moze mie¢
szkodliwy wptyw na tworzenie nowych naczyn krwionosnych (Distler O 2004). W badaniu
Dziankowskiej-Bartkowiak i wsp. wykazano z kolei obnizony stosunek VEGF do endostatyny
u chorych na SSc, co potwierdza hipoteze braku rownowagi pomiedzy czynnikami pro i anty-
angiogennymi w przebiegu SSc (Dziankowska-Bartkowiak B 2006).
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Nalezy tez zaznaczy¢, ze istniejg 2 izoformy VEGF-A, powstajace w wyniku odmiennego
sktadania mRNA w obrebie terminalnego eksonu, tzw. proangiogenne VEGF-A 165 oraz anty-
angiogenne VEGF-A 165b (Bates DO 2002, Qiu Y 2009, Manetti M 2011b). W stosunkowo nie-
dawno przeprowadzonym badaniu Manetti i wsp. wykazali podwyzszone osoczowe i tkankowe
stezenie VEGF-A u chorych z SSc, co bylo zgodne z wcze$niejszymi doniesieniami Distlera
1 wsp. z 2002 1 2004 roku oraz badaniami wiasnymi Manettiego i wsp. z 2010 roku, aczkolwiek
nowatorskim odkryciem byt fakt, iz wysokie stezenie VEGF-A wynikato z istotnej przewa-
gi antyangiogennej izoformy tego biatka, czyli VEGF-A 165b nad proangiogenng izoforma
VEGF-A 165 (Distler O 2002, Distler O 2004, Manetti M 2010, Manetti M 2011a, Manetti
M 2011b). W warunkach in vitro obserwowano pobudzenie angiogenezy na EC uzyskanych
od pacjentow z SSc, po dodaniu rekombinowanych izoform VEGF-A 165 oraz przeciwciat
blokujacych VEGF-A 165b (Manetti M 2011a), co w przysztosci moze stanowi¢ jedng z opcji
terapeutycznych w chorobach z kregu twardziny i by¢ moze thumaczy niejednoznaczne wyniki
badan nad rola VEGF-A w SSc. Inni badacze sugeruja z kolei, ze brak efektu VEGF-A wynika
z krotkotrwatego wzrostu jego stezenia. Udowodniono, ze zbyt krétko trwajace podwyzszenie
stezenia VEGF-A wptywa na nietrwato$¢ nowo tworzonych naczyn krwiono$nych, a z drugiej
strony przedtuzona ekspresja VEGF-A, obserwowana szczegdlnie u chorych na SSc na réznych
etapach choroby, powoduje faczenie si¢ nowo tworzonych naczyn w sposéb niekontrolowany,
co paradoksalnie prowadzi do powstawania nietrwatej sieci naczyn krwionosnych (Distler O
2004).

Doniesienia na temat ekspresji VEGF-A u chorych na morphea sa znacznie bardziej skape.
Danczak-Pazdrowska wykazata znamiennie wyzsza ekspresje genu VEGF w PBMC u cho-
rych na morphea, natomiast istotnie obnizong ekspresj¢ w tkankach zmienionych chorobowo
w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng (Danczak-Pazdrowska A 2011). Stanowi to potwier-
dzenie wynikéw wczesniejszych badan, w ktorych rowniez wykazano znamiennie wyzsze
surowicze stezenia VEGF w grupie badanej chorych z morphea (Dziankowska-Bartkowiak
B 2009). Jednocze$nie w tym ostatnim badaniu zwrdécono uwage, ze wyzsze stezenie VEGF
w morphea wigzalo si¢ z nieznamiennie statystycznie nizszym osoczowym stezeniem
sVEGFR-2, co moze $wiadczy¢ o tym, iz proces wadliwej angiogenezy w morphea wynika
ze zmniejszonej ekspresji receptora na EC (Dziankowska-Bartkowiak B 2009). Z kolei Farrel
1 wsp. w badaniu immunohistochemicznym 2 biopsji skornych pobranych od chorych na mor-
phea nie wykazali r6znic w stosunku do grupy kontrolnej, co jak sugeruja autorzy posrednio
swiadczy o zaburzeniu angiogenezy na poziomie tkankowym w obrebie ognisk chorobowych
(Farrel AM 2001).

W prezentowanych badaniach nie wykazano istotnej réznicy w osoczowym stezeniu
VEGF-A w grupie badanej (96,8 pg/ml £97,3) wzgledem grupy kontrolnej zdrowych ochotni-
koéw (97,6 pg/ml £78,9). Stwierdzono natomiast istotnie wyzsze osoczowe stezenie VEGF-A
w grupie chorych na ISSc (176,0 pg/ml £152,6) w poréwnaniu z grupg badana, jak i grupa kon-
trolng 0so6b zdrowych. Osoczowe stezenie VEGF-A w grupie chorych na morphea nie wykazato

_57-



korelacji ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktywnos$¢ choroby czy dtugo$¢ jej trwania. Ponadto
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic we wzglednym poziomie transkryptéw genu
VEGF-A w PBMC w grupie badanej w pordwnaniu do grupy zdrowych ochotnikéw. Wzgledny
poziom transkryptow genu VEGF-A w PBMC w grupie chorych na morphea rowniez nie kore-
lowat ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktywno$¢ choroby czy dlugo$¢ jej trwania.

Réznice w prezentowanych wynikach w poréwnaniu do tych uzyskanych przez wyzej wy-
mienionych autoréw (Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Danczak-Pazdrowska A 2011) wy-
nika¢ moga z ro6znic klinicznych dotyczacych grup badanych. O ile wiek chorych w grupach
badanych byt na podobnym poziomie: 42,7 vs 45,1 (Danczak-Pazdrowska A 2011) vs 43,8
(Dziankowska-Bartkowiak B 2009), to $redni czas trwania choroby wynosit 56 miesigcy vs 67
miesigcy (Danczak-Pazdrowska A 2011) vs 18 miesigcy (Dziankowska-Bartkowiak B 2009).
Dane literaturowe dotyczace patogenezy VEGF-A w SSc wskazuja, iz biatko to zaangazowane
jest na wczesnych etapach choroby (Distler O 2002), dlatego dobor grupy badanej w poczat-
kowym stadium choroby mdégltby mie¢ potencjalny wptyw na uzyskane wyniki. Co wiecej,
rozbiezno$ci pomiedzy uzyskiwanymi wynikami moga by¢ zwigzane z wlaczeniem do badania
réznych podtypdéw choroby, chociaz nalezy tez zaznaczy¢, ze nie wykazano rdéznic w 0soczo-
wym stezeniu VEGF-A, ani we wzglednym poziomie transkryptow genu VEGF-A w PBMC
pomigdzy badanymi odmianami choroby. Ponadto analizujac wyniki powyzej cytowanych
autoréw (Farrel AM 2001, Dziankowska-Bartkowiak B 2009, Danczak-Pazdrowska A 2011),
w ktorych dowodzono zaburzen angiogenezy na poziomie tkankowym, istotne bytoby posze-
rzenie badan nad ekspresja genu VEGF w skorze. Kolejnym interesujagcym aspektem bytaby
ocena ekspresji receptora badanej cytokiny. Dane literaturowe wskazuja na zwigkszong ekspre-
sj¢ VEGFR w obrebie skornych EC u chorych na SSc (Mackiewicz Z 2002, Distler O 2004),
natomiast u chorych na morphea stwierdzono nieznamiennie statystycznie nizsze surowicze
stezenie sSVEGFR-2 (Dziankowska-Bartkowiak B 2009). By¢ moze zatem na proces wadliwe;j

angiogenezy wptywa raczej zaburzona funkcja receptora dla VEGF, niz samo VEGF.

5.3. Znaczenie IP-10 w morphea

Wsrod czynnikdéw pro 1 antyangiogennych zaangazowanych w patogenez¢ morphea istotna role
odgrywaja rowniez chemokiny. Naleza one do rodziny bialek oddziatujacych chemotaktycznie
na r6zne populacje leukocytéw, wzmacniajgc reakcje zapalne i immunologiczne (Yamamoto Y
2006, Zhou L 2008, Gotab J 2009, Rabquer BJ 2011, Romagnani P 2012). Z tego powodu che-
mokiny odgrywaja kluczowa role w wielu chorobach autoimmunizacyjnych (Yamamoto Y 2006,
Rabquer BJ 2011, Magee KE 2013). Poza dziataniem chemotaktycznym, chemokiny biora
udzial w aktywacji, proliferacji i réznicowaniu odmiennych populacji leukocytéw, jak rowniez
tworzeniu przerzutow nowotworowych czy tez regulacji angiogenezy (Gotab J 2009, Rabquer
BJ 2011, Romagnani P 2012). Do chemokin bedacych inhibitorami angiogenezy naleza mono-
kina indukowana przez IFN-y (MIG/CXCL9) oraz IP-10, znana rowniez jako CXCL10, ktore
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swoje dziatanie antyangiogenne wykazujg poprzez wigzanie si¢ z receptorem CXCR3 na po-
wierzchni EC (Strieter RM 2005, Rabquer BJ 2011). Natomiast chemokiny posiadajace w swej
budowie motyw ELR, takie jak IL-8 (CXCLS8) czy CXCL16, oddziatujac poprzez wigzanie si¢
z receptorem CXCR6 na powierzchni EC, pobudzajg angiogeneze¢ (Rabquer BJ 2011).
Chemokina IP-10 jest glikoproteing, o masie czasteczkowej 10 kDa, nalezaca do pod-
rodziny chemokin CXC, natomiast funkcjonalnie zaliczana jest do chemokin prozapalnych
(Ahmadi Z 2013). Z uwagi na brak motywu ELR, IP-10 hamuje tworzenie nowych naczyn
krwiono$nych, dlatego okreslana jest tez jako czynnik angiostatyczny (Strieter RM 1995).
IFN-y indukuje uwalnianie IP-10 z szeregu r6znych komorek, takich jak: keratynocyty, leu-
kocyty, neutrofile, makrofagi, monocyty, eozynofile, fibroblasty oraz EC, co indukuje odpowiedz
zapalng (Liu M 2011, Romagnani P 2012, Ahmadi Z 2013). Jej dziatanie biologiczne uwarun-
kowane jest poprzez wigzanie z receptorem CXCR3 (Strieter RM 2005), w zwigzku z czym ko-
morki prezentujace go na swojej powierzchni, takie jak: limfocyty Thl, limfocyty B, komorki
NK czy makrofagi sg rekrutowane do miejsc objetych procesem zapalnym wtasnie przez IP-10
(Arimilli S 2000, Romagnani P2012). Moze to dowodzi¢, ze chemokina IP-10 jest zaangazowana
w patogenezie chordb autoimmunizacyjnych charakteryzujacych si¢ dominacjg limfocytéw
Th1 (Arimilli S 2000). Obecnie postuluje si¢, ze chociaz choroby przebiegajace z wioknieniem
nalezg do grupy chordb Th2-zaleznych, to jednak na wczesnych ich etapach w naciekach zapal-
nych stwierdza si¢ przewage limfocytow Thl i cytokin z nimi zwigzanych (Uziel Y 1994, Thn
H 1995, Thn H 1996, Hasegawa M 2003, Kurzinski K 2011, Liu X 2013, Torok KS 2015). Eks-
presja receptora CXCR3 ma miejsce nie tylko na komérkach uktadu immunologicznego, ale
réwniez na EC, perycytach czy komoérkach mezangialnych (Arimilli S 2000, Ahmadi Z 2013).
Receptor CXCR3 istnieje w postaci trzech izoform, odpowiednio CXCR3-A, CXCR3-B oraz
CXCR3-alt (Lasagni L 2003). IP-10 przylaczajac si¢ do poszczegoélnych lizoform odmiennie
oddziatuje na funkcjonowanie komorek, a mianowicie pobudzajgc receptor CXCR3-A wptywa
na chemotaksje i proliferacje roznych typow komorek, natomiast aktywujac CXCR3-B hamu-
je proliferacje i migracj¢ komorek, a pobudza apoptozg (Lasagni L 2003, Rabquer BJ 2011,
Ahmadi Z 2013). Efekty antyangiogenne IP-10 s3 mediowane wylacznie poprzez aktywacje
receptora CXCR3-B (Rabquer BJ 2011). Dziatania IP-10 obejmujg m.in.: chemotaksj¢ ma-
krofagow, monocytow, komoérek NK, limfocytow T, wptyw na rozwdj i funkcje limfocytow,
stymulacj¢ adhezji limfocytow T do EC, indukcje procesow zapalnych, zahamowanie wzrostu
guza in vivo, jak rowniez zahamowanie angiogenezy (Romagnani P 2012, Ahmadi Z 2013).
Rolg IP-10 udowodniono w patogenezie chorob autoimmunizacyjnych, takich jak: SLE
(Hrycek E 2013), posta¢ dziecigca zapalenia skorno-miesniowego (Fall N 2005), cukrzyca typu I
(Ahmadi Z 2013) czy SSc (Rabquer BJ 2011, Hasegawa M 2011, Assassi S 2013). Rabquer
1 wsp. wykazali podwyzszone surowicze i tkankowe stezenie IP-10 u chorych na SSc, na-
tomiast ekspresja receptora CXCR3 na EC byla obnizona w poroéwnaniu ze zdrowa grupa
kontrolng (Rabquer BJ 2011). Ci sami autorzy wykazali podwyzszone surowicze i tkankowe

stezenie potencjalnie proangiogennej chemokiny CXCLI16, jak réwniez zwigkszong ekspre-
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sj¢ jej receptora CXCR6 na EC w skorze chorych na SSc, co jak wnioskujg $wiadczy¢ ma
o tym, iz ekspresja receptorow dla chemokin proangiogennych stuzy promowaniu angiogenezy
w skorze chorych na SSc (Rabquer BJ 2011). Rowniez w skorze myszy Scl GvHD stwierdzono
zwigkszong ekspresje mRNA dla cytokin indukowanych przez IFN- v, takich jak: MIG/CXCL9,
IP-10, oraz CXCL11/I-TAC (Zhou L 2007). Inne grupy badaczy potwierdzily podwyzszone su-
rowicze (Antonelli A 2008, Hasegawa M 2011) i osoczowe (Liu X 2013) stezenia tej cytokiny
u chorych na SSc¢ w poréwnaniu z grupami kontrolnymi zdrowych ochotnikow. Stezenia te ko-
relowaly zaré6wno z aktywnos$cig procesu chorobowego (Hasegawa M 2011, Liu X 2013), jak
1 ze stopniem zajecia nerek i1 pluc (Antonelli A 2008). Surowicze stezenie IP-10 wykazywato
rowniez istotny zwigzek ze stopniem wioknienia watroby w przebiegu wirusowego zapalenia
watroby typu C (Reitberger T 2008).

We wzbudzaniu chemokin CXC istotng role odgrywa IFN-y bedacy produktem syntezy
limfocytéw T 1 komorek NK (Gillery P 1992). Udowodniono jego silne wlasciwosci antyfi-
brotyczne, ktore wyrazaja si¢ poprzez zmniejszenie poziomu mRNA dla kolagenow typu 1, I,
111, zahamowanie proliferacji i migracji skornych fibroblastow, jak rowniez zniesienie stymu-
lujacego wptywu TGF-p (Hunzelmann N 1997, Sime PJ 2001, Coelho L 2008). Dane litera-
turowe wskazujg na niskie ste¢zenie IFN-y w chorobach skory przebiegajacych z nadmiernym
wloknieniem, takich jak morphea i SSC (Scala E 2004, Hasegawa M 2005, Lipko-Godlewska
S 2008). Lipko-Godlewska i wsp. wykazali obnizenie surowiczego stezenia [FN-y w grupie
chorych na morphea. Co wigcej, niskie stezenie tego biatka korelowato z aktywnos$cig procesu
chorobowego (Lipko-Godlewska S 2008). Odmienne wyniki odnalez¢ mozna w niedawno opu-
blikowanym badaniu, w ktorym Torok 1 wsp. wykazali podwyzszone surowicze st¢zenie IFN-y
w pediatrycznej grupie chorych na morphea (Torok KS 2015). Posrednio wskazywaé to moze
na udzial limfocytéw Thl bedacych gtownych zrodtem IFN-y w patogenezie choroby (Torok
KS 2015). Z uwagi na wlasciwosci antyfibrotyczne podje¢to proby terapeutycznego wykorzy-
stania [FN-y zarowno u chorych na SSc, jak 1 na morphea. Co prawda wstgpne wyniki badan
z zastosowaniem IFN-y byly obiecujace (Grassegger A 1998), to jednak badania kliniczne nie
przyniosty spodziewanych rezultatow zarowno u chorych na morphea, jak i na SSc i substancja
ta nie jest obecnie rekomendowana w schematach leczenia obu choréb (Hunzelmann N 1997,
Black CM 1999).

W prezentowanej pracy S$rednie osoczowe stezenie IP-10 u chorych na morphea
(218,6 pg/ml £155,0) bylo istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej zdrowych ochotnikow
(139,2 pg/ml £102,0). Osoczowe stezenie cytokiny IP-10 w grupie chorych na morphea korelowato
zLoSSI(r=0,66); (p<0,0001), natomiast nie wykazano korelacji ze zmiennymi, takimi jak aktyw-
no$¢ choroby czy dlugos¢ jej trwania. Poréwnujac wzgledny poziom transkryptéw genu IP-10
w PBMC w grupie badanej wykazano istotnie nizsze warto$ci wzgledem grupy zdrowych
ochotnikow. Wzgledny poziom transkryptéw genu IP-10 w PBMC w grupie chorych na mor-

phea nie korelowat ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktywno$¢ choroby czy dlugos¢ jej trwa-
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nia. W grupie chorych na ISSc odnotowano istotnie wyzsze osoczowe stezenie IP-10 (344,7 pg/ml
+155,5) zardwno wzgledem grupy badanej, jak i grupy zdrowych ochotnikdw.

Uzyskane wyniki w duzej mierze sa zgodne z nielicznymi danymi literaturowymi.
Do chwili obecnej opublikowano dwa badania podejmujace ocene chemokiny IP-10 w pa-
togenezie morphea. Nalezy podkresli¢, ze obie prace opublikowane zostaly juz w trak-
cie prowadzenia prezentowanych badan. Magee 1 wsp. przebadali grupe 69 pacjentow
pediatrycznych, w ktérej osoczowe stezenie IP-10 byto istotnie wyzsze wzgledem steze-
nia obserwowanego w grupie zdrowych ochotnikow. Co wigcej, stezenie to korelowato
z aktywnoscig kliniczng choroby okreslong za pomocg mLoSSI i PGA-A (Physician Glo-
bal Assessement of Disease Activity). Badaniem immunohistochemicznym potwierdzo-
no réwniez obecnos¢ IP-10 w ogniskach chorobowych u 5 pacjentéow, u ktérych pobrano
biopsje skorne, a jego poziom byl porownywalny do poziomu stwierdzanego u pacjentéw
z tuszczyca, stanowigcych w tym badaniu grupe kontrolng (Magee KE 2013). Podobnie Torok
1 wsp. wykazali podwyzszenie osoczowego stezenia IP-10 w grupie dzieci chorych na mor-
phea. W badaniu tym wykazano rowniez korelacje pomigdzy podwyzszonym stezenie badanej
cytokiny, a aktywnoscig choroby (Torok KS 2015).

Nie jest jasne dlaczego uzyskaliSmy zmniejszony wzgledny poziom transkryptow genu
IP-10 w PBMC. Zjawisko to ttumaczy¢ mozna przypuszczalnym zaistnieniem mechanizmu petli
zwrotnej w uktadzie IP-10, gdzie wysokie osoczowe stezenie cytokiny moze hamowac jego eks-
presje, aczkolwiek nie obserwowano negatywnych korelacji pomiedzy wzglgdnym poziomem
transkryptow genu IP-10 w PBMC, a osoczowym stezeniem jego produktu biatkowego. Po-
nadto badanie na poziome mRNA jest uwazane obecnie za mniej informatywne, niz badanie na
poziomie biatka. Wiadomo bowiem, ze sama ekspresja mRNA nie bedzie swiadczyta o realnej
produkcji biatka, a wpltywac na nig moze szereg systemow regulujacych. Co wigcej, nalezatoby
zwréci¢ uwage na oceng lokalnej ekspresji badanej cytokiny na poziomie tkankowym, gdyz
proces toczacy si¢ w skorze nie zawsze przektada si¢ na uktadowa ekspresje badanej cytokiny.

Podsumowujac, wydaje sie, ze IP-10 moze by¢ zaangazowana w patomechanizm morphea.
Co wiecej, cytokina ta moze stanowi¢ marker aktywnosci choroby, poniewaz jej osoczowe ste-
zenie korelowato z LoSSi. Ponadto IP-10 potencjalnie stanowi¢ moze docelowy punkt uchwytu
dla terapii antyfibrotycznych. W ostatnim czasie ukazata si¢ publikacja, wg ktorej fluorofeni-
don majacy ostabia¢ witdknienie nerek swoj efekt wywiera m.in. poprzez obnizenie ekspresji
IP-10 (Tang J 2015).

W powyzszej pracy podjeto probe scharakteryzowania potencjalnego znaczenia wybranych
czynnikow pro i antyangiogennych i biatka o aktywnos$ci wazoprotekcyjnej w patogenezie
morphea. Badane czynniki wptywaja na wiele r6znych mechanizméw inicjacji i utrzymania
zaburzen naczyniowych w przebiegu chordb przebiegajacych z widknieniem. Doktadny pato-
mechanizm zar6wno SSc, jak i morphea pozostaje nieznany. Wyniki prezentowanych badan,

w kontekscie danych literaturowych, nie pozwalaja jednoznacznie okresli¢ roli VEGF-A i CNP
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w zaburzeniach naczyniowych stanowigcych niewatpliwie istotng role w patomechanizmie
choroby, aczkolwiek uzyskane wyniki roli tych biatek w morphea nie potwierdzaja. Wydaje si¢
jednak, ze istotne byloby poszerzenie badan dotyczacych ekspresji badanych biatek na pozio-
mie tkanek zmienionych chorobowo oraz rozszerzenie badan o ocen¢ ich receptorow.
Obiecujace wyniki uzyskano natomiast w kontekscie znaczenia IP-10, ktore to biatko wy-
daje sie odgrywac rolg w patogenezie morphea, a co wigcej moze stanowi¢ marker aktywnosci
choroby. Idealny biomarker powinien by¢ wykrywalny na weczesnych etapach choroby, charak-
teryzowac si¢ bezposrednim wpltywem na patogeneze procesu chorobowego i dobrze korelo-
wac z aktywnoscig choroby (Hummers LK 2009). Wydaje si¢ zatem, ze nalezy kontynuowac
podjete prace na wigkszych 1 w miar¢ mozliwos$ci ujednoliconych grupach badanych.
Oczywiscie przedstawione badania nie sg pozbawione ograniczen. Przede wszystkim,
z uwagi na fakt, iz morphea jest rzadka choroba, grupa badana skladata si¢ jedynie z 30 cho-
rych, w tym podziat na poszczegdlne podtypy byt nieréwny. Ponadto brak jest danych jed-
noznacznie potwierdzajacych dobor genow referencyjnych GAPDH oraz 18 S w chorobach
przebiegajacych z widknieniem i1 by¢ moze nalezatoby powtorzy¢ badania z udzialem innych
gendw referencyjnych. Ponadto, jak juz wspomniano, celem petnej oceny roli wybranych bia-
tek w patogenezie morphea nalezatoby rowniez wykona¢ badania na poziomie zmienionych

chorobowo tkanek z uwzglednieniem receptorow.
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6. WNIOSKI

1. Przeprowadzone badania nie potwierdzaja roli biatka CNP w patogenezie morphea,
aczkolwiek nie mozna wykluczy¢ znaczenia jego receptoréw ani zaburzen w uktadzie

CNP-CNPR na poziomie tkanki zmienionej chorobowo.

2. Przeprowadzone badania nie potwierdzajg roli biatka VEGF-A w patogenezie morphea,
aczkolwiek nie mozna wykluczy¢ znaczenia jego receptoréw ani zaburzen w uktadzie
VEGF-VEGFR na poziomie tkanki zmienionej chorobowo.

3. W grupie chorych na morphea uzyskano istotnie wyzsze osoczowe stezenie biatka

IP-10, co moze sugerowac, ze biatko to odgrywa role w patogenezie choroby.

4. Osoczowe stezenie biatka IP-10 korelowato ze skalg LoSSI, co sugeruje, ze biatko to

moze by¢ przydatne w monitorowaniu aktywnosci choroby.
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7. STRESZCZENIE

Twardzina ograniczona (localized scleroderma, morphea) znana rowniez jako morphea jest
rzadko wystepujaca, przewlekla, autoimmunologiczng jednostka chorobowa o niewyjasnio-
nej dotychczas etiologii. Charakteryzuje si¢ wystepowaniem wczesnej fazy zapalnej, po ktorej
nastgpuje nieodwracalna faza zwtoknieniem skory i tkanki podskornej. Wigkszo$¢ doniesien
naukowych dotyczacych etiopatogenezy twardziny odnosi si¢ do postaci uktadowej choroby
[systemic sclerosis (SSc)], natomiast dane literaturowe dotyczace morphea sa skape.

W patomechanizmie choroby zwracajg uwage trzy zasadnicze zjawiska, takie jak: aktywacja
i uszkodzenie komorek s$rodblonka [endothelial cells (EC)], zaburzenia immunologiczne
oraz nieprawidlowosci dotyczace metabolizmu biatek macierzy pozakomorkowej. Inicju-
jacym zjawiskiem w patomechanizmie choroby jest uszkodzenie EC, co prowadzi do obli-
teracji matych naczyh krwiono$nych, uwolnienia antygendw komodrkowych oraz wzbu-
dzenia procesOw zapalnych i autoimmunizacyjnych. Zwrdécono uwage na zaburzenia
w zakresie biatek o aktywno$ci naczyniowej majacych ochronny wptyw na EC, do ktorych nie-
watpliwie zaliczy¢ mozna peptyd natriuretyczny typu C [C-type natriuretic peptide (CNP)]. Poza
silnym dziataniem wazodylatacyjnym, biatko to wykazuje roéwniez dziatanie przeciwzapalne,
przeciwptytkowe i przeciwleukocytarne. Doniesienia literaturowe dotyczace znaczenia CNP
wchorobachautoimmunizacyjnychsgnieliczne. Wpatogeneziechorobprzebiegajacychzwtdknie-
niempodkres$lasi¢takzeroleczynnikowproiantyangiogennych. Dogrupytejzaliczy¢ moznaczyn-
nik wzrostu $§rodbtonka naczyn [vascular endothelial growth factor (VEGF)]-A, bedacy zaréwno
w warunkach fizjologicznych i patologicznych jednym z najsilniejszych promotoréw angio-
genezy. Dotychczasowe badania dotyczace udzialu tego biatka w patogenezie morphea sa
niejednoznaczne. W zaburzeniach immunologicznych istotng role odgrywaja takze cytokiny,
ktérych zadanie polega na indukcji, utrzymaniu i zwielokrotnieniu proceséw zapalnych. Do
grupy tej nalezy bialko indukowane przez interferon gamma [interferon-gamma-inducible
protein (IP)]- 10. Dane literaturowe potwierdzaja znaczenie chemokiny IP-10 w chorobach
autoimmunizacyjnych, m.in. takich jak SSc. Natomiast doniesienia dotyczace jej znaczenia
w patomechanizmie morphea sg nieliczne.

Cele pracy obejmowaty: (1) ocen¢ wzglednego poziomu transkryptow genu dla CNP,
VEGF-A oraz IP-10 w jednojadrzastych komoérkach krwi obwodowej [peripheral blood mo-
nonuclear cells (PBMC)] u chorych na morphea z uwzglgdnieniem poszczeg6lnych odmian
choroby, stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci; (2) ocene osoczowego stezenia aminoterminal-
nego odcinka CNP [amino-terminal fragment of pro-C-type natriuretic peptide (NT-proCNP)],
VEGF-A oraz IP-10 u chorych na morphea z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby,

stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci; (3) poréwnanie osoczowego stezenia NT-proCNP, VEGF-A
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oraz IP-10 w grupie chorych na morphea oraz postaé ograniczong twardziny uktadowej [/imited
systemic sclerosis (1SSc)]; (4) poszukiwanie markera aktywno$ci procesu morphea.

Badaniami objeto 80 0séb, z czego grupe badang stanowito 30 chorych na morphea leczonych
w warunkach ambulatoryjnych i szpitalnych w Klinice Dermatologii Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Kryterium wykluczajacym byto stosowanie leczenia ogdlnego i miejscowe-
go w okresie miesigca poprzedzajacego pobranie materiatu. U wszystkich chorych z grupy
badanej rozpoznanie kliniczne zostato potwierdzone badaniem histopatologicznym. Ponad-
to chorych zakwalifikowano do 3 podgrup: (1) odmiana plackowata morphea [morphea en
plagques (MEP)] (16 chorych), (2) odmiana linijna morphea [linear morphea (LM)] (2 cho-
rych) oraz (3) odmiana uogélniona morphea [generalised morphea (GM)] (12 chorych).
Natomiast grupy kontrolne obejmowaty: (1) 20 chorych na ISSc, grupa ta stanowita kontro-
le w badaniu osoczowego stezenia wybranych cytokin oraz (2) 30 zdrowych ochotnikow,
grupa ta stanowita kontrole zarowno w badaniu wzglednego poziomu transkryptow genow
wybranych biatek w PBMC, jak roéwniez ich osoczowego stezenia. U wszystkich chorych
z grupy badanej dokonano oceny aktywnos$ci choroby, czas trwania procesu chorobowe-
go, a takze ocena rozleglosdci, nasilenia i aktywno$ci zmian skérnych w morphea w oparciu
o wskaznik rozlegtosci, nasilenia i aktywno$ci zmian skornych w morphea [localized sclero-
derma skin severity index (LoSSI)], zaproponowany przez Arkachaisriego i wsp. w 2008 roku.

Oceng wzglednego poziomu transkryptow (ekspresji) genu dla CNP, VEGF-A i IP-10
w PBMC u chorych na morphea i zdrowych ochotnikow dokonano w oparciu o metode reakcji
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym [real time polymerase chain reaction (rt-PCR)].

Natomiast osoczowe stezenia NT-proCNP, VEGF-A 1 IP-10 wykonano z zastosowaniem
metody immunoenzymatycznej ELISA. Ocena ta dokonana zostata u chorych z grupy badane;j
oraz w obu grupach kontrolnych.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej. Za istotne statystycznie uznano te, ktore
osiggnety wartos¢ p < 0,05.

Wykazano istotnie wyzsze osoczowe stezenie chemokiny IP-10 w grupie chorych na mor-
phea w poréwnaniu z grupa kontrolng zdrowych ochotnikow (p=0,0225). Stwierdzono istotnie
nizszy wzgledny poziom transkryptow genu IP-10 w PBMC w grupie badanej w poréwnaniu
z grupg kontrolng zdrowych ochotnikéw (p=0,0023). Ponadto wykazano korelacje pomigdzy
osoczowym stezeniem IP-10, a LoSSI (p<0,0001) (r=0,66), natomiast nie wykazano korelacji
ze zmiennymi, takimi jak aktywno$¢ choroby czy dtugos$¢ jej trwania. Nie odnotowano korela-
¢ji pomiedzy wzglednym poziomem transkryptéow genu IP-10 w PBMC, a LoSSI, aktywnoscia
choroby czy dtugoscia jej trwania. Nie wykazano istotnych réznic we wzglednym poziomie
transkryptow genu IP-10 w PBMC, ani w osoczowym stezeniu badanej cytokiny w obrebie
poszczegolnych odmian choroby.

Nie wykazano istotnych réznic we wzglednym poziomie transkryptéw genu CNP w PBMC,
jak rowniez w osoczowym stezeniu NT-proCNP w grupie badanej w poréwnaniu z grupa kon-
trolng osob zdrowych. Wzgledny poziom transkryptow genu CNP w PBMC, jak rowniez oso-
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czowe stezenie NT-proCNP nie wykazaly korelacji ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktyw-
no$¢ choroby czy dlugo$¢ jej trwania. Nie wykazano istotnych rdznic we wzglednym poziomie
transkryptow genu CNP w PBMC, ani w osoczowym stgzeniu badanego biatka w obrebie po-
szczegb6lnych odmian choroby.

Nie stwierdzono istotnych réznic we wzglednym poziomie transkryptow genu VEGF-A
w PBMC, ani w osoczowym stezeniu VEGF-A w grupie badanej w poréwnaniu z grupg kon-
trolng zdrowych ochotnikéw. W grupie badanej, zar6wno wzgledny poziom transkryptéw genu
VEGF-A w PBMC, jak rowniez osoczowe ste¢zenie VEGF-A nie wykazatly korelacji ze zmien-
nymi, takimi jak LoSSI, aktywno$¢ choroby czy dhugos¢ jej trwania. Nie odnotowano roznic
we wzglednym poziomie transkryptéw genu VEGF-A w PBMC, ani w osoczowym stezeniu
badanej cytokiny w obrebie poszezegdlnych odmian choroby.

Wykazano istotnie wyzsze osoczowe stezenie IP-10 w grupie chorych na 1SSc w porow-
naniu z grupg badang (p=0,0070), jak i grupa zdrowych ochotnikéw (p<0,0001). Stwierdzono
istotnie wyzsze osoczowe stezenie VEGF-A w grupie chorych na 1ISSc w porownaniu z grupa
badang (p=0,0295) oraz grupa zdrowych ochotnikow (p=0,0212). Natomiast w odniesieniu do
NT-proCNP nie stwierdzono réznic w osoczowym stezeniu tego biatka w grupie chorych na
ISSc w poréwnaniu do grupy badanej, jak i grupy zdrowych ochotnikoéw. By¢ moze wyzsze
osoczowe stezenie IP-10 i VEGF-A u chorych na ISSc w poréwnaniu do grupy badanej oraz do
grupy osobnikow zdrowych wynika z tego, iz proces chorobowy w 1SSc jest ogélnoustrojowy
1 wielonarzadowy w odréznieniu do morphea, gdzie dotyczy on zasadniczo skory. Zasadnym
zatem, w przypadku morphea, bytoby skoncentrowanie badan na biopsjach zmienionej tkanki.

W grupie badanej dokonano réwniez oceny korelacji pomiedzy wzglednymi poziomami
transkryptow genu dla CNP, VEGF-A, IP-10 w PBMC. Na podstawie uzyskanych wynikéw
stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy wzglednym poziomem transkryptow genu VEGF-A, a genu
CNP w PBMC (p=0,0001). Nie wykazano istotnej zaleznosci pomigedzy wzglednym pozio-
mem transkryptéw genu VEGF-A, a genu IP-10, jak rowniez pomigdzy wzglednym poziomem
transkryptow genu CNP, a genu IP-10 w PBMC. Nie wykazano roéwniez istotnej korelacji po-
migdzy osoczowym ste¢zeniem badanych biatek w grupie badanej. Ocena zalezno$ci pomiedzy
osoczowym stezeniem NT-proCNP, a wzglednym poziomem transkryptow genu dla VEGF-A
i genu dla IP-10 w PBMC nie wykazala istotnosci statystycznej. Podobnych zaleznosci nie
stwierdzono dokonujac poréwnania pomigdzy osoczowym stezeniem VEGF-A, a wzglednym
poziomem transkryptow genu dla CNP i genu dla IP-10 w PBMC, jak i pomigdzy osoczowym
stezeniem IP-10, a wzglednym poziomem transkryptéw genu dla CNP i genu dla VEGF-A
w PBMC u chorych z grupy badane;.

Niniejsza praca stanowita probe poszerzenia wiedzy na temat etiopatogenezy morphea,
a w szczegolnosci zaburzen naczyniowych. W prezentowanych badaniach podjeto probe scha-
rakteryzowania roli CNP, VEGF-A, IP-10 w patogenezie choroby. Doktadny patomechanizm
zardwno SSc, jak i morphea pozostaje nieznany. Wyniki prezentowanych badan nie pozwalaja

jednoznacznie okresli¢ roli VEGF-A i CNP w zaburzeniach naczyniowych stanowigcych nie-
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watpliwie istotng rolg w patomechanizmie schorzenia, aczkolwiek uzyskane wyniki roli tych
biatek w morphea nie potwierdzaja. Wydaje si¢ jednak, ze istotne byloby poglebienie badan
dotyczacych oceny wzglednego poziomu transkryptow genéw badanych bialek na poziomie
zmienionych chorobowo tkanek oraz rozszerzenie badan o oceng ich receptoréw.

Obiecujace wyniki uzyskano natomiast w konteks$cie znaczenia IP-10, ktore to biatko wy-
daje sie odgrywac rolg w patogenezie morphea, a co wigcej moze stanowi¢ marker aktywnosci
choroby. W prezentowanych badaniach uzyskano dowody potwierdzajace udziat tej chemokiny
w patogenezie morphea. Niewatpliwie nalezy kontynuowa¢ podjete prace. Istotnym wydaje si¢
poszerzenie oceny wzglednego poziomu transkryptow badanego genu na poziomie zmienio-
nych chorobowo tkanek, jak rowniez przeprowadzanie ich na wigkszych i w miar¢ mozliwosci

ujednoliconych grupach badanych.

Na podstawie prezentowanych badan wysunig¢to nastepujace wnioski:
1. Przeprowadzone badania nie potwierdzaja roli biatka CNP w patogenezie morphea,
aczkolwiek nie mozna wykluczy¢ znaczenia jego receptoréw ani zaburzen w uktadzie

CNP-CNPR na poziomie tkanki zmienionej chorobowo.

2. Przeprowadzone badania nie potwierdzajg roli biatka VEGF-A w patogenezie morphea,
aczkolwiek nie mozna wykluczy¢ znaczenia jego receptoréw ani zaburzen w uktadzie

VEGF-VEGFR na poziomie tkanki zmienionej chorobowo.

3. W grupie chorych na morphea uzyskano istotnie wyzsze osoczowe stezenie biatka

IP-10, co moze sugerowac, ze biatko to odgrywa role w patogenezie choroby.

4. Osoczowe stezenie biatka IP-10 korelowato ze skalg LoSSI, co sugeruje, ze biatko to

moze by¢ przydatne w monitorowaniu aktywnos$ci choroby.
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8. ABSTRACT

Localized scleroderma, also known as morphea is a rare, chronic, autoimmune disease with
yet unclear aetiology. It is characterized by an early inflammatory phase, which is followed
by irreversible skin and subcutaneous tissue fibrosis. Most of scientific reports concerning the
etiopathogenesis of scleroderma refers to systemic sclerosis (SSc) and the literature data con-
cerning morphea is scarce.

The disease’s pathomechanism features three primary phenomena, such as: activation and
damage of endothelial cells (EC), immune dysfunction and abnormalities concerning the extra-
cellular matrix protein metabolism. The initiative phenomenon in the disease’s pathomecha-
nism is the damage of EC, which results in the obliteration of small blood vessels, release of
cellular antigens and excitation of inflammatory and autoimmune processes. The attention was
also put to disorders in the scope of vasoactive proteins which have a protective impact on EC,
which may undoubtedly include the C-type natriuretic peptide (CNP). Besides from severe va-
sodilation, the protein demonstrates anti-inflammatory, anti-platelet and anti-leukocyte effects.
Literature reports concerning the impact of CNP on autoimmune diseases are scarce. The role
of pro- and anti-angiogenic factors is also emphasized in the pathogenesis of fibrotic diseases.
This group includes the vascular endothelial growth factor (VEGF)-A, which is one of the stron-
gest promoters of angiogenesis in both physiological and pathological conditions. The current
studies concerning the role of this protein in the pathogenesis of morphea are unclear. Cytoki-
nes, the task of which is to induce, maintain and multiply the inflammatory processes, also play
a huge role in immune disorders. This group includes interferon-gamma-inducible protein (IP)-
10. Literature data confirms the importance of chemokine IP-10 in autoimmune diseases, such
as, for example, SSc. Reports concerning their importance in the pathomechanism of morphea
are however unclear.

Therefore, the study aimed: (1) evaluation of relative transcript abundance of CNP, VEGF-A
and IP-10 genes in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in patients with morphea, tak-
ing into account individual sub-types of the disease, its severity and activity (2) evaluation of
the plasma concentrations of the amino-terminal fragment of pro-C-type natriuretic peptide
(NT-proCNP), VEGF-A and IP-10 in patients with morphea, taking into account individual
sub-types of the disease, its severity and activity; (3) comparison of the plasma concentration
of NT-proCNP, VEGF-A and IP-10 in patients with morphea or the limited systemic sclerosis
(ISSc); (4) searching for the activity marker of morphea.

The studies embraced 80 people, while the study group included 30 morphea patients treat-
ed in the Department of Dermatology, University of Medical Sciences in Poznan. The exclu-
sion criterion was the application of general and local treatment one month before the material

sampling. The diagnosis was confirmed by skin biopsy. Furthermore, the patients were clas-
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sified in 3 sub-groups: (1) morphea en plagues (MEP) (16 patients), (2) linear morphea (LM)
(2 patients) and (3) generalised morphea (GM) (12 patients). The control groups included:
(1) 20 ISSc patients; this group was the control for the plasma concentration of selected cy-
tokines and (2) 30 healthy volunteers; this group was the control for the evaluation of relative
transcript abundance of selected genes in PBMC and their plasma concentration. In all patients
from the studied group the disease activity, its duration as well as evaluation of the extent, se-
verity and activity of skin changes in morphea based on the localized scleroderma skin severity
index (LoSSI) (proposed by Arkachaisri, et al. in 2008) was assessed.

The evaluation of relative transcript abundance (expression) of CNP, VEGF-A and IP-10
genes in PBMC of morphea patients and healthy volunteers was conducted on the basis of the
real time polymerase chain reaction (real-time PCR).

The plasma concentration of the NT-proCNP, VEGF-A and IP-10 were evaluated with the
use of the ELISA immunoenzymatic method. The evaluation was conducted on the studied
group and both control groups.

The obtained results have undergone statistical analysis. The results which achieved the
value of p< 0.05 were deemed as statistically important.

The significantly higher plasma concentration of chemokine IP-10 in the group of morphea
patients in comparison to the control group of healthy volunteers (p=0,0225) was revealed. The
statistically lower relative transcript abundance of IP-10 gene in PBMC in the studied group in
comparison to the control group of healthy volunteers was demonstrated (p=0,0023). Further-
more, the evaluation revealed a correlation between the plasma concentration for IP-10 and the
LoSSI (p<0,0001) (r=0.66). However there was no correlation with the variables, such as the
disease activity or its duration. No correlation between relative transcript abundance of IP-10
gene in PBMC and the LoSSI, disease activity or its duration was reported. No differences in
the relative transcript abundance of IP-10 gene in PBMC or in the plasma concentration of the
tested cytokine in particular disease sub-types were demonstrated.

No significant differences in the relative transcript abundance of CNP gene in PBMC or in
the plasma concentration of the NT-proCNP were demonstrated for the studied group in com-
parison to the control group of healthy volunteers. The relative transcript abundance of CNP
gene in PBMC or plasma concentration of NT-proCNP have not demonstrated any correlations
with the variables, such as the LoSSI, disease activity or its duration. No differences in the rela-
tive transcript abundance of CNP gene in PBMC or in the plasma concentration of the tested
protein in particular disease sub-types were demonstrated.

No significant differences in the relative transcript abundance of VEGF-A gene in PBMC
or in its plasma concentration were observed for the studied group in comparison to the control
group of healthy volunteers. In the studied group, both the relative transcript abundance of
VEGF-A gene in PBMC and the plasma concentration of the tested cytokine have not demon-

strated any correlations with the variables, such as the LoSSI, disease activity or its duration.
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No differences in the relative transcript abundance of VEGF-A gene in PBMC or in the plasma
concentration of the tested cytokine in particular disease sub-types were were revealed.

Significant higher plasma concentration of IP-10 in the group of 1SSc patients in com-
parison to the studied group (p=0,0070) and the group of healthy volunteers (p<0,0001) was
observed. Significantly higher plasma concentration of VEGF-A in the group of ISSc patients
in comparison to the studied group (p=0,0295) and the group of healthy volunteers (p=0,0212)
was demonstrated. In relation to the NT-proCNP however, no differences in the plasma con-
centration of this protein was presented in the group of ISSc patients in comparison to the stud-
ied group or the group of healthy volunteers. It may be that the higher plasma concentration
of IP-10 and VEGF-A in the ISSc patients in comparison to the studied group and the group
of healthy volunteers results from the systemic and multi-organ process of the 1SSc disease
in comparison to morphea, in which the skin is affected primarily. It was therefore justified, in
the case of morphea, to focus the studies on altered tissue biopsies.

In the studied group the correlation between the relative transcript abundance of CNP,
VEGF-A and IP-10 genes in PBMC was also evaluated. Based on the obtained results, a cor-
relation between the relative transcript abundance of VEGF-A gene and CNP gene in PBMC
(p<0,0001) was ascertained. No statistical correlation between the relative transcript abundance
of VEGF-A gene and IP-10 gene in PBMC was demonstrated, unlike between the CNP gene
and IP-10 gene. No significant correlation was also demonstrated between the plasma concen-
trations of the proteins tested in the studied group. The evaluation of the relations between the
plasma concentration of the NT-proCNP and the relative transcript abundance of VEGF-A gene
and IP-10 gene in PBMC has not demonstrated any statistical significance. Similar correlations
were not demonstrated when comparing the plasma concentration of VEGF-A with the relative
transcript abundance of CNP gene and IP-10 gene in PBMC or the plasma concentration of
IP-10 with the relative transcript abundance of CNP gene and VEGF-A gene in PBMC of the
studied group.

This paper constituted an attempt to broaden the knowledge concerning the etiopathogen-
esis of morphea, especially its vascular disturbances. The presented studies featured an attempt
to characterise the role of CNP, VEGF-A and IP-10 in the disease’s pathogenesis. The specific
pathomechanism of both SSc and morphea remains unknown. The results of the presented study
do not allow to clearly define the role of VEGF-A and CNP in vascular disturbances, which
undoubtedly play an important role in the disease’s pathomechanism. However the obtained
results do not confirm it. It seems however that it would be important to broaden the studies
concerning the relative transcript abundance of tested genes to the tissue level of changed skin
and the evaluation of their receptors.

On the other hand, promising results were obtained in relation to IP-10, which seems to be
an important protein in the pathogenesis of morphea. Most importantly, this protein may consti-
tute the disease’s activity marker. The presented studies brought forth evidence confirming the

share of this chemokine in the pathogenesis of morphea. The conducted work must undoubtedly
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be continued. It seems important to broaden the evaluation of the relative transcript abundance
of tested genes on the level of changed skin and to conduct the expression on wider and possibly

unified test groups.

Based on the presented studies, the following conclusions were made:
1. The conducted studies do not confirm the role of the CNP protein in the pathogenesis
of morphea, however the importance of its receptors or disturbances in the CNP-CNPR

on the tissue level of the changed skin cannot be excluded.

2. The conducted studies do not confirm the role of the VEGF-A protein in the pathogenesis
of morphea, however the importance of its receptors or disturbances in the VEGF-VEGFR

system on the tissue level of the changed skin cannot be excluded.

3. The plasma concentration of the IP-10 protein was significantly higher in the group
of morphea patients, that may suggest, that this protein plays an important role in the

pathogenesis of morphea.

4. The plasma concentration of IP-10 protein correlates with the LoSSI, that may suggest,

that this protein can be useful in the evaluation of the disease’s activity.
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