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WYKAZ CZESCIEJ UZYWANYCH SKROTOW

ACA — przeciwciata antycentromerowe (anticentromer antibodies)

ACR — Amerykanskie Kolegium Reumatologiczne (American Collage of
Rheumatology)

ANA — przeciwciata przeciwjgdrowe (antinuclear antibodies)

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

bFGF  —zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor)

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

CTGF - czynnik wzrostu tkanki tgcznej (connective tissue growth factor)

DAF — czynnik przyspieszajacy rozktad (decay accelerating factor)

DM — odmiana gteboka morfei (deep morphea)

dsSSc — postac uogodlniona twardziny uktadowej (diffuse systemic sclerosis)

EC — komorki srédbtonka (endothelial cells)

ECM — macierz zewnatrzkomorkowa (extracellular matrix)

EGF — czynnik wzrostu naskorka (epidermal growth factor)

FE — eozynofilowe zapalenie powiezi (fascitis eosinophilica)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow (fibroblast growth factor)

GAPDH - dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanowa

G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (granulocyte colony-stimulating
factor)

GM — morfea uogdlniona (morphea generalizata)

GM-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
GVHD - choroba przeszczep przeciwko gospodarzowi (graft versus host disease)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor)

ICAM  — czasteczka adhezji miedzykomadrkowej (intercellular adhesion mollecule)
IFN —interferon

Ig —immunoglobulina

IL —interleukina

IL-17R  —receptor IL-17
IL-23R  —receptor IL-23

LM — morfea linijna (linear morphea)

LS — liszaj twardzinowy (lichen sclerosus)

ISSc — postac ograniczona twardziny uktadowej (limited systemic sclerosis)
max — warto$¢ maksymalna

MCP — btonowy kofaktor biatkowy (membrane cofactor protein)
MCDS - morfea typu ciecia szablg (morphea en coup de sabre)
MEP — morfea plackowata (morphea en plaques)

min — warto$é minimalna

MMP  — metaloproteinaza macierzy (matrix metaloproteinase)

n — liczba badanych

NGF — czynnik wzrostu nerwow (nerve growth factor)

NO —tlenek azotu



PAI — inhibitor aktywatora plazminogenu (p/lasminogen activator inhibitor)

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

PDGF - ptytkopochodny czynnik wzrostu (plateled-derived growth factor)

PHA — postepujacy zanik potowiczy twarzy (progressive hemiatrophia faciei)

rt-PCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (real time polymerase
chain reaction)

pz — pary zasad

SD — odchylenie standardowe (standard deviation)

SLE — toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythematosus)

SOCS  —supresor sygnatow przekazywanych przez cytokiny (suppressor of cytokine
signaling)

SSc — twardzina uktadowa (systemic sclerosis)

STAT — przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji (signal transducers and
activators of transcription)

TIMP  —tkankowy inhibitor metaloproteinaz (tissue inhibitor of metaloproteinases)

TNF — czynnik martwicy guza (tumor necrosis factor)

TGF — transformujgcy czynnik wzrostu (transforming growth factor)

Th — limfocyty T pomocnicze (T helper)

Treg  —limfocyty T regulatorowe

uv — ultrafiolet

VCAM - czasteczka adhezji komérkowej naczyn (vascular cell adhesion molecule)

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



1. Wstep

Morfea (morphea), zwana takze twardzing ograniczong (localized scleroder-
ma, scleroderma circumscripta), jest przewlektg chorobg skéry o nieznanej, przy-
puszczalnie autoimmunizacyjnej etiologii. Zaliczana jest do grupy chordb tkanki
facznej. Okreslenie ,scleroderma”, wprowadzone blisko 200 lat temu, oznacza
dostownie twardg skére i ma opisywac choroby przebiegajgce z wtdknieniem
skéry i struktur przylegtych. Wynikiem wtdknienia skéry jest ostatecznie jej
stwardnienie, utrata mozliwosci formowania zmarszczek i zanik poletkowania.
Morfea jest chorobg narazajgcg chorego w swoich najtagodniejszych, aczkolwiek
najczestszych postaciach, przede wszystkim na problemy natury estetycznej,
niemniej moze prowadzi¢ rowniez do znacznych zaburzen funkcjonalnych, ta-
kich jak, np. spowolnienie wzrostu korficzyny czy ograniczenie ruchomosci w sta-
wach i w konsekwencji do pogorszenia jakosci jego zycia. Kwestig dyskusji jest,
czy morfea i twardzina uktadowa [systemic sclerosis (SSc)] to odmiany tej samej
choroby, czy dwie rézne jednostki o zblizonych cechach klinicznych i procesach
patogenetycznych [23, 33, 90, 121, 149, 235].

1.1. Podziat

Schematy klasyfikacji morfei przechodzity kilka rewizji. Obecnie najczesciej
stosuje sie te zaproponowane przez Peterson i wsp. w 1995 r. oraz Kreutera
i wsp. w 2009 r. [149, 235]. Kreuter i wsp. proponujg podziat morfei na:

e postac ograniczong, do ktérej zaliczaja:

— odmiane plackowatg [morphea en plaques (MEP), circumscribed
morpheal

— odmiane drobnogrudkowg (guttate morphea)

— odmiane pierwotnie zanikowg [atrophoderma Pasini-Pierini (APP),
erythematous localized morphea)

e postac uogdlniong, ktéra obejmuje:

— klasyczng postac uogdlnionej morfei [morphea generalisata, generalized
morphea (GM)]

— disabling pansclerotic morphea

— eozynofilowe zapalenie powiezi [fasciitis eosinophilica (FE), eosinophilic
fasciitis, zespdt Shulmana]

e postac linijng [linear scleroderma, linear morphea (LM)], w tym:

— postac linijng konczyn (postac akralna)
— postac typu ciecia szablg [morphea en coup de sabre (MCDS)]



— postepujacy zanik potowiczy twarzy [zespdt Parry’ego-Romberga,
progressive hemiatrophia faciei (PHA)]
e postac gteboka [deep morphea (DM)] (149)

W podziale proponowanym przez Peterson i wsp. [235]:

e do podgrupy postaci ograniczonych wliczana jest réwniez morfea gu-
zowata/bliznowcowa (nodular/keloid morphea) oraz opcjonalnie liszaj
twardzinowy [lichen sclerosus (LS)]

e disabling pansclerotic morphea i FE zaliczane sg do postaci gtebokich,
razem z odmiang podskdrng i pododmiang gteboka

e odrebng podjednostke stanowi posta¢ pecherzowa (bullous morphea,
bullous morphea)

Ponadto niektdrzy autorzy proponujg zaliczenie MCDS i PHA do wspdlnej
podgrupy, o nazwie czaszkowotwarzowa LM [66, 278]. W literaturze spotykane
sg rowniez okreslenia morfea powierzchowna (superficial morphea) [124, 184,
264] oraz formy mieszane. To ostatnie stosowane jest w odniesieniu do chorych,
u ktérych stwierdza sie wspdtistnienie co najmniej dwdch postaci morfei [48,
102]. Niektdrzy autorzy sugerujg rowniez, ze szczegélnymi odmianami mofrei
majg by¢ linijna atrofodermia Moulina (atrophoderma linearis Moulin) [292]
i uogdlniona atrofia Goversa (panatrophia Govers) [188, 197]. Kwestig sporng
pozostaje kwalifikacja LS, czemu poswiecony zostat osobny rozdziat niniejszego
opracowania, niemniej w pracach badawczych wyrdzniana jest niekiedy podgru-
pa chorych ze wspofistniejgcymi objawami morfei i LS [135, 156, 185].

1.2. Obraz kliniczny

Odmiana plackowata morfei jest najczestszg postacig choroby. Zmiany po-
jawiajg sie zazwyczaj na tutowiu, niemniej mogg dotyczy¢ takze innych lokaliza-
cji, ale jedynie wyjatkowo twarzy. Poczatkowo stwierdza sie rumieniowe badz
rumieniowo-obrzekowe ognisko (faza zapalna), o $rednicy powyzej 1 cm, ktd-
re nastepnie ulega stwardnieniu, nabierajgc biatego, porcelanowego lub zétte-
go koloru (faza stwardnieniowa). W okresie tym obserwowac¢ mozna fioletowg
obwaddke (lilac ring). Kolejnym etapem, zwanym fazg regresji, jest zmiekczenie
zmiany, czemu towarzyszy zanik oraz przebarwienie lub odbarwienie. Faza ta po-
jawia sie zazwyczaj 2,5-5 lat od zachorowania i obserwuje sie jg u 50% chorych,
niemniej u czesci z nich po okresie utajenia dochodzi do reaktywacji choroby [49,
121, 149, 235, 273, 278, 287].

Posta¢ drobnogrudkowa charakteryzuje sie wystepowaniem na tutowiu, gtéw-
nie w jego gérnej czesci, licznych, drobnych ognisk o srednicy nieprzekraczajgcej
1 cm. Moze imitowad pozagenitalny LS lub wspotistnieé z LS [49, 149, 235, 287].
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Odmiana pierwotnie zanikowa, jak sie powszechnie uwaza, opisana zostata
przez Pasiniego w 1923 r. i Pieriniego w 1936 r., jednakze pierwsze doniesienia
pochodzg od Brocqa i Civattea z 1902 r. oraz Jeanselme i wsp. z 1903 r. [121].
Choroba rozpoczyna sie najczesciej w 2.—3. dekadzie zycia i uwazana jest za po-
ronng posta¢ morfei. Poczgtkowo jednak, z uwagi na jej nietypowy obraz klinicz-
ny, traktowano te jednostke jako niezwigzang z morfeg. Ogniska lokalizujg sie
zazwyczaj na tutowiu i proksymalnych odcinkach konczyn i przybierajg postaé
najczesciej niewielkich (do 1 cm $rednicy) zagtebionych blaszek o niebieskobrg-
zowym, szarym lub fioletowym odcieniu, zazwyczaj bez towarzyszgcego stward-
nienia i stanu zapalnego. Charakterystyczng cechg ma by¢ ,,objaw urwiska” (,, cliff
sign”, ,cliff drop”), opisujacy wyraznie zaznaczony, ostry brzeg zagtebienia. Posta¢
ta moze wspodtistniec z klasycznymi wykwitami MEP [49, 121, 122, 138, 149, 235,
278, 287]. W 1999 r. McNiff i wsp. opisali, jak twierdzg, nowag odmiane morfei,
ktorg nazwali powierzchowng [184]. Znakomita wiekszo$¢ przypadkow dotyczyc
ma kobiet. Do zachorowania dochodzi zazwyczaj pdzniej niz w APP. Zmiany loka-
lizujg sie najczesciej symetrycznie w okolicach wyprzeniowych, na wewnetrznej
powierzchni ud i skorze pach. Ogniska cechujg sie zmiang zabarwienia w sto-
sunku do skdry otaczajacej. W ich obrebie brak jest lub wystepuje jedynie mi-
nimalne stwardnienie. Od klasycznego obrazu APP postaé ta ma sie odrdzniac
przede wszystkim brakiem ,,objawu urwiska” i obecnoscig wtéknienia w obrazie
histopatologicznym w gérnych partiach warstwy siateczkowatej skory (doktadny
opis badania histopatologicznego morfei przedstawiono w podrozdziale poswie-
conym rozpoznaniu). Pozostaje niejasne, czy powierzchowna morfea jest synoni-
mem APP [122, 124, 126, 184, 264].

Posta¢ uogdlniona w odmianie klasycznej, stanowigca 8-13% wszystkich
przypadkdéw choroby, cechuje sie wystepowaniem klasycznych ognisk MEP w 3
lub wiecej z 7 lokalizacji anatomicznych (gtowa i szyja, koriczyna gérna prawa,
konczyna gérna lewa, przednia powierzchnia tutowia, tylna powierzchnia tuto-
wia, konczyna dolna prawa, koriczyna dolna lewa). Zmiany, najczesciej syme-
tryczne, dotycza zazwyczaj tutowia, ud, okolicy ledZzwiowo-krzyzowej, ale mogg
sie zlewad prowadzac do zajecia prawie catej skéry, zazwyczaj z zaoszczedzeniem
(w odrdznieniu od SSc) twarzy i rak. Taka posta¢ GM bywa nazywana w litera-
turze pansclerotic morphea lub morfeg rozlang (diffuse morphea). Z kolei inni
autorzy w odniesieniu do zmian o mniejszym nasileniu stosujg okreslenie mor-
fea rozsiana (morphea disseminata), a dopiero objecie procesem prawie catej
powierzchni skéry (aczkolwiek okreslenie to jest mato precyzyjne) nazywaja
GM [49, 121, 123, 149, 235]. Jeszcze inng definicje choroby proponujg Takehara
i wsp. Podajg oni dwa kryteria, ktérych spetnienie jest konieczne do rozpoznania:
wystepowanie czterech lub wiecej ognisk o srednicy przekraczajgcej 3 cm, nieza-
leznie od tego, czy sg to wykwity typu MEP, czy LM oraz zajecie 2 lub wiecej z 7
wymienionych powyzej lokalizacji anatomicznych [270]. Nasilonemu procesowi
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w przebiegu GM towarzyszy¢é moze utrudnione oddychanie, wynikajgce z ograni-
czonej ruchomosci klatki piersiowej. Opisuje sie obecnos¢ przeciwciat przeciwja-
drowych [antinuclear antibodies (ANA)], w tym przeciwciat antycentromerowych
[anticentromer antibodies (ACA)] oraz wspdtistnienie objawdw narzgdowych,
szczegodlnie dolegliwosci bélowych stawéw lub nawet zapalenia stawdw. Sugeru-
je sie, ze postad ta wigze sie z ryzykiem progresji do SSc, chociaz przypadki takie
sg rzadkie i czesto stabo udokumentowane, a Peterson i wsp. w jedynych do
tej pory opublikowanych badaniach populacyjnych nie obserwowali ani jednego
takiego zdarzenia na przestrzeni 750 osobo-lat obserwac;ji [1, 49, 121, 219, 236,
278, 287]. W tym kontekscie warto jednak zwrdci¢ uwage na opisany w 1982 r.
przez Yamakage i wsp. podtyp SSc nazwany przez nich SSc podobng do GM (GM
— like systemic sclerosis). Choroba ta ma dotyczy¢ czesciej mezczyzn, zwtaszcza
tych narazonych na dziatanie rozpuszczalnikéw organicznych. Postep choroby
jest szybki, rzadziej natomiast niz w klasycznych odmianach SSc dochodzi do za-
jecia narzagddéw wewnetrznych. Ogniska typu MEP stwierdzane sg najczesciej na
skérze proksymalnych czesci przedramion, okolicy ledzwiowej, klatki piersiowej,
brzucha, gérnej czesci plecow. Dodatkowo obserwuje sie zmiany w zakresie pal-
cow rak, ktorym towarzyszy objaw Raynauda. Stwierdza sie ANA, w tym charak-
terystyczne dla SSc przeciwciata przeciwko topoizomerazie |, zwane Scl70 [208,
299]. Nalezatoby zatem rozwazy¢, czy niektore opisywane w literaturze przypad-
ki wspotistnienia GM, ACA i/lub objawu Raynauda [1, 219] nie stanowig szcze-
gblnych postaci SSc lub sg to przypadki wspétistnienia GM i SSc, co rowniez byto
opisywane w literaturze [98, 261]. W badaniach epidemiologicznych Somy i wsp.
wspotistnienie takie oszacowano na 6,7% wszystkich przypadkéw SSc [261]. By¢
moze w przypadkach sprawiajgcych trudnosci diagnostyczne, kiedy w gre wcho-
dzi rozpoznanie GM lub SSc, pomocnym narzedziem diagnostycznym bytaby ka-
pilaroskopia, ktora jak sie obecnie postuluje powinna zosta¢ uznana za kryterium
mniejsze rozpoznania SSc, uzupetniajgc definicje SSc Amerykanskiego Kolegium
Reumatologicznego [American Collage of Rheumatology (ACR)] z 1980 ., jako ze
jest ona w stanie wykazac¢ bardzo wczesne zmiany naczyniowe w przebiegu tego
schorzenia [96]. Kwestia zwigzkdw pomiedzy morfeg i SSc jest przedmiotem roz-
dziatu 1.9. niniejszego opracowania.

Disabling pansclerotic morphea, niegdys zwana disabling pansclerotic mor-
phea of children, to choroba, ktdra moze dotyczy¢ réwniez dorostych, a jej obraz
kliniczny czy histopatologiczny nie rézni sie od tego obserwowanego u dzieci.
Wiekszos¢ chorych w chwili zachorowania nie przekracza jednak 14. roku zycia.
Termin zostat wprowadzony w 1980 r. przez Diaz-Pereza i wsp. Opisuje agresyw-
nie postepujaca, znieksztatcajgcg postaé morfei, w przebiegu ktdrej procesem
objete sg wszystkie warstwy skéry, tkanka podskérna, miesnie, Sciegna, a nawet
kosci, i w ktérej dochodzi do rozwoju przykurczéw, zahamowania wzrostu, ka-
cheksji, osteoporozy. Silne dolegliwosci bolowe wynikajg z zajecia naczyn skor-
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nych oraz stawéw. Moggq sie rozwingc¢ bolesne, trudno gojgce sie owrzodzenia.
Zmiany dotyczg skéry gtowy, tutowia, konczyn. W odréznieniu od SSc zaoszcze-
dzone sg zazwyczaj palce rak i stdp, nie stwierdza sie objawu Raynauda i zmian
w zakresie narzagdow wewnetrznych. Chorobe cechuje staba odpowiedz na le-
czenie oraz brak/lub ograniczona sktonnos¢ do regresji. Rokowanie jest zte [49,
61, 161, 176, 149, 235, 237, 287].

Eozynofilowe zapalenie powiezi jest chorobg opisang przez Shulmana w 1974
roku, w ktérej proces chorobowy dotyczy pierwotnie powiezi. Poczatek przypa-
da zazwyczaj na 2.-6. dekade zycia i czesto jest gwattowny. Opisywano zwigzek
z poprzedzajgcym go znacznym wysitkiem fizycznym. Stwierdza sie symetryczne,
bolesne, stabo odgraniczone stwardnienie tutowia i koriczyn z zaoszczedzeniem
rgk i stép. Powierzchnia skéry wydaje sie zazwyczaj prawidtowa. Obserwuje sie
objaw rowka/bruzdy (,groove sign”), czyli linijne zagtebienia wzdtuz przebiegu
2yt powierzchownych, co wynika z relatywnego zaoszczedzenia obszaréw okoto-
zylnych. Mogg pojawiac sie przykurcze stawdw. Nieprawidtowosci laboratoryjne
obejmuja hipergamaglobulinemie, eozynofilie obwodowg i tkankowgq oraz przy-
spieszone opadanie erytrocytéw. Zadne z nich, wigczajac w to zwiekszong liczbe
eozynofilii, nie jest wymagane do postawienia rozpoznania. Powiktania obejmu-
ja anemie aplastyczng, anemie hemolityczng, trombocytopenie, choroby nerek.
Opisywano wspdtistnienie FE z rozlicznymi rozrostami hematologicznymi, nie-
mniej zwigzek ten nie zostat, jak dotad, ostatecznie zdefiniowany. Niekorzystnymi
czynnikami rokowniczymi sg: wczesny poczatek choroby (przed 12. rokiem zycia),
wspotistnienie ognisk MEP, zajecie procesem tutowia [49, 99, 201, 235, 287].

Twardzina linijna w swojej odmianie klasycznej rozpoczyna sie zazwyczaj
w dziecifnstwie i jest to najczestsza postaé choroby w tej grupie wiekowej. Do-
tyczy zwykle koriczyny dolnej, rzadziej gérnej (akralna odmiana LM), ale moze
pojawiac sie réwniez na tutowiu. W 95% przypadkéw jest to zjawisko asyme-
tryczne. Prezentuje sie jako linijna smuga stwardniatej skoéry z towarzyszaca
atrofig, przypominajac niekiedy uktad w przebiegu poétpasca. Proces moze obej-
mowac rowniez tkanke podskdrng, a niekiedy takze powiez, ponizej lezgce mie-
$nie, a nawet kosci. Wraz z rozwojem choroby pojawic¢ sie mogg przykurcze (gdy
zmiany skorne przekraczajg powierzchnie stawowe), deformacje koriczyn z za-
burzonym ich wzrostem wtgcznie, zespot ciesni nadgarstka. Niekiedy stwierdza
sie wspdtistnienie ognisk MEP. Chorobie mogg towarzyszy¢ dolegliwosci bélowe
stawodw, takze tych w lokalizacji odlegtej anatomicznie od zmian skornych. Popra-
we w tym zakresie obserwuje sie réwnolegle z poprawg w zakresie dolegliwosci
skérnych. Pierwotnie zanikowg postacig LM ma by¢ atrofodermia linijna Moulina
[32,49, 121, 149, 235, 278, 287, 292].

Morfea typu ciecia szablg jest rzadkg odmiang choroby. Opisuje linijne ogni-
ska o odcieniu kosci stoniowej, zlokalizowane na owtosionej skorze gtowy w oko-
licy ciemieniowej oraz przysrodkowo na czole, przypominajgce $lad po uderzeniu
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mieczem. Zmiany mogg sie szerzy¢, obejmujac tuk brwiowy czy powieke. Choro-
bie towarzyszy niejednokrotnie utrata wtoséw z bliznowaceniem w adekwatnej
lokalizacji. Nierzadko stwierdzi¢ mozna wiecej niz jedno ognisko MCDS. Niekiedy
wspdtistniejg wykwity o typie MEP i/lub opisany ponizej PHA. Szacuje sie, ze
blisko 15% chorych prezentuje zaburzenia ze strony narzadu wzroku w posta-
ci wytrzeszczu, porazenia miesni ocznych, zapalenia teczéwki, nadtwardowki,
zespotu suchego oka, obrzeku tarczy nerwu wzrokowego, jaskry. Stwierdza sie
réwniez odchylenia neurologiczne, najczesciej drgawki, ale obserwowac¢ mozna
tez neuropatie obwodowe, zapalenie mézgu, zapalenie nerwdéw czaszkowych,
malformacje naczyniowe, udary moézgu, bezobjawowe odchylenia w obrazie re-
zonansu magnetycznego (MR) lub w zapisie elektroencefalograficznym (EEG).
Opisuje sie rowniez nieprawidtowosci w zakresie uzebienia [49, 121, 149, 235,
266, 274, 278, 287].

Postepujgcy zanik potowiczy twarzy rozpoczyna sie najczesciej w 1. dekadzie
zycia, ale moze sie pojawi¢ w kazdym wieku. Niekiedy poczatkowo chorzy skar-
73 sie na jednostronny bdl twarzy w obszarze unerwienia nerwu tréjdzielnego,
po czym dochodzi do pojawienia sie zmian przedmiotowych. Proces pierwotnie
obejmuje tkanke podskdrng, wtdrnie szerzac sie na ponizej lezgce miesnie, ko-
$ci, a powierzchownie rowniez skére potowy twarzy, czesto z zaoszczedzeniem
czota. Prowadzi to do deformacji, prezentujacej sie jako potowiczy zanik twarzy,
czemu towarzyszy¢ moze siwienie, a nawet wytysienie. Zazwyczaj nie stwierdza
sie stwardnienia skory. Czesto wspodtistniejg ogniska MCDS i/lub MEP (charakte-
rystyczng lokalizacjg ma by¢ skdra barku przeciwlegtego). Zwigzek pomiedzy PHA
i MCDS pozostaje niejasny, niemniej wiekszos¢ autoréw uwaza, ze jest on istotny
i Ze sg to odmiany tej samej jednostki chorobowej. Ma za tym przemawiac czeste
ich wspétistnienie (do 40%) oraz obraz histologiczny PHA, ktory nawet przy braku
klinicznie stwierdzanego stwardnienia, wykazywa¢ ma cechy charakterystyczne
dla morfei, chociaz jak podaje Braun-Falco i wsp., nawet na wczesnych etapach
choroby nie obserwuje sie nacieku zapalnego. Chorobie, podobnie jak MCDS,
towarzyszy¢ mogq odchylenia okulistyczne (opadanie powieki, porazenie mie-
$ni ocznych, zespot Hornera, zmiany zabarwienia teczéwki, rozszerzenie i brak
ruchomosci Zrenicy, zapalenie nadtwarddwki), neurologiczne (nieprawidtowy
zapis EEG, padaczka, bdle migrenowe gtowy, neuralgia nerwu tréjdzielnego, pa-
restezje twarzy, charakteropatie, trudnosci w nauce), zaburzony wzrost zuchwy
i wynikajace z tego nieprawidtowosci stomatologiczne (wady zgryzu, opdznione
wyrzynanie zebdw, resorpcja korzeni). Obserwuje sie réwniez asymetrie jezyka.
Opisano pojedyncze przypadki rodzinnego wystepowania PHA, z czego niekto-
re wykazywaé miaty autosomalny sposéb dziedziczenia [32, 34, 38, 49, 67, 121,
149, 177, 235, 274, 278, 287].

Posta¢ gteboka morfei stanowi mniej niz 5% przypadkdéw choroby. Ogniska
prezentujg sie jako rozlane, czesto symetryczne obszary stwardnienia zwigzane
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z ponizej lezgcymi tkankami, Zle odgraniczone od skéry otaczajgcej. Nie wyka-
zujg one tendencji do uktadu linijnego. Skéra je pokrywajgca niejednokrotnie
jest przebarwiona. Zmiany najczesciej lokalizujg sie na koriczynach. Proces moze
ograniczac sie do tkanki podskérnej (odmiana podskérna DM) lub siegac gtebiej,
obejmujac powiez, miesnie bgdZ dotyczy¢ wytgcznie powiezi. Choroba moze
prowadzi¢ do znieksztatcen i dysfunkcji. Pierwotnie zanikowg postaciag DM ma
by¢ panatrofia Goversa [49, 121, 149, 188, 197, 235, 287, 291].

Posta¢ morfei guzkowa/bliznowcowa prezentuje sie jako pojedyncze lub licz-
ne guzy, przypominajace bliznowce, najczesciej na podtozu ognisk MEP, lub przy
wspotistniejgcych ogniskach MEP w innej lokalizacji. Mogg towarzyszy¢ réwniez
SSc. Zazwyczaj lokalizujg sie na przedniej powierzchni klatki piersiowej. W wy-
wiadzie chorzy mogg podawacé wystepowanie bliznowcéw u krewnych. W od-
réznieniu od bliznowcdw, w obrazie histologicznym nie stwierdza sie rozplemu
fibroblastow [49, 121, 148, 235, 278, 287].

Posta¢ pecherzowa/pecherzykowa moze towarzyszy¢ kazdej odmianie mor-
fei. Wykwity majg charakter napietych pecherzy podnaskérkowych, zazwyczaj
o tresci surowiczej. Czesciej stwierdzane sg w obrebie ognisk zlokalizowanych na
konczynach dolnych, rzadziej na tutowiu, twarzy, szyi. Moze towarzyszy¢ rowniez
LS, co zdarza sie nawet czesciej niz w morfei. Mozna wtedy obserwowac peche-
rze krwotoczne. Wystgpienie pecherzy w morfei nie ma znaczenia rokowniczego.
Moze by¢ ono wynikiem zastoju chtonnego, ktérego bezposrednig przyczyng ma
by¢ wtdknienie tkanek. Mechanizm ten powszechnie uwazany jest za najbardziej
prawdopodobny. Postuluje sie rdwniez udziat gtéwnego biatka zasadowego [ma-
jor basic protein (MBP)], bedacego sktadnikiem ziarnistosci eozynofilowych. Jego
obecnos¢ stwierdzono w dnie pecherzy morfei. Pewng role odgrywaé mogg row-
niez, szczegdlnie w okolicach wyprzeniowych, urazy [49, 122, 135, 202, 287].

Niejednoznaczne sg opinie badaczy dotyczace wystepowania i znaczenia ob-
jawow pozaskdrnych w morfei. Sugestie takie opierane sg czesto na analizach
serii chorych na morfee (zazwyczaj dzieci) bez uwzglednienia grup kontrolnych,
a zatem ich wyniki sg niejednoznaczne. Niemniej donoszono o dolegliwosciach ze
strony narzadu ruchu (bdle, zapalenie stawdw, przykurcze, znieksztatcenia, gtdwnie
w LM), zaburzeniach okulistycznych i neurologicznych (dotyczacych przede wszyst-
kim chorych na LM, MCDS, PHA), zazwyczaj bezobjawowych zaburzeniach pery-
staltyki przetyku, hipotonii jego dolnego zwieracza oraz zmniejszeniu pojemnosci
dyfuzyjnej ptuc [48, 58, 89, 177, 273, 280]. Badania polskich autoréw wykazaty
istotnie czestsze odchylenia kardiologiczne w odniesieniu do zdrowej grupy ro-
wiesnikow [245, 294]. Co bardzo interesujace, badania Rokickiego i wsp. docze-
katy sie kontynuacji i po 10 latach ponownie oceniono te samg grupe badang,
przy czym badanie kardiologiczne nie wykazato progresji zmian, w odrdznieniu
od badania dermatologicznego, w ktdrym pogorszenie wykazano u blisko potowy
badanych. Zmiany skdrne nie korelowaty zatem ze zmianami kardiologicznymi
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[27]. Wedtug duzego, wieloosrodkowego badania retrospektywnego, obejmu-
jacego 750 dzieci chorych na morfee, leczonych w centrach referencyjnych, su-
biektywne dolegliwosci podawac miato 22% badanej populacji. Wiekszos¢, bo az
47% skarg, dotyczyta stawdw i najczesciej zgtaszali je chorzy na LM. Zaburzenia
neurologiczne i oczne wystepowaty odpowiednio u 4,4 i 2,1% dzieci objetych ba-
daniem i wystepowaty niemal wytgcznie w przebiegu LM, zwtaszcza w odmianie
PHA i/lub MCDS. U 2,4% stwierdzano zaburzenia naczyniowe, gtdwnie w postaci
objawu Raynauda (w grupie tej czesciej tez obserwowano ANA i inne odchyle-
nia pozaskorne). Chorobe refluksowa przetyku wykryto u 1,6% badanych dzieci,
a w pojedynczych przypadkach stwierdzono takze nieprawidtowosci w zakresie
uktadu oddechowego, serca i nerek (odpowiednio u 5,2 i 2 dzieci) [327]. Autorzy
nie wprowadzili do badan grupy kontrolnej. W badaniach populacyjnych Peter-
son i wsp. najczesciej obserwowano béle i zapalenia stawdéw oraz zaburzenia
oczne i byly one zwigzane gtéwnie z LM i DM, natomiast jedynie w pojedyn-
czych przypadkach stwierdzono zaburzong funkcje nerek badz nieprawidtowosci
w zakresie uktadu oddechowego, przy czym w wiekszosci przypadkdw zwigzane
byly one z wiekiem badanych lub chorobg wspétistniejaca [236]. Wydaje sie za-
tem, ze zanim bezwzglednie powigzemy ze sobg objawy towarzyszace i morfee,
rozwazy¢ powinnismy mozliwos¢ rownolegle toczacego sie, a niezaleznego pro-
cesu chorobowego. Niewatpliwym mankamentem wiekszosci przedstawionych
badan jest brak odniesienia do zdrowych, dobranych pod wzgledem ptci i wieku
grup kontrolnych.

1.3. Epidemiologia

Z uwagi na rzadkos¢ morfei i jej zazwyczaj fagodny przebieg, ilo$¢ danych epi-
demiologicznych jest nad wyraz skgpa. Ich jednoznaczng analize utrudnia stosowa-
nie przez autoréw réznych podziatdw choroby oraz niejednorodne grupy badane,
zwtaszcza w odniesieniu do wieku chorych. Dodatkowo, przektamania mogg wy-
nika¢ z faktu zgtaszania sie do lekarza chorych o ciezszym przebiegu choroby, a za-
tem wydaje sie, ze czestosé, zwtaszcza MEP, moze by¢ niedoszacowana. Dlatego tez
przedstawione ponizej wyniki nalezy przyjmowac z duzg ostroznoscia.

Liczba nowych zachorowan na morfee, oszacowana w badaniu populacyj-
nym przeprowadzonym na terenie Olmsted Country w stanie Minesota przez
Peterson i wsp., wynosi 2,7 na 100 000 na rok i ma sie zwieksza¢ z roku na rok
0 3,6%. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ coraz czestsze zgtaszanie sie osdb
z tagodniejszymi postaciami choroby oraz lepsza jej rozpoznawalno$é, ale z dru-
giej strony sugeruje sie stopniowo narastajgce narazenie na rozliczne czynniki
Srodowiskowe, np. rozpuszczalniki organiczne, mogace potencjalnie wzbudzaé
morfee. Liczba nowych zachorowan na LM na rok zostata przez tych samych au-
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torow oszacowana na 0,5 na 100 000 [236]. Z kolei Herrick i wsp. [102] ocenili
czestos$¢ zachorowan na wszystkie postaci u dzieci na 0,34 na 100 000 na rok,
ana LM na0,25. Jest to zatem schorzenie czestsze niz SSc [29, 32, 66, 102, 182].
W badaniach, obejmujgcych wszystkie grupy wiekowe, najczestszg postacig byta
zazwyczaj MEP, stanowigc 55-79%, nastepnie LM 20-46%, GM 5,5-46%, odmia-
na mieszana 11-17%i DM 0,2-11% [72, 177, 236, 273]. Z kolei z odmian LM, naj-
czesciej stwierdzana ma byc¢ postac akralna, nastepnie MCSD i w koricu PHA, przy
czym stosunkowo czeste (ok. 30—40%) ma by¢ wspotistnienie MCDS i PHA [48,
273, 274]. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych typow zalezna jest jednak od
wieku grupy badanej. U dzieci, wg wiekszosci autoréw, czesciej stwierdza sie LM.
Szacuje sie, ze stanowi ona 51-87% wszystkich przypadkéw morfei [32, 48, 102,
121, 177, 328]. Prezentowane wyniki oparte sg na badaniach serii pacjentéw
i pochodzg z osrodkéw referencyjnych. Dla odmiany Peterson i wsp. (236), we
wspomnianych juz badaniach populacyjnych, obserwowali LM u 39% dzieci cho-
rych na morfee, a MEP u 46%, co moze wynikac z niezgtaszania sie do osrodkéw
referencyjnych chorych z tagodniejszym przebiegiem choroby. W poréwnaniu
z osobami dorostymi u dzieci czesciej stwierdzana byta rowniez posta¢ miesza-
na. Opisywano tez przypadki morfei wrodzonej, zarbwno w odmianie LM, jak
i MEP. Jej wystepowanie szacowane jest na 0,8—1,5% wszystkich dzieci chorych
na morfee [48, 177, 328]. W grupie chorych powyzej 18. roku zycia, podobnie jak
w badaniach obejmujgcych catg populacje, najczesciej stwierdzano MEP [32, 73,
121, 236, 273]. Wiekszo$¢ autorow zwiekszone ryzyko zachorowania obserwuje
wsrod kobiet, a wartosci te w stosunku do czestosci zachorowan wsréd mezczyzn
wahajg sie od 1,5 - 6:1 [32, 48, 73, 102, 121, 273, 280]. Prawidtowos¢ ta nie za-
wsze znajdowata potwierdzenie w grupie LM [236]. Natomiast APP oraz odmiana
powierzchowna morfei (jakkolwiek odrebnos¢ obu odmian jest niejednoznacz-
na) wystepowaé majg prawie wytgcznie u kobiet [124, 184, 264, 273]. Niejasne
jest natomiast ryzyko zachorowania szacowane dla poszczegélnych ras. Sugeruje
sie, ze choroba czesciej dotyczy rasy kaukaskiej i zdecydowanie rzadziej dotyka
przedstawicieli rasy czarnej [38, 48, 156]. Najczesciej do zachorowania dochodzi
w wieku 20—40 lat, niemniej choroba moze rozpoczynac sie w kazdym wieku [72,
177, 236, 273]. Nalezy zwrécic¢ uwage, ze zwiekszone ryzyko zachorowania w po-
danym powyzej przedziale wynika z duzej czestosci MEP. Wsréd dzieci poczatek
choroby przypada najczesciej na 2.—14. rok zycia [48]. Zauwazy¢ jeszcze nalezy,
ze powierzchowna posta¢ morfei ma dotyczyé¢ gtdwnie osdb starszych [126].

1.4. Etiologia

Etiologia morfei pozostaje nieznana. Postuluje sie podfoze genetyczne, au-
toimmunizacyjne, zaburzenia uktadu neurowegetatywnego oraz wspotudziat
rozlicznych czynnikdw srodowiskowych: infekcyjnych, fizykalnych i chemicznych.
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Opisywano rzadkie przypadki rodzinnego wystepowania schorzenia, a takze
jego postaci wrodzonych [48, 119, 232, 328]. Sugeruje sie zwigzek z antygena-
mi HLA A3, B7, B8, B40, Bw60, DR2, DR3, DRw8 [62, 153]. Za zjawiskami auto-
agresyjnymi przemawia¢ ma czestsze, niz w populacji ogdlnej, wspoétwystepo-
wanie morfei z innymi chorobami o potwierdzonym lub domniemanym podtozu
autoimmunizacyjnym, w tym z bielactwem, tuszczyca, pecherzycy, pierwotna
marskoscig watroby, reumatoidalnym zapaleniem stawdw, nuzliwoscig miesni,
niedoczynnoscia tarczycy Hashimoto, zespotem Sjogrena, idiopatyczng plamica
matoptytkowg, toczniem rumieniowatym uktadowym, cukrzyca typu I, zapale-
niem skdorno-miesniowym, zapaleniem wielomiesniowym, mieszang chorobg
tkanki tgcznej [201, 249, 262, 329]. Wspdtistnienie takie czesciej stwierdza sie
w GM, w pordwnaniu z pozostatymi odmianami choroby [156]. Autoimmuni-
zacyjne podtoze morfei potwierdza¢ ma takze czeste wystepowanie autoprze-
ciwciat w surowicy tych chorych (ich charakterystyke przedstawiono w rozdziale
poswieconym patogenezie choroby) [270]. Niejednokrotnie obserwowany seg-
mentalny uktad wykwitéw stanowi z kolei podstawe koncepcji zaburzen neu-
rowegetatywnych w patogenezie morfei [123, 188]. Obserwowano zaburzenia
struktury nerwéw obwodowych [142]. Sugeruje sie rowniez mozliwg mutacje
klonu komdrek na etapie embriogenezy z nastepowym jego szerzeniem wzdtuz
linii Blaschko. Po pobudzeniu przez niezidentyfikowany czynnik srodowiskowy,
w miejscu ulokowania sie komorek mogga pojawiac sie wykwity skorne [35, 188].
Zdecydowanie najszerzej w literaturze dyskutowane sg rozmaite czynniki $ro-
dowiskowe. W 1985 r. Aberer i wsp. [2] zasugerowali zwigzek morfei z infekcja
Borrelia burgdorferi. Swoje przypuszczenie oparli oni na klinicznym i histologicz-
nym podobienstwie morfei i przewlektego zanikowego zapalenia skory konczyn,
obserwowanym przez nich wspotistnieniu tych dwodch jednostek, odpowiedzi
morfei na antybiotykoterapie oraz obecnosci przeciwciat przeciwko Borrelia
burgdorferi w surowicy czesci chorych na morfee. Obecnie panuje przekonanie,
ze zwigzek taki jest prawdopodobny na terenie Europy Centralnej i Azji, nato-
miast brak przestanek potwierdzajgcych jego istnienie na obszarze Stanéw Zjed-
noczonych i w wielu krajach Europy Zachodniej. Wysuwa sie przypuszczenia, ze
powodem tych rozbieznosci mogg by¢ odmienne podtypy Borrelia burgdorferi
w réznych rejonach geograficznych. Sugeruje sie zatem, ze jedynie chorzy na
morfee, ktérzy zamieszkujg tereny endemiczne, a dodatkowo podajg ukaszenie
kleszcza w wywiadzie, powinni by¢ poddawani testom na istnienie zakazenia
tym patogenem. Wydaje sie, ze Borrelia burgdorferi jest jedynie jednym z wielu
czynnikéw srodowiskowych, ktdre mogg wzbudzi¢ proces u oséb predyspono-
wanych genetycznie [3, 72, 97, 240, 257, 277, 291, 326]. Z innych czynnikéw
infekcyjnych, majgcych mie¢ zwigzek z morfeg, w kazuistycznych doniesieniach,
opisywane sg: wirus zapalenia watroby typu B, wirus zapalenia watroby typu C,
wirus Epsteina-Barra, wirus ospy wietrznej, wirus odry [166, 187, 262, 263]. Ob-
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serwowano wykwity morfei w miejscu podania szczepienia przeciwko gruzlicy,
tezcowi, wirusowemu zapaleniu Slinianki przyusznej-odrze-rézyczce. By¢é moze
jednak gtdwne znaczenie miata tu iniekcja, jako forma urazu [149]. Stosunkowo
czesto podnoszona jest rowniez rola radioterapii, zazwyczaj w przebiegu raka
piersi. Opisano okoto 50 takich przypadkéw. Co ciekawe, rownolegle znajdujemy
jedynie kazuistyczne doniesienia o domniemanym wzbudzeniu morfei przez te
metode leczenia okolic innych niz piersi. Zmiany majg pojawiac sie zwykle oko-
to roku od zakoniczenia radioterapii i poczatkowo sg czesto rozpoznawane jako
zmiany poradiacyjne lub wznowa w przebiegu choroby nowotworowej. Pojawity
sie nawet propozycje, aby wspodtistniejgca autoimmunizacyjna choroba tkanki
facznej stanowita wzgledne przeciwskazanie do radioterapii [51, 103, 200, 276].
Majac na uwadze ryzyko jakie niesie ze sobg choroba nowotworowa i ryzyko
zwigzane z morfeg trudno sie jednak zgodzi¢ z tg propozycja. Inne czynniki fi-
zykalne, ktére wigzano z pojawieniem sie zmian o typie morfei obejmujg urazy,
w tym takze wibracyjny, chirurgiczny, termiczny czy przewlekty ucisk [26, 48, 86,
200, 287, 303, 305]. Obserwowano pojedyncze przypadki morfei po immunote-
rapii swoistej. Proby ttumaczenia tego zjawiska poruszajg kwestie przesuniecia
odpowiedzi immunologicznej pod wptywem immunoterapii swoistej w kierunku
limfocytéw Th2 oraz roli soli aluminium, stosowanych jako absorbent w szcze-
pionkach i w immunoterapii. Sole te majg stymulowaé i wzmaga¢ odpowied?
immunologiczng na antygeny, a ponadto mogga by¢ fagocytowane przez makro-
fagi i w konsekwencji powodowac uwalnianie cytokin aktywujgcych fibroblasty.
Jedna z opisywanych chorych podawata SSc u krewnego 2. stopnia. Sugerowano
zatem, ze dodatni wywiad rodzinny w kierunku chordb z kregu twardziny powi-
nien stanowi¢ wzgledne przeciwskazanie do immunoterapii swoistej [199, 254].
Nalezy jednak zauwazy¢, ze opisywane ogniska pojawiaty sie w miejscu iniekcji
zwigzanej z podawaniem immunoterapii swoistej, a jak wspomniano wczesniej,
sama iniekcja jako uraz moze potencjalnie wzbudzi¢ morfee. Podnoszono row-
niez znaczenie przewlektej niewydolnosci zylnej dla rozwoju ognisk morfei na
koriczynach dolnych [168]. Wsrdd czynnikdéw ryzyka morfei i/lub choréb twardzi-
nopodobnych wymienia sie rdwniez szereg lekdw, w tym: bleomycyne, pentazo-
cyne, metysergid, bromokryptyne, morfine, L-tryptofan, karbidope, etosuksimid,
kwas walproinowy, substancje hamujgce apetyt, fitomenadion, penicylaming,
beta blokery, triamcynolon, interferon (IFN) a, interleukine (IL) -2, przeciwciata
przeciwko czynnikowi martwicy guza [Tumor Necrosis Factor (TNF)] a, kokaine
oraz rozliczne substancje chemiczne, np. chlorek winylu, zywice epoksydows,
pestycydy, krzem, silikon [24, 62, 79, 96, 181, 213, 287]. Murell i wsp. [205] su-
geruja, ze wiele z powyzej opisanych czynnikdw, w tym krzem, promieniowanie
stoneczne i rentgenowskie, ale takze alkohol czy nikotyna, moze dziata¢ poprzez
wzbudzanie wolnych rodnikéw tlenowych.
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1.5. Rozpoznanie

W wiekszosci przypadkéw badanie przedmiotowe jest wystarczajgce do po-
stawienia rozpoznania [48, 49, 66, 213, 235, 287]. Niemniej w przypadkach spor-
nych badaniem rozstrzygajacym i ,,ztotym standardem” pozostaje biopsja skory
[48, 49, 149, 213, 235, 287]. Obraz histologiczny wykazuje réznice w zaleznosci
od fazy choroby, najczesciej jednak stwierdza sie cechy zaréwno fazy wczesnej
— zapalnej, jak i pdznej — sklerotycznej. W fazie wczesnej, klinicznie prezentuja-
cej sie jako liliowy rumien otaczajgcy wykwit, obserwuje sie umiarkowanie ob-
fite nacieki zapalne wokot naczyn i przydatkdw warstwy siateczkowatej skory,
z dominacjg limfocytéw oraz domieszkg komadrek plazmatycznych, makrofagow,
komorek tucznych i rzadziej eozynofiléw (w odréznieniu od SSc, w ktdrej nie spo-
tyka sie nacieku z tych ostatnich). W odmianach gtebokich i LM komérki nacieku
stwierdzi¢ mozna réwniez w warstwie podskdrnej, w obrebie powiezi i miesni.
W warstwie siateczkowatej skéry widoczny jest obrzek i pogrubiate peczki kola-
genu utozone réwnolegle do powierzchni. Tkanka podskdrna zastepowana jest
nowo tworzonym kolagenem, prezentujgcym sie jako delikatne, pofatdowane
wtdkna. Naczynia wykazujg poszerzone swiatto, a ich srédbtonek fagodny obrzek.
Naskdrek jest prawidtowy lub Scieficzaty z zanikiem sopli naskdrkowych. W fazie
pozinej (fibrotycznej), w obrazie dominujg scisle upakowane, w réznym stopniu
pogrubiate, wysoce eozynofilne peczki kolagenu. Dochodzi do zaniku gruczotéw
tojowych i mieszkéw wtosowych z zachowaniem miesni przywtosnych, a gruczo-
ty potowe ekrynowe sg zazwyczaj ucisniete i przemieszczone ku gérnym war-
stwom skdry, na skutek ich wypychania przez peczki kolagenu. Liczba naczyn
ulega zmniejszeniu, a te widoczne prezentujg zwtdkniate i pogrubiate Sciany oraz
szczelinowate Swiatto. Komérki nacieku zapalnego obecne sg w znikomej liczbie,
podobnie jak nieliczne sg fibroblasty. Skéra w catosci jest pogrubiata, co dzieje
sie zazwyczaj kosztem tkanki podskdrnej. W DM i LM mozna obserwowaé zmia-
ny w obrebie powiezi, zazwyczaj w postaci jej zwtdknienia. Niekiedy widoczna
jest réwniez wakuolizacja komérek miesniowych i ich rozdzielenie przez obrzek
miedzykomorkowy i naciek zapalny. W fazie regresji/atrofii dochodzi do $cien-
czenia skory witasciwej, czemu towarzyszy scieficzenie naskorka. Przydatki sg
nieobecne (jako ostatnie zanikajg gruczoty potowe). Na przestrzeni wszystkich
opisanych okresdéw morfei zasadniczo niezmienione pozostajg wtékna elastycz-
ne (wyjatek ma stanowi¢ odmiana powierzchowna, dodatkowo pewien stopien
pofragmentowania obserwowaé mozna w fazie regresji), co stanowi podstawe
do réznicowania z innymi chorobami przebiegajgcymi z atrofig i jest jedng z cech
wyrdzniajgcych od LS. Obraz histologiczny morfei i SSc jest zblizony, ale nalezy
zauwazyc, ze w fazie wczesnej naciek zapalny jest duzo silniej wyrazony w mor-
fei, a ponadto w SSc nie spotyka sie domieszki eozynofilow [3, 38, 121, 124, 149,
158, 188, 287].
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1.6. Rokowanie i przebieg

Choroba nie wptywa na dtugos¢ zycia oséb nig dotknietych [177, 236, 273].
W wielu przypadkach przebieg choroby jest samoograniczajacy sie, co utrudnia
prowadzenie badan kontrolowanych placebo. Z tego punktu widzenia wyrdznic
mozna 3 fazy choroby: zapalng/aktywng, stabilng, regresji. Szacuje sie, ze czas
potrzebny do wyciszenia procesu chorobowego i przejscia w faze regresji wynosi
Srednio 2—6 lat [49, 66, 110, 177, 213, 236, 287]. Zjawisko to obserwowane jest
u 50% wszystkich chorych na morfee, przy czym czesciej dotyczy MEP i w tej gru-
pie dochodzi do niego szybciej, bo srednio po 2,7 latach choroby, w poréwnaniu
do DM, gdzie proces ten ujawnia sie $rednio po 5,5 latach. Dtugosc¢ fazy aktyw-
nej MCDS szacuje sie na 2-5 lat, a PHA na 3 lata. Niemniej, w czesci przypad-
kéw aktywny proces moze utrzymywac sie nawet ponad 20 lat. Z drugiej strony
opisywano chorych, u ktérych obserwowano uaktywnienie choroby po réznie
dtugim czasie utajenia [48, 110, 177, 213, 236, 287]. Pomimo zazwyczaj tagod-
nego przebiegu choroby, w szczegdlnych przypadkach moze ona prowadzi¢ do
deformacji i zaburzen funkcjonowania, a dotyczy to gtéwnie chorych na postaé
LM, DM i GM [32, 48, 177, 213, 236]. Christen-Zaech i wsp. [48] obserwowali
przykurcze w 25% GM i w 26% LM, oraz zaburzony wzrost koriczyny w 33% LM
u dzieci. Gorsze rokowanie ma by¢ zwigzane z duzg powierzchnia zajetej skory
oraz obecnoscig ANA, natomiast nie jest z nim zwigzany osobniczy lub rodzinny
wywiad w kierunku chordéb autoimmunizacyjnych [11, 48, 177]. Zmiany wtér-
ne, takie jak odbarwienie, przebarwienie, przykurcze, atrofia, wykazujg jedynie
matg tendencje do cofania sie [149]. Moze to by¢ przyczyng nieakceptowalnych
przez chorego zaburzen natury estetycznej. Wszystkie powyzsze nieprawidtowo-
$ci mogg stac sie przyczyng pogorszenia jakosci zycia chorych, chociaz nalezy za-
uwazy¢, ze doniesienia poswiecone temu tematowi podkreslajg brak istotnego
wptywu choroby na jakos¢ zycia borykajgcych sie z nig dzieci, co moze jednak
wynikac¢ z braku kwestionariuszy dostosowanych do szczegdlnego charakteru
morfei [15, 225, 281, 287].

1.7. Patogeneza

Patogeneza morfei pozostaje enigmatyczna. Jej centralnym, klinicznie jawnym
zjawiskiem, jest nadmierne wtdknienie tkanki tagcznej, prowadzace do stwardnie-
nia skory. Prowadzi¢ majg do tego uszkodzenie komérek srodbtonka [endothelial
cell (EC)] i aktywacja uktadu immunologicznego, w tym procesdw autoagresyw-
nych. Czynnik inicjujacy kaskade zjawisk patologicznych pozostaje jednak niejasny;,
podobnie jak kolejnos¢ poszczegdlnych jej elementdw, zwitaszcza, ze wiele z nich
przeplata sie i wptywa nie na jedno, a na kilka réwnolegle toczgcych sie procesow,
tworzacych czesto wzajemnie stymulujace sie petle [49, 90, 110, 287].
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1.7.1. Teoria naczyniowa

Juz w latach 30. ubiegtego wieku sugerowano, ze liliowa obwddka wykwitow
twardzinowych jest dowodem na ich pierwotnie naczyniowy charakter [121].
Jednym ze wstepnych etapéw morfei ma by¢ zatem uszkodzenie komérek $réd-
btonka [endothelial cell (EC)]. Biopsje skdry zmienionej chorobowo, pobrane
w fazie zapalnej, wykazujg obrzek i pobudzenie EC, hiperplazje pericytéw, po-
grubienie Scian naczyn nacieczonych komérkami zapalnymi, w tym limfocytami,
monocytami/makrofagami, komérkami tucznym, a niekiedy takze eozynofilami
[8, 100, 143, 147, 253]. Obserwuje sie réwniez zwiekszong liczbe drobnych, po-
skrecanych naczyn wtosowatych, zorientowanych niezaleznie od splotu brodaw-
kowego badz naczyn faczacych oba naczyniowe sploty skorne [147]. W pdzniej-
szych etapach dochodzi do zmniejszenia gestosci naczyn i zwielokrotnienia btony
podstawnej, co ma wynikaé z apoptozy EC [8, 100, 143, 147, 253]. Na podsta-
wie badan nad kurczakami UCD (University of California at Davis) linii 200/206,
wykazujgcymi cechy SSc, zasugerowano, ze EC sg pierwszymi komadrkami, ktore
podlegajg apoptozie w przebiegu choroby [100]. Jedna z hipotez sugeruje auto-
agresje przeciwko EC. Co ciekawe, wykazano, ze obserwowane u czesci chorych
na morfee przeciwciata antykardiolipinowe mogg uszkadza¢ omawiane komor-
ki [253]. Wykazano jednoczesnie szereg zaburzen w zakresie uktadéw majgcych
ochronny wptyw na EC. W komadrkach tych obserwowano niewykrywalng badz
bardzo matg ekspresje btonowego kofaktora biatkowego [Membrane Cofactor
Protein (MCP), CD46] i czynnika przyspieszajacego rozktad [Decay Accelerating
Factor (DAF), CD55], bedacych btonowymi czynnikami regulujgcymi aktywnosé
komplementu. Oba zapobiegajg formowaniu na powierzchni btony konwertazy
sktadowej C5, a DAF dodatkowo hamuje powstawanie i przyspiesza rozpad kon-
wertaz sktadowych C3 i C5 komplementu. W ten sposdb chronig one komérki
przed zaleznym od niego zniszczeniem [88, 286]. Wykazano rowniez zmniejszong
ekspresje mRNA srédbtonkowej syntetazy tlenku azotu (NO) w hodowlach EC
chorych na morfee. Komoérki te produkowaty jednoczesnie mniejsze ilosci NO
[247]. NO jest jednym z najsilniejszych czynnikdéw zmniejszajgcych napiecie scia-
ny komdrkowej, hamuje on agregacje ptytek, interakcje leukocytdw ze $ciang na-
czyn i proliferacje miesni gtadkich naczyn, aktywuje metaloproteinazy macierzy
[Matrix Metaloproteinase (MMP)], zmniejsza produkcje kolagenu oraz wolnych
rodnikdw tlenowych, a takze blokuje apoptoze EC. Na modelach zwierzecych
wykazano, ze farmakologiczna blokada NO prowadzita do remodelingu naczyn,
wzbudzenia syntezy kolagenu li lll [41, 88]. Ochronng role w stosunku do EC ma
petni¢ rowniez peptyd natriuretyczny typu C [C-type Natriuretic Peptide (CNP)].
CNP jest czynnikiem rozszerzajgcym naczynia, pochodzgcym z EC, ktéry wywiera
réowniez efekt przeciwzapalny (przynajmniej w czesci mediowany zmniejszaniem
ekspresji selektyny P), przeciwleukocytarny, przeciwptytkowy. Moze tez hamo-
wac sekrecje endoteliny-1. Z drugiej strony na ekspresje jego genu wptywac majg
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transformujgcy czynnik wzrostu [Transforming Growth Factor (TGF)] B, ptytkopo-
chodny czynnik wzrostu [Plateled-Derived Growth Factor (PDGF)], czynnik wzro-
stu fibroblastow [Fibroblast Growth Factor (FGF)]. Stwierdzono zmniejszone lub
niewykrywalne stezenie w surowicy chorych na morfee aminoterminalnego od-
cinka CNP, w przeciwienstwie do SSc, gdzie nie obserwowano statystycznie zna-
miennych réznic surowiczego poziomu tego czynnika w odniesieniu do kontrolnej
grupy oséb zdrowych [221, 222]. W przeciwienstwie do NO i CNP, wspomniana
juz endotelina-1 jest silnym czynnikiem obkurczajgcym naczynia, syntetyzowa-
nym gtédwnie w EC, ale takze w wielu innych komadrkach, w tym w fibroblastach
i makrofagach. Peptyd ten nasila rowniez synteze sktadnikdw macierzy zewng-
trzkomérkowej [Extracellular Matrix (ECM)] i tkankowego inhibitora metalopro-
teinaz [Tissue Inhibitor of Metaloproteinases (TIMP)] -1, a zmniejsza produkcje
MMP. Zwiekszong produkcje TIMP-1 i wzrost surowiczego stezenia endoteliny-1
wykazano w SSc [75, 260]. Podkresla sie réwniez potencjalne znaczenie wolnych
rodnikdw tlenowych w uszkodzeniu EC. Ich wysokie surowicze stezenie korelo-
wac miato z aktywnoscig i ciezkoscig przebiegu morfei [255]. Jinnin i wsp. stwier-
dzili podwyzszone stezenie dysmutazy ponadtlenkowej manganowej w surowicy
chorych na GM, ale nie w innych odmianach morfei. Co wiecej, stezenie to miato
ulec obnizeniu wraz z prowadzonym leczeniem [127]. Nagai i wsp. [207] wyka-
zali przeciwciata przeciwko dysmutazie ponadtlenkowej miedziowo-cynkowej
w surowicy 89% chorych na morfee i 100% chorych na GM (w odrdznieniu od
8% chorych na SSc). Wyzsze stezenie przeciwciat korelowato z ciezszym przebie-
giem choroby [207]. Obie opisane powyzej dysmutazy ponadtlenkowe wchodzg
w sktad rodziny enzymow neutralizujgcych wolne rodniki tlenowe. Wykazujg za-
tem wtasciwosci ochronne w stosunku do komédrek [127]. Udziat wolnych rod-
nikéw sugerowany jest réwniez u myszy, u ktérych chorobe twardzinopodobng
wywotujg iniekcje bleomycyny. Wykazano negatywny wptyw bleomycyny na ak-
tywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej, a jej podawanie hamowato proces wtok-
nienia w roznych modelach zwierzecych [207, 300]. Wykazano, ze ponadltenko-
wa dysmutaza miedziowo-cynkowa zmniejsza ekspresje TIMP i TGFB. Sugeruje
sie, ze wolne rodniki tlenowe mogg réwniez bezposrednio wzbudzaé synteze
kolagenu poprzez peroksydacje lipidéw [207]. W rezultacie aktywacja EC, a na-
stepnie ich uszkodzenie prowadzi¢ ma do obliteracji matych naczyn i wzbudzenia
kaskady zjawisk immunologicznych. Dochodzi zatem do zwiekszonej produkcji
czasteczek adhezyjnych i/lub surowiczego stezenia ich form rozpuszczalnych,
w tym: selektyny E, P, czasteczki adhezji komdrkowej naczyn [Vascular Cell Ad-
hesion Molecule (VCAM)] -1, czagsteczki adhezji miedzykomadrkowej [Intercellular
Adhesion Mollecule (ICAM)] -1, co zostato potwierdzone dla morfei [113, 222,
306]. Przynajmniej w SSc proces ten jest promowany przez twardzinowe fibro-
blasty [59]. Rozpuszczalne formy wyzej wymienionych czgsteczek adhezyjnych sg
wskaznikiem stanu zapalnego [270]. Pobudzone EC mogg by¢ Zrédtem licznych
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cytokin i czynnikdw wzrostu, m.in. TGFB, PDGF, czynnika wzrostu Srédbtonka na-
czyn [Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)], FGF, TNFa, czynnika stymulu-
jacego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw [Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)] [88, 108]. Uwaza sie, ze w szczegdlnych
warunkach EC mogg ulegac przeksztatceniu w miofibroblasty. Wydaje sie, ze do-
chodzi do tego w obecnosci TNFa, IL-1f3 [134, 285].

1.7.2. Teoria immunologiczna

Do ogniska rekrutowane sg komérki zapalne. Sg one liczniejsze we wczesnych
fazach choroby, po czym obserwuje sie stopniowe zmniejszenie ich liczby [121,
158, 297]. Najliczniejszymi komérkami nacieku okotonaczyniowego sg limfocyty.
Maja to by¢ zaréwno aktywowane limfocyty T, jak i B. W zakresie limfocytow T
sugerowano polaryzacje w kierunku limfocytéw T pomocniczych (helper, h) 2, co
ma promowac proces wtdknienia tkanki [87, 117, 251]. Antiga i wsp. [13] wyka-
zali dodatkowo zmniejszong liczbe zardwno krazacych, jak i osiadtych limfocytow
T regulatorowych (T reg). Z kolei Xie i wsp. [297] nie wykazali réznic w obrazie im-
munohistochemicznym skrawkéw skéry morfei i zdrowych na obecnos¢ komo-
rek CD30+, ale jednocze$nie obserwowali zwiekszone barwienie przeciwciatami
przeciwko CD3+, CD4+, CD8+ i CD25+. Badania na mysich modelach SSc sugeruja
przewage Th1l w najwczesniejszych etapach choroby, z ich nastepowym przetg-
czeniem w kierunku odpowiedzi Th2 [322]. Co wiecej, wykazano patogennosé
autoreaktywnych limfocytéw T CD4+ pobranych od myszy z chorobg twardzino-
podobng wzbudzong bleomycyng po ich przeszczepieniu do zdrowych osobnikéw
[120]. Pobudzenie limfocytéw B moze miec z kolei znaczenie nie tylko w zwigzku
z nadprodukcjg autoprzeciwciat, ale takze w kontekscie produkowania przez nie
duzych ilosci nasilajgcej wtdknienie IL-6. Wykazano, ze myszy Tsk1/+ (tight skin),
bedace jednym z mysich modeli SSc, pozbawione limfocytéw B wykazywaty
mniej nasilone widknienie skdry [94]. Podobne obserwacje poczyniono w mysim
bleomycynowym modelu SSc [317]. Obserwowane w duzej ilosci monocyty/ma-
krofagi majg by¢ jednymi z pierwszych komdérek nacieku zapalnego morfei. Po
ich aktywacji na drodze alternatywnej (przez IL-4, TGF, pochtoniecie materiatu
apoptotycznego), sg one znaczgcym zrédtem cytokin, uwazanych powszechnie
za kluczowe w patogenezie chordb przebiegajacych z wtéknieniem, takich jak
TGFpB, PDGF. Alternatywnie aktywowane makrofagi przetagcza¢ majg polaryzacje
w kierunku Th2 i majg mieé wiekszy potencjat angiogenny niz makrofagi wzbu-
dzane klasycznie. Stanowig one tez potencjalne zrédto wolnych rodnikéw tle-
nowych [88, 104, 207, 297, 301]. Podkresla sie rowniez istotng role komoérek
CD34+, ktére majg by¢ komdrkami macierzystymi m.in. dla EC, komdrek den-
drytycznych CD34-. W morfei obserwuje sie stopniowy ich zanik, co sugeruje ich
réznicowanie w kierunku np. EC lub skierowang przeciwko nim reakcje autoagre-
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sywng. Utrata komdrek CD34+ przebiega¢ ma réwnoczesnie z utratg kontroli nad
procesem wtdknienia. W literaturze pojawiajg sie rowniez sugestie, ze nieprawi-
dtowosci stwierdzane w zakresie tych komérek miatyby leze¢ u podtoza zaburzen
angiogenezy. Jeden z mechanizmodw dziatania promieniowania ultrafioletowego
(UV) A1 obejmowac ma zwiekszenie liczby komdrek CD34+. Jednoczes$nie zaob-
serwowano, ze wraz z utratg tych ostatnich zwiekszeniu ulega liczba komarek
dendrytycznych wykazujgcych ekspresje czynnika krzepniecia Xllla. Czynnik ten,
nalezgcy do rodziny transglutaminaz, w stanie fizjologicznym odpowiada za na-
prawe uszkodzonych tkanek, a jego zwiekszong ekspresje obserwowano w cho-
robach przebiegajacych z wtdknieniem [87, 151, 259, 285, 290, 293]. Komorki
dendrytyczne stanowig zrédto licznych cytokin m.in.: IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-18, IL-23, IL-27, CCL1, CCL2, CCL3, TNFa, IFNy, GM-CSF, czynnika stymuluja-
cego tworzenie kolonii granulocytow [Granulocyte Colony-Stimulating Factor
(G-CSF)] [88]. W nacieku zapalnym w morfei stwierdzane sg rowniez komarki
tuczne [49, 143, 297]. Komorki te odgrywajg zazwyczaj wazng role, zwtaszcza
w poczatkowych fazach reakcji immunologicznej lezgcych u podtoza réznych
jednostek chorobowych [88]. Sg one Zrédtem wielu mediatoréw zapalenia oraz
chemokin, w tym TNF, TGFB, FGF, PDGF, IL-4, powodujg m.in. wzrost przepusz-
czalnosci naczyn wtosowatych. Wydzielajg rowniez heparyne, ktéra wspétdziata
Z wigzgcymi jg czynnikami wzrostu — VEGF i FGF [88, 287, 301]. Blokowanie de-
granulacji komérek tucznych powodowato ztagodzenie stopnia wtdknienia u my-
szy Tsk. Z drugiej jednak strony iniekcje bleomycyny wzbudzaty proces wtéknienia
takze u myszy pozbawionych tych komérek, w zakresie podobnym do obserwo-
wanego w grupie kontrolnej [301]. Niejasna pozostaje rola eozynofili. Jako ze
nie stanowig one statej w sktadzie nacieku zapalnego w morfei, mozna domnie-
mywacé, ze pojawiajg sie tam one wtdrnie, w reakcji na czynniki chemotaktycz-
ne wydzielane przez rozliczne komérki immunologiczne, w tym limfocyty Th2.
Z drugiej strony sugeruje sie, ze sg one istotnym Zrédtem TGFB. Badania in vitro
wykazaty, ze wigzg sie one do fibroblastéw, prowadzgc do uwolnienia przez te
ostatnie czynnikdw nasilajgcych wtdknienie [49, 149, 301]. Wydaje sie, ze maja
one znaczenie w patogenezie rzadkiej pecherzowej odmiany morfei, co opisano
w rozdziale poswieconym podrozdziatowi morfei [202]. Badania Xie i wsp. [296,
297] wskazujg rowniez na potencjalny udziat w patogenezie morfei komdrek NK
i Langerhansa.

Kluczowa role w chorobach przebiegajacych z wtéknieniem tkanki odgrywac
ma TGFB [18, 37, 60, 162, 285, 291]. Jego zrédtem mogg by¢ liczne komorki,
w tym makrofagi, limfocyty (zwtaszcza T reg), EC, neutrofile, ptytki krwi, ale takze
same fibroblasty [13, 88, 101, 104, 198]. Uwazany jest za jeden z gtdwnych czyn-
nikdw immunosupresyjnych, z drugiej strony, jak sugerujg badania ostatnich lat,
TGFpB jest kluczowym czynnikiem rdéznicowania limfocytéw w kierunku Th17
i T reg. Nasila rowniez angiogeneze. Wykazano, ze inkubacja zdrowych fibroblastow
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z TGFB wyzwala w nich cechy obserwowane w chorobach przebiegajgcych
z wtdknieniem tkanek [18, 37, 88, 101, 230, 281, 285]. Stworzono zwierzecy mo-
del SSc podajgc mysim noworodkom TGFB, a nastepnie wzmagajgc uzyskany
efekt podawaniem czynnika wzrostu tkanki tgcznej [Connective Tissue Growth
Factor (CTGF)] i FGF. Co wazne, CTGF i FGF wstrzykiwane myszom bez uprzednie-
go podania TGFB nie powodowaty zadnych nieprawidtowosci. Jednoczesnie blo-
kowanie TGFB hamowato produkcje ECM in vitro i in vivo [37, 118, 301]. Donie-
sienia dotyczgce surowiczego stezenia i/lub stopnia prezentacji biatka
w badaniach immunohistochemicznych i/lub poziomu ekspresji genu TGFB
w morfei sg jednak skrajnie niejednoznaczne [13, 87, 100, 105, 159, 234, 241,
244, 282]. Uwaza sie, ze przynajmniej czes¢ efektéw dziatania TGF, mediowana
jest przez CTGF, bogate w cysteine biatko, nalezgce do macierzokomarkowych
czynnikéw wzrostu, ktére modulujg potgczenia pomiedzy komadrkami, a sktadni-
kami ECM. Jego zrodtem sg EC i fibroblasty. Cytokina ta ma dziatanie synergi-
styczne z TGFB, podtrzymuje proliferacje fibroblastow i nasila produkcje ECM.
Ekspresje CTGF wzmagac majg TGFpB, endotelina-1, niedotlenienie. Zwiekszong
ilos¢ mRNA dla CTGF wykazano w skdrze chorych na morfee. Ekspresja biatka
i jego surowicze stezenie wzrasta¢ majg rowniez w SSc oraz w mysich modelach
tej choroby [112, 285, 301, 322]. Cytoking o podobnych wtasciwosciach do CTGF
jest PDGF. Jej gtdwnym zrédtem sg ptytki krwi, fibroblasty i makrofagi, EC, ko-
morki nabtonkowate i nerwowe. PDGF stymuluje chemotaksje oraz proliferacje
fibroblastéw i ostatecznie nasila synteze ECM. Pobudza réwniez fibroblasy do
produkcji TGFB, IL-6 i chemokiny CCL2 [biatka chemotaktycznego dla monocy-
tow -1, Monocyte Chemoattractant Protein -1 (MCP-1)] [88, 129, 285, 298]. Zna-
czenie PDGF wykazano w SSc, gdzie obserwowano m.in. autoprzeciwciata prze-
ciwko receptorom omawianego biatka, mogace wzbudzaé fibroblasty, oraz
w zwierzecych modelach SSc, w ktérych zwiekszenie ekspresji jego genu byto
jednym z najwczesniejszych zjawisk po wzbudzeniu choroby [84, 322]. Jednak
Restrepo i wsp. [244] nie wykazali réznic w badaniu immunohistochemicznym
skéry zdrowej i w morfei na obecnos¢ PDGF. W skérze zmienionej w przebiegu
morfei stwierdzono natomiast zwiekszong prezentacje jego receptoréw [298].
Kolejnym czynnikiem wzrostu, ktérego zaangazowanie w patogeneze morfei wy-
daje sie prawdopodobne jest FGF. Jest to rodzina co najmniej osmiu biatek, ktére
majg nasila¢ angiogeneze, ale takze migracje i proliferacje fibroblastow. Szcze-
gblng role w tym zakresie przypisuje sie zwtaszcza zasadowemu FGF [basic FGF
(bFGF), FGF2]. Jego zrédtem majg by¢ makrofagi, komarki tuczne, fibroblasty i EC
[75, 301]. Zwiekszong ekspresje genu FGF stwierdzono w réznych modelach
zwierzecych SSc [301, 322]. Ciekawym biatkiem, w kontekscie patogenezy cho-
réb przebiegajgcych z widknieniem, jest czynnik wzrostu hepatocytow [Hepato-
cyte Growth Factor (HGF)]. Promotorowy region jego genu zawiera element blo-
kujacy gen TGFB. HGF wzmaga produkcje MMP i hamuje synteze TIMP. Podawany
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w bleomycynowym modelu SSc hamuje wtdknienie i powoduje cofanie sie wcze-
$niej powstatych zmian [295, 301]. HGF jest tez silnym czynnikiem nasilajgcym
angiogeneze [268]. Jednym z najsilniej dziatajgcych w tym zakresie i najlepiej po-
znanych czynnikow jest VEGF. Znaczenie tego biatka wykazano m.in. w SSc i zwie-
rzecych modelach choroby, niemniej wyniki dotyczgce jego surowiczego stezenia
u chorych na morfee sg niejednoznaczne. Wykazano podwyzszone jego stezenie
surowicze, przy jednoczasowym obnizeniu stezenia rozposzczalnej postaci jego
receptora (VEGFR), ale w badaniu immunohistochemicznym dwéch wycinkéw
od chorych na morfee nie obserwowano zwiekszonej jego ilosci w odniesieniu
do grupy kontrolnej [71, 76, 322]. W patogenezie chordb przebiegajgcych z wtok-
nieniem sugeruje sie rowniez role czynnika wzrostu naskérka [Epidermal Growth
Factor (EGF)] i czynnika wzrostu nerwow [Nerve Growth Factor (NGF)] B [191,
322]. W surowicy chorych na morfee obserwowano takze podwyzszone stezenia
IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-18 oraz rozpuszczalnego receptora dla IL-6
[solube IL-6 receptor (sIL-6R)]. Wielu autorow obserwowato jednoczesnie korela-
cje z aktywnoscig procesu chorobowego [9, 93, 114-116, 127, 159, 279, 291].
Sugerowano polaryzacje odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2 [49, 90,
285]. Nalezy jednak zauwazyé, ze IL-1 i 6 odgrywac majq istotng role w rdznico-
waniu limfocytow Th17 (230). Z kolei IL-4 i 13 wykazujg silne wiasciwosci profi-
brotyczne i sg zaangazowane w patogeneze takze innych chordb przebiegajgcych
z wtdknieniem, podobnie jak IL-8, ktdrej duzy potencjat naczyniotwdrczy wydaje
sie byc¢ szczegdlnie istotny w tej grupie schorzen [88, 285, 301]. Rozbiezne s3
natomiast doniesienia dotyczace IL-2 i jej rozpuszczalnego receptora [solube IL-2
receptor (sIL-2R)] [9, 46, 115, 159]. Sugeruje sie rowniez ostabiong produkcje,
majacej wiasciwosci antyfibrotyczne, IL-10 zaréwno w morfei, jak i w zwierze-
cych modelach SSc [13, 322]. Na podstawie tych ostatnich wysunieto réwniez
przypuszczenie o zaangazowaniu w proces widknienia TNFa, a nawet dowodzo-
no skutecznosci leczenia przeciwciatami przeciwko tej cytokinie [301]. Niemniej
niedawno opisano przypadek chorego, u ktérego leczenie takie wzbudzito pro-
ces o charakterze morfei [181]. U myszy Scl GVHD we wczesnych fazach procesu
prowadzgcego do zwtdknienia wykazano réwniez zwiekszong zawarto$¢ mRNA
dla chemokin CC: CCL2, CCL3 [biatka zapalnego makrofagdéw, Macrophage In-
flammatory Protein-1a (MIP-1a)], CCL5 [regulowany przez aktywacje, prezento-
wany i wydzielany przez prawidtowe limfocyty T, Regulated on Activation Normal
T cel Expressed and Secreted (RANTES)], CCL7 (MCP-3), CCL-17 [322]. Wydziela-
ne sg one przez liczne komoérki zaangazowane w patogeneze morfei, w tym przez
makrofagi, EC, fibroblasty. Komdrkami docelowymi ich dziatania s3 m.in. mono-
cyty/makrofagi, granulocyty i limfocyty [88]. Uwaza sie, ze chemokiny te mogg
dziata¢ jako kofaktory TGFPB we wzbudzaniu syntezy ECM [60, 301]. Wykazano
zwiekszong ekspresje genu CCL2 i jego produktu u chorych na SSc [301]. Przeciw-
ciata przeciwko CCL2 podawane myszom réwnoczes$nie z bleomycyng zmniejszaty
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stopien zwtdknienia skory i powodowaty mniejszg ekspresje kolagenu | [301].
Poza chemokinami CC dochodzi takze do wzbudzenia chemokin CXC, w tym
CXCL9, CXCL10, CXCL11, dla ktérych zwiekszong zawartos¢ mRNA stwierdzono
u myszy Scl GVHD [322]. We wzbudzaniu chemokin CXC istotng role odgrywac
ma IFNy [322]. W omawianym mysim modelu stwierdzono takze zwiekszong eks-
presje mRNA dla receptoréw chemokin (CCR): CCR1, CCR5, CCR6 [322]. U cho-
rych na SSc obserwowano réwniez podwyzszone stezenie CXC3CL1 [301]. Wspo-
mniany powyzej IFNy, poza wzbudzaniem chemokin CXC, wykazuje réwniez silne
wtasciwosci antyfibrotyczne in vitro i in vivo: zmniejsza ekspresje kolagenu i zno-
si stymulacyjny wptyw TGFpB, a tym samym hamuje proliferacje fibroblastow i ich
réznicowanie do miofibroblastéw [50, 285]. Lipko-Godlewska i wsp. [160] wyka-
zali istotne statystycznie obnizenie stezenia IFNy w surowicy chorych na morfee
w fazie aktywnej, ale nie w catej grupie badanej i nie w APP, w ktérym obserwo-
wano nawet zwiekszone jego stezenie, chociaz réznica ta nie byta istotna staty-
stycznie. We wczesnych etapach choroby u myszy Scl GVHD dochodzi do zwiek-
szonego wytwarzania IFNy [322]. Antyfibrotyczne wtasciwosci IFNy sktonity do
préby jego terapeutycznego zastosowania. Niestety nie wykazano korzysci tej
metody w odniesieniu do placebo [109]. Co wiecej opisywano chorych leczonych
IFNy, do czego wskazaniem byto stwardnienie rozsiane, u ktérych doszto do roz-
woju SSc [50].

Autoprzeciwciata stwierdzane sg nawet w 90% ogdlnej populacji chorych na
morfee, chociaz rozbieznosci pomiedzy badaczami w tym zakresie sg olbrzymie.
Niezaleznie jednak od czestosci ich wystepowania godnym uwagi jest fakt, ze
majg one odmienng specyfike od tych obserwowanych w SSc i poza nielicznymi
wyjatkami nie sg to Scl-70 czy ACA. W morfei wykrawane sg ANA przeciwko jed-
noniciowemu DNA (ssDNA), histonom, topoizomerazie || DNA, nukleosomom,
ale stwierdza sie réwniez czynnik reumatoidalny, autoprzeciwciata przeciwfosfo-
lipidowe i skierowane przeciwko biatku szoku termicznego o masie czgsteczko-
wej 73kDa, mitochondriom, fibrylinie 1, receptorom Fc-y, MMP-1, dysmutazie
ponadtlenkowej miedziowo-cynkowej i agalaktozylowanym IgG. Zadno z wymie-
nionych nie wykazuje swoistosci dla morfei, ale niektére z nich, w szczegdlnosci
autoprzeciwciata przeciwko nukleosomom, topoizomerazie Il i dysmutazie po-
nadtlenkowej miedziowo-cynkowej sg dla niej wysoce charakterystyczne. We-
dtug wielu autoréw miana autoprzeciwciat korelowaé¢ majg z ciezszym przebie-
giem choroby, powierzchnig zajetej skdry, a nawet aktywnoscig procesu, chociaz
nie jest to poglad podzielany przez wszystkich badaczy. Nie jest tez jasne, czy
majg one znaczenie patogenetyczne, czy sg jedynie epifenomenem w przebiegu
choroby [16, 33, 48, 57, 82, 156, 177, 189, 190, 207, 270, 275, 291].
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1.7.3. Zaburzenia metabolizmu macierzy zewnatrzkomdrkowej

Cytokiny i czynniki wzrostu, uwalniane przez rozmaite komérki zaangazowane
w patologiczne zjawiska stwierdzane w morfei, stymulujg ostatecznie fibroblasty
i tym samym nasilajg odktadanie sktadnikow ECM. Réwnoczesnie dochodzi do
zmniejszenia liczby komdrek zapalnych. Wtdknienie to pojawia sie poczgtkowo
wokét naczyn, co ma dodatkowo potwierdzac hipoteze, ze pierwszym uszkodzo-
nym elementem w patogenezie morfei sg EC [121, 158]. Fibroblasty, ktére okazu-
ja sie by¢ bardzo aktywnymiimmunologicznie komdrkami w patogenezie chordb
przebiegajacych z wtdknieniem, wykazujg przetrwatg aktywacje w hodowlach ze
wzgledng opornoscig na apoptoze i réznicujg sie w kierunku miofibroblastow.
Te ostatnie cechujg sie wtasciwosciami typowymi dla komdrek miesni gtadkich,
w tym zdolnos¢ do kurczenia sie, a ich charakterystyczng cechg jest ekspresja
aSMA, przy czym zachowujg one zdolnos¢ do produkcji cytokin profibrotycznych.
Zrédtem miofibroblastéw moga by¢ takze EC i komérki CD34+ [87, 134, 285].
Obserwuje sie nasilong produkcje ECM, gtéwnie kolagenu |1 i lll, fibronektyny
i glikozaminoglikandéw, w tym tenascyny, ktéra jak sie sugeruje, moze odgrywac
istotng rolg w aktywacji fibroblastéw, a jej ekspresja jest wzmozona w fazie za-
palnej i ulega zmniejszeniu w pdzniejszych okresach choroby [87, 95, 131, 289].
Tamura i wsp. [271] wykazali ponadto w skérze chorych na morfee zwiekszong
ilos¢ histydynohydroksylizynonorleucyny, bedacej tréjwartosciowym wigzaniem
krzyzowym kolagenu typu |, szczegdlnie w skdrze nieeksponowanej na dziatanie
promieni UV. Jednoczes$nie jednak, nie stwierdzono korelacji pomiedzy iloscig
histydynohydroksylizynonorleucyny a dtugoscig trwania choroby [271]. Obser-
wowano rowniez zwiekszone stezenie oksydazy lizynowej, ktéra jest niezbednym
enzymem katalizujgcym wigzania krzyzowe kolagenu [40]. Nalezy zauwazy¢, ze
nadmierne odktadanie ECM jest procesem ztozonym, zaleznym nie tylko od nad-
produkcji jej sktadowych, ale takze uposledzonego ich rozktadu. Ten ostatni za-
lezy w gtéwnej mierze od rodziny metalozaleznych endoproteaz, zwanych MMP,
ktére kolektywnie zdolne sg do zniszczenia wszystkich sktadnikéw ECM. Odgry-
wajg one réwniez istotng role w procesie angiogenezy. Istotnos¢ tych enzyméw
podkresla fakt, ze skutecznos¢ fototerapii w leczeniu chordéb przebiegajgcych
z witdknieniem skéry wynika m.in. z nasilonej produkcji MMP [68, 74, 275]. Tomi-
mura i wsp. [275] wykazali autoprzeciwciata przeciwko MMP-1 (Srédmigzszowa
kolagenaza typu 1) w surowicy 46% badanych chorych na morfee. MMP-1 ma
inicjowac proces rozktadu kolagenu m.in. typu I, Il [ll [275]. Jednoczes$nie stwier-
dzono zmniejszong ekspresje MMP-1 w fibroblastach w morfei [19]. Obserwo-
wano tez zmniejszone surowicze stezenie MMP-13 w morfei, zwtaszcza w jej
ciezszych postaciach [20]. Dziankowska-Bartkowiak i wsp. [71] wykazali z kolei
podwyzszone stezenie MMP-9, ale nie MMP-2 w surowicy chorych na morfee.
Uwaza sie, ze MMP-9 moze odgrywac role przy aktywacji latentnej postaci TGF3
[318]. Podnosi sie rowniez znaczenie TIMP, ktére zabezpieczajg ECM przed dzia-

29



taniem metaloproteinaz, a ktérych zwiekszong ekspresje wykazywaty fibroblasty
w morfei [180].

1.8. Morfea a liszaj twardzinowy

W literaturze podkresla sie czeste wspétistnienie LS i morfei niekiedy nawet
w obrebie jednego wykwitu. Istniejg takze opisy sugerujgce transmisje jednej
choroby w drugg na przestrzeni czasu, co znajdowato potwierdzenie w badaniu
histopatologicznym [121, 140, 158, 185]. Stad tez koncepcja, ze u podtoza obu
chordb lezg podobne zjawiska patogenetyczne, m.in. uszkodzenie komaérek $réd-
btonka jako domniemane zjawisko pierwotne. Czes¢ autoréw uwaza nawet, ze LS
stanowi szczegdlng, powierzchowng, odmiane morfei. Niemniej nalezy zauwazy¢,
ze obrazy histologiczne poszczegdlnych odmian morfei nie réznig sie zasadniczo
pomiedzy sobg, natomiast to, co obserwujemy w LS przedstawia sie odmiennie.
Stwierdza sie tutaj Scienczenie zywych warstw naskérka, znaczng ortokeratoze,
zwyrodnienie wodniczkowe keratynocytéw warstwy podstawnej, czopy rogowe
w ujsciach mieszkéw wtosowych, obrzek i ujednostajnienie kolagenu w gérnych
warstwach skéry wiasciwe] z zanikiem wtdkien elastycznych, pasmowaty naciek
zapalny ztozony gtéwnie z limfocytow z domieszkg komédrek tucznych, ktory
w starszych zmianach ulega rozproszeniu. Zmiany w obrebie naskérka oraz de-
gradacja wtdkien elastycznych sg gtéwnymi cechami odrdzniajgcymi oba obrazy
[121, 140, 158, 185]. Obraz histologiczny opisanej przez McNiffa i wsp. morfei
powierzchownej réwniez odbiega od tego, co obserwujemy w LS i odpowiada
obrazowi klasycznych odmian morfei, przy czym wtdknienie widoczne jest w gor-
nych partiach skory wiasciwej [126, 184]. W przeciwienstwie do morfei, w LS nie
jest zachowana ciggtos¢ btony podstawnej [147]. Dodatkowo stopien nasilenia
syntezy kolagenu przez fibroblasty LS ma by¢ zdecydowanie nizszy niz ten ob-
serwowany w morfei [77]. Klinicznie obie jednostki rowniez wykazujg rdznice.
Wykwity w lokalizacji pozagenitalnej majg charakter ptaskowyniostych, wielokat-
nych grudek barwy kosci stoniowej lub porcelanowej, wykazujacych tendencje
do zlewania sie. Szorstka powierzchnia jest wynikiem wspomnianych juz czopow
rogowych w ujsciach mieszkéw wiosowych. Niekiedy obserwowaé mozna wy-
broczyny. Swiad jest zjawiskiem rzadszym niz w lokalizacji genitalnej, ale nadal
czestszym niz w morfei. Czesciej tez, niz w przypadku morfei, obserwowaé moz-
na pecherze, szczegdlnie w lokalizacji genitalnej [121, 140, 158, 185]. W surowi-
cy chorych na LS obserwuje sie krgzgce autoprzeciwciata skierowane przeciwko
jednemu z antygendow pemfigoidu — BP180 czy przeciwko biatku macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej typu 1. Te ostatnie wystepujg nawet u 75% chorych na LS
[25, 226]. Sugeruje sie takze podobienstwo, zwtaszcza w lokalizacji obejmujgcej
btony sluzowe LS i liszaja ptaskiego [77].
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1.9. Morfea a twardzina uktadowa

Niewatpliwie centralnym zjawiskiem tak w morfei, jak i w SSc, jest witdknie-
nie w zakresie tkanki fagcznej. Niemniej obraz kliniczny obu jednostek jest réz-
ny, a stwardnienie skory (scleroderma), ktére jest makroskopowo widocznym
wyktadnikiem procesu jej widknienia, jest stwierdzanym u tych chorych typem
wykwitu skornego. Nalezy dodatkowo zauwazyé¢, ze w rzadkich przypadkach
SSc nie jest on w ogdle obserwowany. Wczesniejsze publikacje sugerowaty, ze
jedna z cech dyskryminujacych te dwie jednostki jest brak zmian narzadowych
w przebiegu morfei i chociaz na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat coraz czesciej
pojawiajg sie doniesienia temu przeczace, to jednak zmiany te majg zazwyczaj
charakter bezobjawowy, rzadziej tagodny [27, 48, 58, 89, 177, 245, 273, 280,
327]. Kolejnym objawem, ktéry miat odréznia¢ omawiane choroby jest objaw
Raynauda, ktéry jak obecnie wiemy wcale nierzadko stwierdzany jest rowniez
u chorych na morfeeg, tak zresztg jak i w innych chorobach autoimmunizacyjnych
tkanki tacznej [33, 45, 177, 305, 327]. Podobnie jak w SSc, réwniez w morfei
stwierdzane s3 krgzace autoprzeciwciata, ale zazwyczaj o nieustalonej lub od-
miennej swoistosci od tych charakterystycznych dla SSc, a wiec Scl-70 czy ACA
[26, 33, 156, 177, 305, 327]. Obserwowano takze pewne rdznice w badaniach
laboratoryjnych w obu omawianych jednostkach, ktére dotyczyty np. liczby lim-
focytéw T reg w ogniskach twardzinowych, surowiczego poziomu VEGF, MMP-2,
CNP czy potencjatu angiogennego komdrek jednojadrzastych krwi obwodowej
[peripheral blood mononuclear cells (PBMC)] [13, 71, 174, 222, 223, 243]. Takze
obraz histologiczny, chociaz powszechnie uwazany za jednolity dla obu jedno-
stek, wykazuje pewne odmiennosci, jak bardziej obfity naciek zapalny czy obec-
nos$¢ eozynofilii, ktore to cechy wyrdzniaé majg morfee [121, 158, 297]. Opisy-
wane niekiedy w literaturze przypadki przejscia morfei w SSc sg skrajnie rzadkie
[31-33, 327]. Z drugiej strony znajdujemy doniesienia o chorych, u ktérych po-
mimo stwierdzanych krazacych przeciwciat przeciwko Scl-70 czy ACA w trakcie
wieloletnich obserwacji nie rozwinety sie objawy, ktére dawatyby podstawe do
rozpoznania SSc [33, 177, 305, 327]. Peterson i wsp. [236] w swoich badaniach
populacyjnych obejmujgcych 750 osobo-lat nie obserwowali ani jednego takiego
zdarzenia. By¢ moze wyjasnieniem tego zjawiska jest wspotistnienie tych dwdch
jednostek, co ma czesto miejsce w przypadku choréb z grupy schorzen auto-
immunizacyjnych i byto rowniez opisywane w literaturze w odniesieniu morfei
i SSc. Niejednokrotnie podkreslano réwniez wspdtistnienie morfei z innymi jed-
nostkami wynikajgcymi z autoagresji [98, 156, 261]. By¢ moze tez czes$¢ z dawniej
opisanych przypadkéw mogtaby odpowiadad temu, co Yamakage i wsp. nazwali
SSc podobng do GM (GM — like systemic sclerosis) [299]. Niezaleznie jednak czy
uznamy, ze morfea i SSc to dwie niezalezne jednostki, co postuluje coraz wieksza
grupa badaczy [11, 48, 90, 152, 270], czy ze jest to ta sama choroba o skrajnie
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odmiennych obliczach, to chorzy na morfee z wysokimi mianami ANA, zwtaszcza
o swoistosci Scl-70 i ACA, powinni by¢ otoczeni naszg szczegdlng uwagga. Nie-
mniej ze wzgledu na znaczne rdznice pomiedzy obiema jednostkami stuszne wy-
daje sie zalecenie stosowania nazw je wyraznie oddzielajgcych, a zatem morfea,
zamiast twardzina ograniczona i SSc, zamiast sklerodermia [48]. Warto rowniez
przypomniec, ze w 1990 roku Maricq i wsp. zaproponowali termin: choroby kre-
gu twardziny (scleroderma spectrum disorders), ktéry wydaje sie dobrym roz-
wigzaniem dla podkreslenia wspdlnych cech tej grupy jednostek [305].

1.10. Limfocyty Th17 i ich rola w chorobach autoimmunizacyjnych

IL-17 po raz pierwszy wykryta zostata w 1993 roku przez Rouviera i wsp.
jako transkrypt szczurzych limfocytéw T cytotoksycznych [248]. Nazwano jg an-
tygenem zwigzanym z limfocytami T cytotoksycznymi [Cytotoxic T Lymphocyte
associated Antygen (CTLA)] — 8. Kolejnym krokiem byto sklonowanie ludzkiej
IL-17 [311]. W 2003 roku Aggarwal i wsp. opisali nowa subpopulacje limfocytéw
CDA4+, ktéra pdzniej nazwana zostata Th17 [7]. Wiekszos¢ naszej obecnej wiedzy
dotyczacej tej nowej klasy limfocytéw CD4+ opiera sie na badaniach nad my-
szami. Trzeba jednak zachowa¢ ostroznos$é w interpretacji danych w kontekscie
komérek ludzkich. U myszy gtdwnymi czynnikami promujgcymi rdéznicowanie
limfocytédw dziewiczych w kierunku Th17 majg by¢ wspdtdziatajgce ze sobg TGF3
i IL-6. Majg one aktywowac czynniki transkrypcyjne, przede wszystkim RORyt
oraz przekazniki sygnatu i aktywatory transkrypcji [Signal Transducers and Ac-
tivators of Transcription (STAT)] 3 [55, 101, 230, 242]. Wykazano, ze zwiekszona
ekspresja RORyt, poza polaryzacjg odpowiedzi w kierunku Th17, wigze sie z blo-
kowaniem réznicowania Th1 i Th2. U myszy pozbawionych RORyt obserwowano
zmniejszong ekspresje I1L-17 w odpowiedzi na TGFp, IL-6, IL-21 [64]. Podobnie,
pozbawienie myszy STAT3 zwigzane byto z zaburzonym réznicowaniem Th17.
STAT3 w obecnosci TGFB indukuje RORyt i RORa [310]. Zwiekszenie ekspresji
STAT3 powodowato nasilenie produkcji IL-17. Negatywnym regulatorem STAT3
jest supresor sygnatow przekazywanych przez cytokiny [Suppressor of Cytokine
Signaling (SOCS)] 3. Jego delecja sprzyja zwiekszonej syntezie IL-17 [43]. Niedo-
bdr wspomnianego juz RORa powoduje zmniejszenie ekspres;ji IL-17 i receptora
dla IL-23 (IL-23R), ale pozwala na wzbudzenie (chociaz w tagodniejszej formie)
doswiadczalnego autoimmunizacyjnego zapalenia mdzgu i rdzenia. Niedobdr
obu przekaznikdw — RORa i RORyt — nie pozwalat na wzbudzenie opisywanego
procesu [64]. W odrdznieniu od wspodtdziatajgcych ze sobg sygnatéw TGFB i IL-6,
stymulowanie limfocytéw wytgcznie TGFB prowadzi¢ ma do przesuniecia odpo-
wiedzi w kierunku limfocytéw T reg. Sugeruje sie, ze pod wptywem czynnikow
roznicujgcych dochodzi do przetaczenia pomiedzy T reg a Th17. Obie linie lim-
focytow wywodzg sie ze wspdlnych komodrek prekursorowych Foxp3+ i RORyt+
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[324]. Sugeruje sie jednak, ze sama IL-6 nie jest w stanie wzbudzi¢ ekspresji RORyt
i IL-17, nasila natomiast ekspresje IL-23R [43]. Myszy pozbawione IL-6 wykazujg
dominacje limfocytow T reg wsrdéd limfocytow krwi obwodowej [146]. Z drugiej
jednak strony wykazano, ze réznicowanie w kierunku Th17 zachodzi réwniez
u myszy pozbawionych IL-6, co ma wynika¢ ze wspomagajgcego dziatania IL-21
[146]. Poza IL-21 synergistycznie z TGFB i IL-6 majg dziata¢ TNFa i IL-1P oraz oste-
opontyna [206, 267]. Wykazano zaburzone réznicowanie limfocytow Th17 u my-
szy pozbawionych receptora IL-1 [267]. Z kolei IL-23 jest cytoking niezbedng do
podtrzymania fenotypu i proliferacji limfocytéw Th17, natomiast nie dziata na
etapie wzbudzania réznicowania, co wynika z faktu, ze dziewicze limfocyty CD4+
nie wykazujg ekspresji IL-23R [183, 231]. Co wiecej, McGeachy i wsp. wykazali, ze
mysie limfocyty Th17 produkujgce IL-17 pod wptywem IL-6 i TGFB nie wywieraty
patogennego efektu, co miato by¢ zwigzane jakoby z jednoczasowa produkcjg
IL-10. Z kolei stymulowanie IL-23 powodowato synteze IL-17, ale nie IL-10, co
podkresla znaczenie IL-23 [183]. Niedawno opublikowane wyniki badan nad do-
Swiadczalnie wzbudzanym zapaleniem i wtéknieniem ptuc u myszy sugeruja, ze
in vivo IL-23 moze mie¢ wieksze znaczenie niz TGFB i IL-6 [167]. Zaréwno IL-21,
jak i IL-23, podobnie jak IL-6 i TGFB, dziatajg poprzez fosforylacje STAT3. Pobu-
dzenie STAT 3 nasila dodatkowo ekspresje IL-23R [43]. Synergistycznie z IL-23 ma
dziata¢ prostaglandyna E2 i IL-18 [44, 229]. Limfocyty Th17 wykazujg ekspresje
receptora chemokin CCR6, ktdrego ligandem jest CCL20, odgrywajaca, jak sie
wydaje, istotng role w rekrutacji limfocytow Th17 do ogniska zapalenia i wzbu-
dzajaca synteze IL-17 [239]. Potencjalng role moze odgrywac tutaj rowniez CCR4,
ktérego ekspresje wykazano na limfocytach Th17 [91]. Z kolei do czynnikéw ha-
mujgcych odpowiedZz mediowang przez limfocyty Th17 naleza: IL-2 (dziatajaca
za posrednictwem STAT5), opisana ponizej IL-17E (IL-25) wraz ze wzbudzanymi
przez siebie bezposrednio i posrednio IL-13, IL-27, IL-10, a takze IL-35, IFNy, IL-4,
IL-12, kwasem retinolowym [52, 141, 155, 206, 214, 316]. Warto zauwazy¢, ze
limfocyty Th17 wydzielajg IL-21 i CCL20, powodujgc wzmocnienie odpowiedzi
na drodze autokrynnej, ale rownoczesnie produkujg IL-10 i IFNy, tworzgc w ten
sposdb negatywne sprzezenie zwrotne [125, 216, 307]. Jager i wsp. podkresla-
ja plastycznos¢ Th17, ktére w odpowiednich warunkach zdolne sg do produk-
cji réznych cytokin, i tak sSrodowisko bogate w IL-23 pobudza wydzielanie IL-17,
a srodowisko IL-12 wydzielanie IFNy. Plastycznosci takiej nie majg wykazywad
limfocyty Th1 [125].

Opisane powyzej mechanizmy réznicowania mysich limfocytéw Th17 nie za-
wsze znajdujg potwierdzenie w badaniach na komaérkach ludzkich. Zasadnicze
réznice wynika¢ majg z faktu posiadania innych ich prekursoréw. U ludzi jest to
komodrka CD4+CD161+, ktéra wykazuje dodatkowo ekspresje RORc (ludzki od-
powiednik mysiego RORyt) i IL-23R. Inkubowanie tych komdrek w $rodowisku
IL-1B i IL-23 wzbudza ich réznicowanie w kierunku limfocytéw Th17, ale z drugiej
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strony stymulacja IL-12 lub IL-4 ukierunkowuje je odpowiednio na fenotyp Thl
lub Th2. Ludzkie komdrki CD4+CD161+ sg zatem wspdlnym prekursorem efekto-
rowych komdrek Thl, Th2 i Th17 [54, 91, 101, 204]. Przypomnijmy, ze u myszy
komarka prekursorowa limfocytow Th17 wykazywata ekspresje RORc i FoxP i, co
za tym idzie, mogta opcjonalnie réznicowac sie w komaorki T reg [146, 324]. Do-
wiedziono jednak istnienia ludzkich limfocytéw T reg, ktére mogg réznicowaé
sie w kierunku Th17 [91, 144]. Kolejng odmiennoscig w stosunku do tego co
obserwowano u myszy miato by¢ wykazanie, ze ludzkie limfocyty Th17 zdolne sg
do syntezy zaréwno IL-17, jak i INFy. Komadrki te wykazujg réwnolegle ekspresje
RORc, IL-23R, T-bet i IL-1232 oraz receptoréw chemokin: CCR6 i CCR4. Ich sty-
mulacja IL-12 powoduje zwiekszenie ekspresji T-bet i produkcje INFy. Niemniej
niedawno dowiedziono, ze plastycznoscig w zakresie produkcji INFy w warun-
kach stymulacji IL-12 cechujg sie rdwniez mysie limfocyty Th17 [4, 125, 246].
Nalezy dalej podkresli¢, ze u ludzi, w przeciwienstwie do myszy, TGFB wydaje
sie nie odgrywac istotnej roli w réznicowaniu limfocytéw Th17 [250]. Co praw-
da doniesienia co do roli TGFB we wspomnianym aspekcie nie sg jednoznaczne
i pierwszym badaniom sugerujgcym brak wptywu tej cytokiny na réznicowanie
limfocytéw Th17 zarzucano, ze dziewicze limfocyty umieszczano w medium za-
wierajgcym ludzka lub byczg surowice, mogacg by¢ naturalnym zréodtem TGFB
[175, 204, 288, 309]. Jednakze obecnie wydaje sie, ze korzystny wptyw TGFB
na dominacje odpowiedzi Th17 wynika raczej z hamowania ekspresji czynnikéw
transkrypcji T-bet, STAT4 i GATA3, a zatem z blokowania réznicowania limfocy-
tow Thl i Th2, przy jednoczesnym braku dziatania w odniesieniu do RORc [5,
43, 250]. Sugeruje sie, ze moze to wynikac¢ z niedawno wykazanej w ludzkich
limfocytach Th17 zmniejszonej ekspresji klasteryny, ktéra wykazuje dziatanie
proapoptotyczne, przy jednoczesnej zwiekszonej ekspresji Bcl-2, ktéra hamuje
proces apoptozy. Ma to powodowac odpornos¢ limfocytéw Th17 na supresyjne
dziatanie TGFB [250]. U ludzi takze rekrutacja do ogniska zapalenia wydaje sie
mniej jasna niz na modelach zwierzecych, jako ze poza CCR4 i CCR6 wykazano
tutaj rownolegle ekspresje receptoréw chemokin zwigzanych z Thl, Th2 i T reg,
takich jak CCR2, CXCR3, CCR5, CXCR6. CCR7 i CXCR5 [91]. Ligandy CCR4 i CCR6
— odpowiednio CCL17 i CCL20 — lokalizujg sie m.in. na EC i fibroblastach [284].
W kontekscie przedstawionych danych nalezy zauwazy¢, ze istotnym zrédtem
IL-1, IL-6, IL-23, TNF, TGFB, ale takze IL-27 i IFNy sg komorki dendrytyczne, co
dodatkowo potwierdza ich znaczenie w patogenezie morfei [87, 88, 259, 290].
Pobudzone limfocyty Th17 mogg stanowic¢ zrddto IL-6, IL-17, IL-21, I1L-22, IL-26,
TNFa, G-CSF, CCL20, IFNy [55, 91, 101].

Limfocyty Th17 stanowig gtéwne zrédto IL-17, jednak moze by¢ ona syntety-
zowana réwniez przez neutrofile, aktywowane monocyty, komérki NK, limfocyty
TyS, CD8+, astrocyty, oligodendrocyty, limfocyty T reg CCR6+FoxP3+RORc- oraz
limfocyty T pamieci wykazujace ekspresje IL-23R [43, 55, 101, 230]. Pobudze-
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nie TCR tych ostatnich skutkuje aktywacjg transkrypcji czynnika jgdrowego ak-
tywowanych limfocytdw T [Nuclear Factor of Activated T cell (NFAT)]. Proksy-
malny rejon promotorowy genu ludzkiej IL-17 zawiera 2 miejsca wigzgce NFAT
[163]. U ludzi gen kodujgcy IL-17 lokalizuje sie na chromosomie 6p [230]. Obec-
nie wiemy, ze opisana pierwotnie IL-17 stanowi tak naprawde prototyp rodziny
IL-17 i aktualnie nosi ona nazwe IL-17A [230]. Rodzina IL-17 obejmuje 6 cytokin:
IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (zwang obecnie czesciej IL-25) i IL-17F [55,
230]. Ludzka IL-17A jest glikoproteing zbudowang ze 155 aminokwaséw o masie
czasteczkowej 15 kDa i wydzielana jest jako homodimer potgczony wigzaniem
dwusiarczkowym, o tacznej masie 35 kDa. Okreslenie IL-17 czesto stosowane
jest jako homonim IL-17A. Ma ona aminoterminalng hydrofobowg sekwencje
sygnatowgq charakterystyczng dla cytokin, wysoce konserwatywny odcinek kar-
boksyterminalny i 5 reszt cysteinowych, ktére upodabniajg jg do TGFB i czynnika
wzrostu nerwéw NGF. Sekwencja aminokwasowa IL-17 wykazuje podobienstwo
do tej obserwowanej w biatkach wiruséw z rodziny Herpesvirus [230, 311]. Po-
zostali cztonkowie rodziny IL-17 wykazujg 16—50-procentowg homologie ze skta-
dem aminokwasowym IL-17A, z czego najwiekszg zgodnos¢ wykazano w IL-17F
[43, 230]. IL-17A i F wydzielane sg w postaci homo- lub heterodimeréw: IL-17A,
IL-17A/F i IL-17F. Z nich najwiekszg zdolnoscig do wzbudzenia odpowiedzi pro-
zapalnej ma IL-17A, a najmniejszg IL-17F. Nie zawsze jednak ekspresja obu bia-
tek zachodzi rownolegle. Ich biologiczny efekt ma by¢ mediowany przez wzbu-
dzenie czynnika jagdrowego kB [230, 311]. Te IL powodujg wzbudzenie szeregu
cytokin, w tym CCL2, CCL3, CCL7, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL1, CXCL2, CXCLS,
CXCL10, TNFa, IL-1, IL-6, IL-9, IL-19, IL-20, IL-24, VEGF, bFGF, HGF, PDGF, G-CSF,
GM-CSF, biatek o aktywnosci przeciwbakteryjnej — mucyn, B defensyn, biatek
S100A7-9 (psoriazyny — psoriasin, kalprotektyny — calprotectin), biatek zaanga-
zowanych w remodeling tkanek — surowiczego amyloidu A, MMP1, 2, 3, 9 13
oraz liganda receptora aktywujgcego jadrowy czynnik NFkB [Receptor Activator
of NFkB ligand (RANKL)], prostaglandyn — E1 i E2 oraz czagsteczek adhezyjnych —
ICAM-1 [203, 224, 229, 230, 242, 268]. Z drugiej strony wykazano, ze wynikiem
ich dziatania jest rowniez zmniejszenie ekspresji VCAM-1 i CCL5 [252]. Promuja
one granulopoeze oraz rekrutacje neutrofilii i monocytow do ogniska zapalenia
i ich aktywacje. Wzmagajg réwniez dojrzewanie komorek dendrytycznych oraz
proliferacje i réznicowanie do komérek plazmatycznych limfocytéw B. Wzbudza-
ja komarki nabtonkéw ptuc, jelit, keratynocyty, synowiocyty, chondrocyty [65,
194, 203, 224, 230, 242]. Wykazano znaczenie obu IL w odpowiedzi przeciw-
bakteryjnej i przeciwgrzybiczej [230]. Majg one nasila¢ angiogeneze [215, 268].
Sugeruje sie ich udziat w procesach autoimmunizacyjnych. Podwyzszone suro-
wicze stezenie obu stwierdzono m.in. w tuszczycy, reumatoidalnym zapaleniu
stawdw, stwardnieniu rozsianym, zapalnych chorobach jelit. Przy czym w trzech
pierwszych tu wymienionych, wieksze znaczenie ma, jak sie wydaje, IL-17A,
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natomiast w zapalnych chorobach jelit IL-17F [230]. Budowa IL-17E wykazuje
25-35-procentowg zgodnos¢ z pozostatymi cztonkami rodziny IL-17. Jest ona
wydzielana m.in. przez limfocyty Th2, makrofagi, eozynofile, bazofile, komorki
tuczne, komérki nabtonka ptuc. W odrdznieniu od IL-17A i F, opisywana IL-17E
promuje odpowiedz immunologiczng zalezng od limfocytow Th2, a hamuje akty-
wacje limfocytéw Th1l i, jak wspomniano powyzej, Th17. Wynikiem jej dziatania
jest eozynofilia i neutrofilia krwi obwodowej, obecnos¢ tych komérek w zajetych
procesem tkankach, zwiekszenie surowiczego stezenia immunoglobulin (Ig) E,
IgA i IgG1 oraz cytokin Th2. Jest ona istotna dla eliminacji infestacji pasozyta-
mi, ale z drugiej strony jest rdwniez zaangazowana w patogeneze reakcji aler-
gicznych, takich jak astma czy atopowe zapalenie skory [80, 229, 230]. IL-17B,
IL-17Ci IL-17D wykazujg najmniejszg homologie z pozostatymi cztonkami rodziny
IL-17 i szacuje sie ja na 23—29%. Uwaza sie je za cytokiny o aktywnosci proza-
palnej. IL-17B i C wzbudza¢ majg ekspresje TNFa i IL-13 — m.in. w monocytach
i fibroblastach. IL-17D nasila z kolei synteze IL-6, CXCL8, GM-CSF. Sugeruje sie, ze
wzmagajg one migracje neutrofili i synteze MMP3 [230]. Rodzina receptora IL-17
(IL-17R) obejmuje pieciu cztonkow: IL-17RA, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD i IL-17RE.
Dla wzbudzenia efektéw IL-17A i IL-17F, kluczowym jest heterodimer IL-17RA
i IL-17RC, przy czym do potgczenia takiego dochodzi etapami: poczatkowo IL t3-
czy sie z IL-17RA, a nastepnie dochodzi do potgczenia z kolejnym tancuchem re-
ceptora [85]. Ich ekspresje stwierdza sie w wielu tkankach oraz komadrkach, m.in.
w fibroblastach, neutrofilach, EC, monocytach, komérkach nabtonkéw, w tym na
keratynocytach, komérkach miesniowych, astrocytach, osteoblastach, chondro-
cytach [55, 85,229, 230].

Limfocyty Th17 petnig wazng ochronng funkcje w chorobach zakaznych,
w ktérych IL-17 poprzez rekrutacje i aktywacje neutrofili i makrofagéw do ogni-
ska zakazenia sprzyjajg usuwaniu czynnika zakaznego. W ochronie tej istotng role
odgrywaé majg takze wydzielane przez Th17 IL-6, IL-21, IL-22, IL-26, TNFa [55,
224]. Dyskutowane jest takze ich znaczenie w biologii nowotwordw, przy czym
sugerowany jest zaréwno ich stymulujacy, jak i hamujgcy wptyw na wzrost ko-
morek nowotworowych [111]. Protekcyjne znaczenie postulowano m.in. w raku
piersi, gdzie stwierdzano zmniejszenie puli krazgcych limfocytéw Th17 u kobiet
chorych na raka piersi w poréwnaniu z grupa kontrolng, a jej zwiekszenie byto
wigzane ze skuteczng immunoterapia [106]. Patogenne znaczenie Th17 podno-
si sie w wielu chorobach autoimmunizacyjnych u ludzi, m.in. w stwardnieniu
rozsianym, tuszczycy, reumatoidalnym zapaleniu stawdéw, cukrzycy typu |, au-
toimmunizacyjnym zapaleniu naczyn, autoimmunizacyjnym zapaleniu tarczycy,
matoptytkowosci zwigzanej z autoimmunizacjg, zapalnych chorobach jelit, sero-
negatywnych spondyloartropatiach, toczniu rumieniowatym uktadowym [Syste-
mic Lupus Erythematosus (SLE)], SSc [101, 230, 242].
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2. Zatozenia i cele pracy

Obecna wiedza dotyczaca patomechanizmu morfei jest niewystarczajaca,
zwtaszcza w kontekscie niewielkich mozliwosci terapeutycznych, ktérymi dyspo-
nujemy. Wiadomo, ze zaburzenia w jej przebiegu obejmujg trzy zasadnicze zja-
wiska: nieprawidtowa angiogeneze, wzbudzenie proceséw immunologicznych,
w tym autoimmunizacyjnych oraz zaburzony metabolizm macierzy zewnatrz-
komodrkowej. Badania ostatnich kilku lat Scisle sugeruja, ze cytokiny zwigzane
z nowo opisanymi limfocytami Th17 mogg odgrywad role we wszystkich wymie-
nionych powyzej zjawiskach [56, 65, 145, 154, 230, 242, 268]. Jak dotad nie byty
one jednak przedmiotem badan w odniesieniu do morfei. Celem pracy byta zatem:

1.

Ocena ekspresji gendw IL-17A, 1L-23, IL-1B, TGFB1, HGF, bFGF, VEGF-A w ko-
morkach jednojadrzastych krwi obwodowej chorych na morfee
z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia
oraz aktywnosci.

Ocena osoczowego stezenia IL-17A, 1L-21, IL-23, IL-1B w morfei z uwzgled-
nieniem poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz ak-
tywnosci.

Ocena ekspresji genow IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A w skorze
chorych na morfee z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian choroby,
stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci.

Poréwnanie osoczowego stezenia powyzej wymienionych cytokin i eks-
presji ich gendw w komdrkach jednojgdrzastych krwi obwodowej cho-
rych na morfee oraz postac ograniczong twardziny uktadowej.
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3. Materiat i metody

3.1. Grupy badane i kontrolne

Ogétem badaniami objeto 125 oséb, z czego 50 chorych na morfee oraz 75
0so6b zakwalifikowanych do grup kontrolnych. W grupie badanej wyrdzniono 5
podgrup:

| — 20 chorych na MEP

Il 15 chorych na GM

11l 7 chorych na LM

\Y, 2 chorych na DM

V - 6 chorych na morfee ze wspodtistniejgcymi wykwitami LS

Do badan kwalifikowano chorych, u ktérych kliniczne rozpoznanie morfei/LS
potwierdzone zostato badaniem histologicznym. Chorzy, w chwili pobierania od
nich materiatu, pozostawali bez leczenia. Doktadna charakterystyka grupy bada-
nej zostata przedstawiona w tabeli I.

Tabela I. Charakterystyka grupy badanej — chorzy na morfee

Podtypy morfei
Morfea
MEP GM LM DM +LS
n 50 20 15 7 2 6
Liczba
chorych
% 100 40 30 14 4 12

Liczba kobiet/mezczyzn 29/21 10/10 7/8 5/2 1/1 6/0

Srednia 46,4 43,4 49,5 33,4 53,5 61,3

Wiek chorych
SD 17,0 18,8 13,0 17,46 2,1 8,8

MEP — posta¢ plackowata morfei, GM — posta¢ uogdlniona morfei, LM — postac linijna
morfei, DM — postac gteboka morfei, +LS — morfea ze wspétistniejgcymi ogniskami liszaja
twardzinowego, n — liczba chorych, SD — odchylenie standardowe.
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Badania przeprowadzono réwniez w 3 grupach kontrolnych, ktére obejmo-

waty tacznie 75 osdb, w tym:

| — 47 zdrowych ochotnikéw (35 kobiet i 12 mezczyzn; Sredni wiek 33,0
+ 8,58), niespokrewnionych z chorymi na choroby autoimmunizacyjne;
grupa ta stanowita kontrole w badaniu ekspresji gendw wybranych cyto-
kin w PBMC oraz w badaniu stezenia tych biatek w osoczu;

Il =15 chorych na ISSc (14 kobiet i 1 mezczyzna; sredni wiek 52,0 + 11,7);
grupa ta stanowita kontrole w badaniu ekspresji gendéw wybranych cyto-
kin w PBMC oraz w badaniu stezenia tych biatek w osoczu; rozpoznanie
oparte byto o kryteria ACR [178], a grupe ISSc wyrézniono stosujgc sys-
tem klasyfikacji zaproponowany przez LeRoya i wsp. [157];

[l —13 chorych na raka piersi, od ktérych pobrano wycinki skdry zdrowej jak
to opisano ponizej (13 kobiet, sredni wiek 52,15 + 17,65); grupa ta stano-
wita kontrole w badaniu ekspresji gendw wybranych cytokin w wycinkach
skérnych.

Zaréwno osoby z grup badanych, jak i kontrolnych zostaty poinformowane
o celu badan, a materiat pobrano po uzyskaniu ich pisemnej zgody. Badania zo-
staty zatwierdzone przez lokalng Komisje Bioetyki, dziatajgcy przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

3.2. Materiat

3.2.1. Komorki jednojadrzaste krwi obwodowej i osocze

Krew obwodowg uzyskano ogdtem od 111 osdb, z tego 49 préb pochodzito
od chorych kwalifikowanych do grupy badanej (nie pozyskano osocza i PBMC
u jednego chorego z podgrupy GM z powoddw technicznych), 47 od zdrowych
ochotnikéw i 15 od chorych na ISSc. Pie¢ ml krwi pobierano jatowo do probéwko-
-strzykawek zawierajgcych EDTA (Monovette, Sarstedt). PBMC i osocze pozyska-
ne zostaty poprzez wirowanie w gradiencie gestosci Fikolu (Ficoll-Histopaque
1.007 g/cm?, Sigma Diagnostics, Inc. St. Louis, USA). Osocze do czasu wykonania
badan przechowywane byto w temperaturze -80°C. PBMC zostaty zdezintegro-
wane w odczynniku TriPure (Roche Applied Science).

3.2.2. Wycinki skéry

Wycinki skéry uzyskano ogdétem od 49 osdb. Biopsje od 36 chorych z grupy
badanej, o najwiekszym wymiarze nieprzekraczajgcym 5 mm, pobierano z miejsc
zmienionych chorobowo, po znieczuleniu miejscowym. Charakterystyke grupy
badanej przedstawiono w tabeli Il. Biopsje skory klinicznie niezmienionej, kwa-
lifikowane do grupy kontrolnej, pobrano od 13 chorych. Byty to chore na nowo-
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twory piersi, niewykazujgce zwigzku ze skérg. Wycinki te uzyskiwano w trakcie
mastektomii, do ktérej wskazaniem byta choroba podstawowa. Bezposrednio po
pobraniu, materiat zamrazano w ciektym azocie, po czym do czasu wykonania
badan przechowywano w temperaturze -80°C.

Tabela Il. Charakterystyka chorych na morfee, od ktérych pozyskano wycinki skory

Podtypy morfei
Morfea
MEP GM LM DM +LS

Liczba n 36 13 11 6 2 4
chorych % 100 36 31 17 6 11
Liczba kobiet/mezczyzn 17/19 5/8 3/8 4/2 1/1 4/0

) Srednia 45,11 44,46 | 47,45 28 53,50 62,25
Wiek
chorych SD 16,01 17,27 | 11,77 | 10,88 | 2,12 9,46

MEP — postac plackowata morfei, GM — posta¢ uogdlniona morfei, LM — postac linijna
morfei, DM — postac gteboka morfei, +LS — morfea ze wspdtistniejgcymi ogniskami liszaja
twardzinowego, n — liczba chorych, SD — odchylenie standardowe.

3.3. Metody

3.3.1. Ocena aktywnosci choroby

Chorzy, u ktérych w ciggu ostatnich 6 miesiecy stwierdzono pojawienie sie
nowych ognisk, szerzenie sie uprzednio istniejgcych lub obecnos$¢ rumieniowej
obwadki, kwalifikowano do grupy chorych z procesem aktywnym. Chorzy, u kto-
rych powyzszych objawdw nie obserwowano zaliczani byli do grupy z procesem
nieaktywnym [177, 282].

3.3.2. Ocena rozlegtosci i nasilenia zmian skérnych

Oceny dokonano z zastosowaniem wskaznika rozlegtosci, nasilenia i aktyw-
nosci zmian skornych w morfei (Localized Scleroderma Severity Index, LoSSl), za-
proponowanego przez Arkachaisriego i wsp. i przedstawionego w tabeli 11l [14].
Zgodnie z przyjetymi wytycznymi ocenie podlegaty: rozlegtosé¢ zmian, rumien,
grubos¢ skéry. Wszystkie wymienione parametry oceniano w skali od 0 do 3.
W odniesieniu do rozlegtosci zmian: 0 — oznaczato brak zmian w danej lokalizacji,
1-—zajecie do 1/3 powierzchni skdry, 2 — zajecie od 1/3 do 2/3 ocenianego obsza-
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rui3 - zajecie powyzej 2/3 danej lokalizacji. Przy ocenie rumienia, 0 — oznaczato
jego brak, 1 — rumien delikatny o rézowym odcieniu, 2 — wyrazny, zywo czerwo-
ny wykwit, 3 — obecnos$¢ ciemnoczerwonego rumienia. Badanie grubosci skory
oparte byto na zmodyfikowanym systemie oceny skéry Rodnana, polegajagcym
na mozliwosci ujecia skéry w fatd: 0 — oznaczato brak pogrubienia, 1 — tagodne
pogrubiebie, umozliwiajgce ujecie fatdu skdrnego, 2 — umiarkowane pogrubie-
nie, utrudniajgce ujecie skory w fatd, 3 — znaczne pogrubienie, uniemozliwiajgce
ujecie fatdu skdrnego. Ocenie podlegata réwniez aktywnos¢ wykwitéw. Stwier-
dzenie nowego ogniska lub szerzenie sie uprzednio istniejgcego, na przestrzeni
miesigca poprzedzajgcego badanie, skutkowato przyznaniem 3 punktéw, w prze-
ciwnym razie punktdw nie przyznawano. Przedstawionej analizie podlegato 14
lokalizacji anatomicznych: gtowa, szyja, przednia powierzchnia klatki piersiowej,
brzuch, gdérna czes¢ plecow, dolna czes¢ plecéw, ramie prawe, przedramie i reka
prawa, udo i posladek prawy, podudzie i stopa prawa, ramie lewe, przedramie
i reka lewa, udo i posladek lewy, podudzie i stopa lewa. Rumien i stwardnienie
skéry oceniano w zakresie najbardziej zaawansowanego wykwitu dla danej lo-
kalizacji. Wszystkie otrzymane wyniki byty nastepnie sumowane, a maksymalna
uzyskana punktacja wynosi¢ mogta 168 [14]. Oceny dokonano u chorych z grupy
badanej, z wytgczeniem podgrupy ze wspdtistniejgcymi wykwitami LS, co byto
podyktowane tym, ze wskaznik przeznaczony jest do oceny zmian o typie morfei
i tylko w takiej grupie byt do tej pory badany. Nalezy podkresli¢, ze w wiekszosci
przypadkdéw nie mozna jednoznacznie rozrézni¢ wykwitdw morfei i LS wystepu-
jacych u jednego chorego, zwtaszcza jezeli wykazujg one kolokalizacje.
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Tabela lll. Ocena rozlegtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skornych z zastosowaniem LoSSI
wg Arkachaisriego i wsp. [14]

Powierzchnia (SA) Rumien (ES) Pogrubienie Aktywnos¢
skory (ST) (N/E)
0 — brak zmian 0 —brak 0 —brak 0 —brak
1-<1/3 1 - delikatny/ 1-tagodne 3 -nowe
2-1/3-2/3 rézowy 2 —umiarkowane ognisko
3-22/3 2 —wyrazny/ 3 —znaczne lub
czerwony szerzenie
3 —ciemno- sie zmian
czerwony
Gtowa
Szyja
Przednia

powierzchnia
klatki piersiowej

Brzuch

Gorna czesc
plecow

Dolna czes¢
plecow

Ramie prawe

Przedramie
i reka prawa

Udo, posladek
prawy

Podudzie, stopa
prawa

Ramie lewe

Przedramie
i reka lewa

Udo, posladek
lewy

Podudzie, stopa
lewa

Wszystkie otrzymane wyniki sg nastepnie sumowane. Maksymalna uzyskana punktacja
wynosi 168.

LoSSI — wskaznik rozlegtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skérnych w morfei (Localized
Scleroderma Skin Severity Index), SA — powierzchnia zmian (surface area score), ES — ru-
mien (erythema score), ST — pogrubienie skory (skin thickness) — badanie oparte na zmo-
dyfikowanym systemie oceny grubosci skory Rodnana, w ktérym pomiaru dokonuje sie
poprzez prébe ujecia skéry w fatd, N/E — aktywnos$¢ zmian (new lesion/lesion extension)
— kazde nowe ognisko lub powiekszenie juz istniejgcego w ciggu ostatniego miesigca.
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3.3.3. Badanie immunoenzymatyczne ELISA

Badanie osoczowego stezenia IL-17A, IL-23, IL-1B metodg immunoenzyma-
tyczng ELISA wykonano z wykorzystaniem dostepnych komercyjnie zestawdw
R&D System (Minneapolis, USA). Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z wytycz-
nymi podanymi przez producenta.

Natomiast badanie osoczowego stezenia IL-21 metodg immunoenzyma-
tyczng ELISA wykonano z wykorzystaniem dostepnych komercyjnie zestawdw
e-Bioscence (Wieden, Austria). Oznaczenie przeprowadzono zgodnie z wytycz-
nymi podanymi przez producenta.

3.3.4. Badanie ekspresji genéw IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF,
VEGF-A, bFGF w komadrkach jednojadrzastych krwi obwodowej
metoda reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym

Catkowite komdrkowe RNA, izolowane z PBMC, uzyskano zgodnie z metoda
opisang przez Chomczynskiego i wsp. [47]. W celu unikniecia zanieczyszczern DNA
genomowym, wykorzystano zestaw zawierajacy rekombinowang DNAze | (Ambion,
USA). Do tej reakcji w kazdym przypadku pobrany zostat 1 ug RNA. Odwrotng
transkrypcje wykonano wykorzystujgc zestaw dostepny komercyjnie (Roche Ap-
plied Science). Uzyskane po odwrotnej transkrypcji proby cDNA poddano iloScio-
wej analizie ekspresji z zastosowaniem metody reakcji faicuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym [real time Quantitative PCR (rt-PCR)]. Do badan wykorzy-
stano system Light Cycler 2 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Niemcy) oraz
komercyjny zestaw do reakcji rt-PCR zawierajgcy polimeraze DNA HotStartTag,
bufor reakcyjny, mieszanine trojfosforanéw deoksynukleozyddéw (dNTP), a takze
barwnik Sybr Green SG (Roche Applied Science).

Analizie poddano wybrane fragmenty genéw o dtugosci 78-237 par zasad
(pz). We wszystkich przypadkach amplikony obejmowaty przynajmniej jeden in-
tron, co w potaczeniu z odpowiednio krétkim czasem elongacji, minimalizowa-
to mozliwos¢ amplifikacji niepozadanych sekwencji pochodzenia genomowego.
Skutecznos¢ DNAzowania, a tym samym eliminacji zanieczyszczeri DNA genomo-
wym zostata potwierdzona poprzez reakcje rt-PCR na materiale, na ktérym nie
przeprowadzono reakcji odwrotnej transkrypcji (kontrola negatywna). Wszyst-
kie préby RNA przed przeprowadzeniem reakcji odwrotnej transkrypcji zostaty
przetestowane na obecnos$¢ takich zanieczyszczen i byty wystarczajgco czyste
(mniej niz jedna kopia genu referencyjnego na reakcje po podstawieniu punktu
przeciecia [crossing point (Cp)] do krzywej standardowej lub nie wykryto w nich
zanieczyszczen w ogole). Sondy, ktérymi postuzono sie w doswiadczeniach zosta-
ty zaprojektowane we wtasnym zakresie, na podstawie sekwencji bazowych do-
stepnych w zasobach swiatowych baz danych GeneBank i Ensembl lub pozyskane
z internetowej bazy danych starteréw http://www.rtprimerdb.org/ (Tabela IV).
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Reakcje rt-PCR optymalizowano, dostosowujgc parametry amplifikacji i sktad
mieszaniny reakcyjnej do mozliwie najlepszego poziomu. Wielko$¢ produktu ocenia-
no na podstawie elektroforezy w zelu agarozowym z barwnikiem SYBR Safe (Rycina
1.). Reakcje uznawano za zoptymalizowang, jezeli uzyskano pojedynczy, wyrazny i co
najwazniejsze prazek o odpowiedniej dtugosci na zelu elektroforetycznym, a takze
jezeli analiza temperatury topnienia amplikonu po reakcji rt-PCR wskazywata na po-
jedynczy i jednorodny produkt amplifikacji. llosciowego okreslenia liczby kopii bada-
nych transkryptéw dokonano na podstawie krzywej standardowej sporzgdzonej dla
préb syntetycznego DNA o znanych stezeniach (Rycina 2.). Uzyskane wyniki zostaty
wyrazone w liczbie kopii w przeliczeniu na milion kopii transkryptu genu dehydroge-
nazy gliceraldehydo-3-fosforanowej (GAPDH) jako genu referencyjnego, z grupy ge-
néw podstawowego metabolizmu komdrkowego (housekeeping gene). Skutecznos¢
wykorzystania wtasnie tego genu jako genu referencyjnego, w przypadku opisywa-
nych badan, znajduje uzasadnienie w pisSmiennictwie [36].

Tabela IV. Startery zastosowane w badaniu

Sekwencja Dtugosc
Nazwa o J amplikonu |  Zrédto lub sekwencja bazowa
[pz]
GAPDH-F | CTGCACCACCAACTGCTTAG Ensembl: ENST00000229239
105 Glyceraldehyde-3-phosphate
GAPDH-R | TTCTGGGTGGCAGTGATG
dehydrogenase
IL17A-F | CTCATTGGTGTCACTGCTACTG http://www.rtprimerdb.org/
78 ) ’ )
IL17A-R | CCTGGATTTCGTGGGATTGTG /assay_report.php?assay_id=7754
IL23-R CTATCAGGGAGCAGAGAAGG /assay_report.php?assay_id=7758
TGFB1-F | GTGACAGCAGGGATAACACACTG 81 http://www.rtprimerdb.org/
TGFB1-R | CATGAATGGTGGCCAGGTC /assay_report.php?assay_id=1005
IL1B-R TTGGGATCTACACTCTCCAGC /assay_report.php?assay_id=3054
HGF-F TGCCTCTGGTTCCCCTTCAATAGCA NM_000601.4 Homo sapiens
174 hepatocyte growth factor
HGF-R ACTCCAGGGCTGACATTTGATGCC (hepapoietin A; scatter factor)
(HGF)
VEGFA-F | CCATGCCAAGTGGTCCCAGGC NM_001025370.2 Homo sapiens
106 vascular endothelial growth factor
VEGFA-R | TGGATGGCAGTAGCTGCGCTG A (VEGFA)
bFGF-F GTGTGTGCTAACCGTTACCT Pattyn F., Speleman F., De Paepe
A.iwsp. RTPrimerDB: the Real-
bFGF-R | GCTCTTAGCAGACATTGGAAG 237 | -Time PCR primer and probe
database. Nucleic Acids Research
2003;31:122-3 (233)
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1000 pz

718 pz

Rycina 1. Rozdziat elektroforetyczny produktu PCR dla genu IL-17A (1 — produkt PCR dla

IL-17A, 2 — wzorzec dtugosci fragmentow DNA GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder, 50-1000 bp,
Fermentas, Kanada).
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46



3.3.5. Badanie ekspresji genéw IL-17A, IL-23, IL-13, TGFB1, HGF,
VEGF-A, bFGF w skdrze metodgq reakcji tancuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym

Izolacje catkowitego komdrkowego RNA z biopsji skory przeprowadzono po-
przez homogenizacje gteboko mrozonych prébek w odczynniku TriPure (Roche
Applied Science). Ze wzgledu na obecnos¢ duzej ilosci zanieczyszczen, przepro-
wadzono podwdjng ekstrakcje fenolem i chloroformem, przedzielong przemywa-
niem izopropanolem i 75-procentowym etanolem. Dodatkowo, wszystkie prepa-
raty poddano trawieniu rekombinowang DNAz3 I. Kolejne etapy oceny ekspresji
byty identyczne jak w przypadku materiatu pobranego z PBMC.

3.3.6. Ocena przeciwciat przeciwjgdrowych

Badanie miana ANA metodg immunofluorescencji posredniej na substracie
komodrek nowotworowych raka krtani HEp-2 i watroby matpiej wykonano z za-
stosowaniem komercyjnie dostepnego zestawu (Euroimmun, Lubeka, Niemcy).
Do oceny swoistosci przeciwciat zastosowano test paskowy typu blot — Euroline
ANA Profile 3 (Euroimmun, Lubeka, Niemcy).

3.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano wedtug metod i procedur opisanych przez
Stanisza [265]. Opracowanie statystyczne przeprowadzono za pomocg pakietu
statystycznego Statistica 9.1 (Statsoft) w Katedrze i Zaktadzie Informatyki i Sta-
tystyki Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
W celu opisu zmiennosSci w obrebie grupy badanej, jej podgrup i grup kontro-
Inych wyznaczono odpowiednie statystyki opisowe: $rednig i odchylenie stan-
dardowe [standard deviation (SD)] dla wieku i dtugosci trwania choroby oraz,
z uwagi na niespetnienie zatozenia o zgodnosci z rozktadem normalnym, mediane
i wartosci minimalne i maksymalne dla pozostatych analizowanych zmiennych.
Do oceny istotnosci réznic pomiedzy grupg badang i odpowiednimi kontrolnymi
zastosowano test U Manna-Whitney’a. Do oceny istotnosci réznic w rozktadach
wartosci zmiennych w poszczegdlnych podtypach choroby uzyto testu ANOVA
Kruskala-Wallisa. Do opisu zaleznosci pomiedzy LoSSI, dtugoscia trwania choro-
by a rozwazanymi zmiennymi, zaréwno w podgrupach, jak i catej grupie badanej
oraz zaleznosci pomiedzy poszczegdlnymi cytokinami u danego chorego wyko-
rzystano korelacje porzadku rang Spearmana. Wyniki byty oceniane jako istotne
statystycznie przy p < 0,05. Do prezentacji graficznej zaproponowano wykresy
skrzynkowe.
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4. Wyniki

4.1. Badanie podmiotowe i przedmiotowe

Wyniki badania podmiotowego chorych na morfee wyrazone za pomoca
LoSSI oraz dane dotyczace aktywnosci choroby i dtugosci jej trwania przedsta-
wiono w tabeli V. W tabeli VI przedstawiono te same dane dla grupy chorych na
morfee, od ktdrych pobrano wycinki skdry. Nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy
LoSSI a dtugoscia trwania choroby.

Wspdtistniejgcg z morfeg chorobe autoimmunizacyjng obserwowano u 6 cho-
rych i byly to: w 3 — przypadkach bielactwo, w 2 — zapalenie tarczycy typu Hashi-
moto, w 1 —tysienie plackowate i w 1 — stwardnienie rozsiane, przy czym u jednego
chorego stwierdzono 2 choroby autoimmunizacyjne — bielactwo i zapalenie tarczycy
typu Hashimoto. U chorych tych rozpoznano: u 3 — GM, u 2 — MEP i u 1 — morfee
z towarzyszgcymi wykwitami LS. Choroby autoimmunizacyjne u krewnych podawato
6 chorych na morfee, przy czym u 2 z nich choroby wystepowaty u kilkorga z krew-
nych. W 4 przypadkach byli to krewni 1. stopnia i w 2 — 2. stopnia. Byty to: bielactwo
(3 osoby), reumatoidalne zapalenie stawdw (2 osoby), tuszczyca (2 osoby), stward-
nienie rozsiane (1 osoba). Dolegliwosci bélowe stawdw podawato 7 chorych z grupy
badanej, z tego u 4 rozpoznano GM, u 2 —LMiu 1—DM. U zadnego z wymienionych
chorych nie obserwowano wspétistniejgcej choroby autoimmunizacyjnej.

Tabela V. LoSSI, aktywnos¢ choroby, dtugosé trwania choroby w grupie badanej

Podtypy morfei
Morfea
MEP GM LM DM +LS

Liczba n 50 20 15 7 2 6
chorych % 100 40 30 14 4 12
Dlugos¢ | Srednia | g g 3,4 3,7 143 | 30 8,3
trwania (lata)
choroby SD 8,0 4,5 3,0 17,3 2,8 7,3

Mediana 9 4 14 10 38 -
LoSSI

Min.-max 2-65 2-10 10-36 6-59 11-65 -
Choroba aktywna/
nieaktywna 32/18 10/10 13/2 4/3 2/0 3/3

MEP — postac plackowata morfei, GM — postac¢ uogdlniona morfei, LM — posta¢ linijna morfei,
DM — postac gteboka morfei, +LS — morfea ze wspdtistniejgcymi ogniskami liszaja twardzino-
wego, n — liczba chorych, SD — odchylenie standardowe, LoSSI — wskaznik rozlegtosci, nasile-
nia i aktywnosci zmian skornych w morfei wg Arkachaisriego i wsp. [14]. W grupie ze wspot-
istniejgcymi wykwitami liszaja twardzinowego nie oceniano LoSSI — wyjasnienie w tekscie.
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Tabela VI. LoSSI, aktywnosc¢ choroby, dtugosé¢ trwania choroby w grupie chorych na mor-
fee, od ktdérych pobrano wycinki skory

Podtypy morfei
Morfea
MEP GM LM DM +LS
Liczba n 36 13 11 6 2 4
chorych % 100 36 31 17 6 11
Diugos¢ | Srednia 5 400 | 2,64 8,67 3,00 10,00
trwania (lata)
choroby SD 6,3 5,24 2,42 9,69 2,83 8,83
oSS Mediana 10 5 13 12 38 -
(0]

Min-max | 2-65 2-10 | 10-36 6-59 11-65 -
Choroba aktywna/
nieaktywna 24/12 8/5 9/2 3/3 2/0 2/2

MEP — postac plackowata morfei, GM — posta¢ uogdlniona morfei, LM — postac linijna
morfei, DM — postac gteboka morfei, +LS — morfea ze wspétistniejgcymi ogniskami liszaja
twardzinowego, n — liczba chorych, SD — odchylenie standardowe, LoSSI — wskaznik roz-
legtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skdrnych w morfei wg Arkachaisriego i wsp. [14].
W grupie ze wspdtistniejgcymi wykwitami liszaja twardzinowego nie oceniano LoSSI —
wyjasnienie w tekscie.

4.2. Ekspresja genu IL-17A w komdrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej, jej osoczowe stezenie oraz ekspresja jej genu
w skorze chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu IL-17A w PBMC na milion kopii GAPDH, osoczo-
wego stezenia IL-17A (pg/ml) oraz ekspres;ji jej genu w skdrze na milion kopii GAPDH
w catej grupie badanej oraz w poszczegdlnych podgrupach przestawiono w tabeli VII.
Z uwagi na nieparametryczny rozktad danych postuzono sie mediang i wartosciami
minimalnymi i maksymalnymi. Wykazano istotnie wyzszg ekspresje IL-17A w PBMC
w catej grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p = 0,027)
(Rycina 3.). Nie wykazano znamiennej réznicy w osoczowym stezeniu badanej cytokiny
w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej (Rycina 4.). Wykazano istotnie nizszg ekspre-
sje jej genu w skdrze chorych na morfee w odniesieniu do grupy kontrolnej (p = 0,027)
(Rycina 5.). Analizujgc podgrupy morfei wykazano znamienne statystycznie rdznice
w poziomach ekspresji IL-17A w PBMC badanych chorych (p = 0,02) oraz w jej osoczo-
wym stezeniu (p = 0,007), ale nie w poziomie ekspresji w skdrze. Stwierdzono ujemng
korelacje pomiedzy ekspresjg IL-17A w skdrze, a LoSSI (p =-0,04), ale nie wykazano ko-
relacji pomiedzy ekspresjg IL-17A w PBMC bad? jej osoczowym stezeniem a omawia-
nym wskaznikiem. Ani ekspresja IL-17A w PBMC czy skorze, ani osoczowe jej stezenie
nie korelowaty natomiast z aktywnoscig choroby i dtugoscig jej trwania.
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Tabela VII. Ekspresja genu IL-17A w PBMC, jej stezenie osoczowe i ekspresja w skorze
w grupie badanej i kontrolnej

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresia | Mediana | 2434,9 | 2922,9 | 25240 | 24349 | 4970,6 | 761,0 | 1906,0
(Wn:an,\l/Illgn Min. 6260 | 1161,3 | 11342 | 1524,0 | 3779,3 | 626,0 | 701,9
kopi Max | 108955 | 108955 | 4706,0 | 31092 | 6161,9 | 43558 | 7540,1
GAPDH) n 49 20 14 7 2 6 47
Mediana 9,9 10,2 10,4 11,4 13,1 0,0 10,4
Stezenie [y 0,0 0,0 7,9 5,9 9,9 0,0 45
osoczowe
(og/rml) Max 40,0 25,3 40,0 183 | 163 2,1 103,7
n 49 20 14 7 2 6 47
Ekspresia | Mediana | 92247 | 127434 | 128112 | 68159 | 19102,7 | 103260 | 191129
wskorze | jin, 00 | 21488 | 00 |22003 | 61181 | 4033,6 | 6907,1
f(’;iri“"'on Max | 28990830 | 795337 | 28990830 | 302562 | 320872 | 326061 | 2232836
GAPDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC — komérki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — mor-
fea uogdlniona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspdtist-
niejgcymi ogniskami liszaja twardzinowego, Min. — warto$¢ minimalna, Max — wartos¢
maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Rycina 3. Ekspresja genu IL-17A w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolne;j.

50



120

80

60

[pg/ml]

40 S

20

morfea zdrowa kontrolna

O Mediana

[ 25%-75%
grupa T Min-Maks
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4.3. Ekspresja genu IL-23 w komodrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej, jej osoczowe stezenie oraz ekspresja jej genu
w skorze chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu IL-23 w PBMC na milion kopii GAPDH, osoczowe-
go stezenia IL-23 (pg/ml) oraz ekspresji jej genu w skdrze na milion kopii GAPDH w catej
grupie badanej oraz w poszczegdlnych podgrupach przestawiono w tabeli VIII. Z uwagi
na nieparametryczny rozktad danych postuzono sie mediang i warto$ciami minimalny-
mi i maksymalnymi. Wykazano istotnie wyzszg ekspresje IL-23 w PBMC w catej grupie
badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005) (Rycina 6.).
Nie wykazano znamiennej réznicy w osoczowym stezeniu badanej cytokiny w porow-
naniu do zdrowej grupy kontrolnej ani w ekspresji jej genu w skérze chorych na morfee
w odniesieniu do grupy kontrolnej. Analizujgc podgrupy morfei, nie wykazano znamien-
nych statystycznie réznic, ani w poziomie ekspres;ji IL-23 w PBMC badanych chorych,
ani w jej osoczowym stezeniu, ani w poziomie ekspresji w skérze. Stwierdzono ujemna
korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem IL-23 a LoSSI (p = -0,04), ale nie wykazano
korelacji pomiedzy ekspresjg IL-23 w PBMC czy skdrze a omawianym wskaznikiem. Na
granicy istotnosci statystycznej prezentowata sie korelacja pomiedzy ekspresjg 1L-23
w skdrze a aktywnoscig choroby (p = 0,05). Nie stwierdzono korelacji pomiedzy eks-
presjg IL-23 w PBMC i osoczowym jej stezeniem a aktywnoscig choroby. Uzyskano na-
tomiast korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem IL-23 a dtugoscig trwania choroby
(p=0,01), ale nie pomiedzy ekspresjg IL-23 w PBMC czy skdrze a omawiang zmienna.

Tabela VIII. Ekspresja genu IL-23 w PBMC, jej stezenie osoczowe i ekspresja w skorze
w grupie badanej i kontrolnej

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresja | Mediana | 4347,6 | 4542,1 | 4680,5 | 3008,7 | 4687,9 | 2604,6 | 807,6
n’]:Bm’\i’l'i%n Min. 5358 | 1350,2 | 719,6 | 10052 | 4543,1 | 5358 | 1059
kopil Max | 41201,9 | 10710,7 | 68430 | 5907,6 | 4832,8 | 41201,9 | 86822
GAPDH) n 49 20 14 7 2 6 47
o Mediana 4,8 5,6 1,4 12,1 7,4 5,8 6,5
Stezenie Min. 0,0 0,0 0,0 4,6 4,6 2,05 0,0
osoczowe
(pg/ml) Max 160,9 | 755 | 137,0 | 160,9 | 10,2 17,8 89,4
n 49 20 14 7 2 6 47
Ekspresja | Mediana | 229,8 | 2284 | 6303 | 3052 | 347 | 113,2 | 427,08
w skérze Min. 0,0 42,0 31,9 9,2 3,1 0,0 7,9
I((’;a i’i“i“on Max | 977060 | 7670 | 977060 | 5165 | 662 | 4286 | 9269
GAppDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — morfea uogdl-
niona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspdtistniejgcymi ogniskami i-
szaja twardzinowego, Min. —warto$¢ minimalna, Max —wartos¢ maksymalna, n —liczebnos¢ grupy.
Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Rycina 6. Ekspresja genu IL-23 w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolne;j.

4.4. Osoczowe stezenie IL-21 u chorych na morfee

Badanie przeprowadzono w grupie 49 chorych na morfee i u 37 oséb zdro-
wych. Wartosci osoczowego stezenia IL-21 wahaty sie od 0,0 do 409 pg/ml (me-
diana 0,0), przy wartosciach uzyskanych w zdrowej grupie kontrolnej wynosza-
cych odpowiednio: 0,0-49,9 pg/ml (mediana 0,0). Rdznica nie byta znamienna
statystycznie. Nie obserwowano tez istotnych statystycznie réznic w stezeniu tej
cytokiny pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami. Stwierdzono natomiast korela-
cje z LoSSI (p = 0,002), ale nie z aktywnoscig czy dtugoscig trwania choroby.

4.5. Ekspresja genu IL-18 w komdrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej, jej osoczowe stezenie oraz ekspresja jej genu
w skdrze chorych na morfee
Uzyskane wartosci ekspresji genu IL-13 w PBMC na milion kopii GAPDH, oso-
czowego stezenia IL-1B (pg/ml) oraz ekspresji jej genu w skorze na milion kopii

GAPDH w catej grupie badanej oraz w poszczegdlnych podgrupach przestawiono
w tabeli IX. Z uwagi na nieparametryczny rozktad danych postuzono sie mediang
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i wartosciami minimalnymi i maksymalnymi. Wykazano istotnie wyzszg ekspre-
sje IL-1B w PBMC w catej grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb
zdrowych (p < 0,000005) (Rycina 7.), a takze wyzsze osoczowe stezenie IL-1
(p = 0,0005) (Rycina 8.). Nie wykazano znamiennej roznicy w ekspresji jej genu
w skérze chorych na morfee w odniesieniu do grupy kontrolnej. Nie obserwo-
wano tez istotnych statystycznie rdznic w ekspresji IL-13 w PBMC, jej stezeniu
osoczowym i ekspresji w skdrze pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami. Nie wy-
kazano korelacji pomiedzy ekspresjg tej cytokiny w PBMC a LoSSI badZ aktyw-
noscig choroby, podobnie jak nie wykazano tych korelacji pomiedzy osoczowym
jej stezeniem i ekspresjg w skorze a badanymi zmiennymi. Wykazano natomiast
odwrotng korelacje pomiedzy jej ekspresjg w skorze a dtugoscig trwania choroby
(p =-0,02), ale nie pomiedzy ekspresjg IL-1B w PBMC badz jej osoczowym steze-
niem a badang zmienna.

Tabela IX. Ekspresja genu IL-18 w PBMC, jej stezenie osoczowe i ekspresja w skorze
w grupie badanej i kontrolnej

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresja | Mediana | 9345,0 | 9912,3 | 8010,9 | 8294,1 | 17326,5 | 81350 | 3441,7
WPBMC | min. | 2581 | 26957 | 3350,6 | 24454 | 5723,2 | 2581 | 233,1
I((”a milion ™o | 36229,5 | 330876 | 20891,0 | 36229,5 | 28929,8 | 11057,7 | 173482
opii
GAPDH) n 49 20 14 7 2 6 47
Mediana | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,5 0,0
Stezenie Min. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
?SO/CZCI’;NG Max 2,1 2,0 1,0 0,3 0,8 2,1 1,6
pPg/m
& n 49 20 14 7 2 6 47
Ekspresja | Mediana | 669,9 | 7281 | 459,6 | 4376 | 3270 | 12382 | 21458
W skérze Min. 0,0 0,0 0,0 301,7 0,0 483,0 0,0
(namilion | __Max | 44050,0 | 5050,0 | 440500 | 1927,2 | 6540 | 2309,1 | 188657
kopii
GAPDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC - jednojgdrzaste komérki krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — mor-
fea uogdlniona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspdtist-
niejgcymi ogniskami liszaja twardzinowego, Min. — warto$¢ minimalna, Max — wartos¢
maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Rycina 7. Ekspresja genu IL-1 w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolne;j.
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Rycina 8. Osoczowe stezenie IL-1p w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej.
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4.6. Ekspresja genu VEGF-A w komorkach jednojadrzastych krwi
obwodowej oraz w skdrze chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu VEGF-A w PBMC na milion kopii GAPDH
oraz ekspresji jego genu w skdrze na milion kopii GAPDH w catej grupie badanej
oraz w poszczegdlnych podgrupach przestawiono w tabeli X. Z uwagi na niepa-
rametryczny rozktad danych postuzono sie mediang i wartosciami minimalnymi
i maksymalnymi. Wykazano istotnie wyzszg ekspresje VEGF-A w PBMC w catej
grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005)
(Rycina 9.) oraz istotnie nizszg ekspresje jej genu w skdrze chorych na morfee
w odniesieniu do grupy kontrolnej (p = 0,000009) (Rycina 10.). Nie obserwowano
istotnych statystycznie réznic w ekspresji VEGF-A w PBMC i w skérze pomiedzy
poszczegdlnymi podgrupami. Zaréwno ekspresja badanej cytokiny w PBMC, jak
i w skorze nie wykazywata korelacji ze zmiennymi, takimi jak LoSSI, aktywnos¢
choroby, dtugos¢ trwania choroby.

Tabela X. Ekspresja genu VEGF-A w PBMC i w skérze w grupie badanej i kontrolnej

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresja | Mediana | 109104 | 11541,1 | 10296,7 | 10920,0 | 10776,5 | 11523,0 | 5257,9
wPBMC | Min. 1953 | 60829 | 51082 | 60313 | 106522 | 1953 | 18259
(k”a,'_“"'°” Max | 220190 | 17789,8 | 17308,0 | 12868,0 | 10900,8 | 22012,0 | 15027,9
opii
GAPDH) n 48 20 13 7 2 6 47
Ekspresja | Mediana | 15179,3 | 98895 | 17091,8 | 136917 | 10360,2 | 20369,7 | 429839
w skorze Min. 0,0 0,0 24886 | 24645 | 102532 | 12800,0 | 20350,9
I((”a[“"'on Max | 2616580 | 261658,0 | 37815,0 | 23347,1 | 10467,3 | 37922,1 | 171044,8
opii
GAPDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC — komérki jednojadrzaste krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — mor-
fea uogdlniona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspdtist-
niejgcymi ogniskami liszaja twardzinowego, Min. — warto$¢ minimalna, Max — wartos¢
maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Rycina 9. Ekspresja genu VEGF-A w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej.
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Rycina 10. Ekspresja genu VEGF-A w skdrze w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolnej.
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4.7. Ekspresja genu bFGF w komorkach jednojadrzastych krwi
obwodowej chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu bFGF w PBMC na milion kopii GAPDH wa-
haty sie od 0,0 do 8372,0 pg/ml (mediana 1127,5), przy wartosciach uzyskanych
w zdrowej grupie kontrolnej wynoszgcych odpowiednio: 0,0-2342,4 pg/ml (me-
diana 40,8). Rdznica ta byta znamienna statystycznie (p < 0,000005) (Rycina 11.).
Nie obserwowano natomiast istotnych statystycznie réznic w stezeniu tej cyto-
kiny pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami. Nie wykazano korelacji pomiedzy
ekspresja tej cytokiny w PBMC a LoSSI czy aktywnoscig choroby. Wykazano na-
tomiast korelacje pomiedzy jej ekspresjg w PBMC a dtugoscig trwania choroby
(p = 0,004). Badanie przeprowadzono na grupie 49 chorych na morfee i 47 zdro-
wych z grupy kontrolnej.
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Rycina 11. Ekspresja genu bFGF w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolne;j.
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4.8. Ekspresja genu HGF w komorkach jednojadrzastych krwi
obwodowej oraz w skdrze chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu HGF w PBMC na milion kopii GAPDH oraz
ekspresji jego genu w skoérze na milion kopii GAPDH w catej grupie badanej oraz
w poszczegdlnych podgrupach przestawiono w tabeli XI. Z uwagi na nieparame-
tryczny rozktad danych postuzono sie mediang i wartosciami minimalnymi i mak-
symalnymi. Wykazano istotnie wyzszg ekspresje HGF w PBMC w catej grupie ba-
danej w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005) (Rycina
12.). Nie wykazano rdznicy pomiedzy jego ekspresjg w skérze chorych na morfee
a ekspresjg w grupie kontrolnej. Nie obserwowano istotnych statystycznie réznic
w ekspresji HGF w PBMC i w skérze pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami. Wy-
kazano odwrotng korelacje pomiedzy ekspresjg HGF w skdrze a LoSSI (p =-0,03),
ale nie stwierdzono zaleznosci pomiedzy ekspresjg HGF w PBMC a LoSSI. Zarow-
no ekspresja badanej cytokiny w PBMC, jak i w skdrze nie wykazywata korelacji
ze zmiennymi, takimi jak aktywnos¢ choroby czy dtugosé trwania choroby.

Tabela XI. Ekspresja genu HGF w PBMC i w skorze w grupie badanej, kontrolnej i podgru-
pach badanych

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresja | Mediana | 169935 | 173244 | 198855 | 161739 | 19391,9 | 150510 | 68362
WPBMC | Min. 8459 | 71889 | 75758 | 72324 | 167102 | 8459 | 10389
(kr;i)i?"“m Max | 1682692 | 30599,1 | 365240 | 246097 | 220736 | 1682692 | 29224,8
GAPDH) n 49 20 14 7 2 6 47
Ekspresja | Mediana | 30883 | 31675 | 36896 | 16419 | 43352 | 29752 | 363433
wskérze | Min. 534 | 10112 | 534 | 6746 | 22991 | 21600 | 19649

|(< namilion | vax | 291288 | 184715 | 201280 | 35434 | 63713 | 31758 | 111940
opii
GAPDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC — jednojadrzaste komorki krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — mor-
fea uogdlniona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspdtist-
niejgcymi ogniskami liszaja twardzinowego, Min. — warto$¢ minimalna, Max — wartos¢
maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Rycina 12. Ekspresja genu HGF w PBMC w grupie badanej i w zdrowej grupie kontrolne;j.

4.9. Ekspresja genu TGFB1 w komodrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej oraz w skdrze chorych na morfee

Uzyskane wartosci ekspresji genu TGF1 w PBMC na milion kopii GAPDH
oraz ekspresji jego genu w skdrze na milion kopii GAPDH w catej grupie badanej
oraz w poszczegdlnych podgrupach przestawiono w tabeli XIl. Z uwagi na niepa-
rametryczny rozktad danych postuzono sie mediang i wartosciami minimalnymi
i maksymalnymi. Nie wykazano znamiennych statystycznie rdznic tak w zakresie
ekspresji TGFB1 w PBMC w catej grupie badanej, jak i w zakresie jego ekspresji
w skdrze w odniesieniu do odpowiednich grup kontrolnych. Nie obserwowano
tez istotnych statystycznie réznic w ekspresji TGFB1 w PBMC i w skdérze pomiedzy
poszczegdlnymi podgrupami. Wykazano natomiast stabg odwrotng korelacje po-
miedzy ekspresjg TGFB1 w PBMC a LoSSI (p = -0,047),natomiast ekspresja TGFB1
w skérze byta wprost proporcjonalna do LoSSI (p = 0,01). Zaréwno ekspresja ba-
danej cytokiny w PBMC, jak i w skérze nie wykazywata korelacji ze zmiennymi,
takimi jak aktywnos¢ choroby czy dtugosc trwania choroby.
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Tabela XII. Ekspresja genu TGFB1 w PBMC i w skdrze w grupie badanej, kontrolnej i pod-
grupach badanych

Morfea MEP GM LM DM +LS Kontrola
Ekspresja | Mediana | 221714,3 | 2186739 | 219859,2 | 214869,0 | 297113,1 | 290197,0 | 217452,8
WPBMC | Min. | 320788 [136538,5| 138095,2 |201600,0 | 206266,3 | 32078,8 | 108746,4
(k';?)i?"”b” Max | 706730,8 |574074,1| 3447710 |259007,8 | 387959,9 | 706730,8 | 513292,4
GAPDH) n 49 20 14 7 2 6 47
Ekspresja | Mediana | 267813 | 29502,8 | 27480,9 | 213243 | 28336,1 | 323364 | 32089,6
wskérze | Min. | 95261 | 100669 | 122831 | 95261 | 21651,1 | 15272,7 | 19469,0
(krc‘)api’i“”m” Max |7339450,0 | 77760,0 | 7339450,0 | 28615,7 | 35021,1 | 54117,6 | 832836
GAPDH) n 36 13 11 6 2 4 13

PBMC — jednojgdrzaste komorki krwi obwodowej, MEP — morfea plackowata, GM — mor-
fea uogdlniona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, +LS — morfea ze wspotist-
niejgcymi ogniskami liszaja twardzinowego, Min. — warto$¢ minimalna, Max — wartos¢
maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.

4.10. Zaleznosci pomiedzy IL-17A a wybranymi cytokinami majgcymi
potencjalny wplyw na polaryzacje odpowiedzi immunologicznej
w kierunku Th17 u chorych na morfee

Zmienne poddane analizie z wykorzystaniem korelacji porzagdku rang Spe-
armana: ekspresja IL-17A w PBMC, osoczowe stezenie IL-17A, ekspresja IL-17A
w skérze, ekspresja IL-23 w PBMC, osoczowe stezenie IL-23, ekspresja IL-23
w skorze, osoczowe stezenie IL-21, ekspresja IL-13 w PBMC, osoczowe steze-
nie IL-1B, ekspresja IL-1B w skorze, ekspresja TGFB1 w PBMC, ekspresja TGFB1
w skérze. Wykazano odwrotng korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem
IL-17A a ekspresjg IL-1B w PBMC (p = -0,03), pomiedzy osoczowym stezeniem
IL-17A a ekspresjg IL-18 w skorze (p = -0,007) oraz pomiedzy ekspresjg IL-17A
i ekspresjg IL-1B w skdrze (p = -0,04). Z drugiej strony wykazano korelacje po-
miedzy ekspresjg IL-17A w skorze a ekspresjg IL-18 w PBMC (p = 0,02) oraz od-
wrotng korelacje pomiedzy ekspresjg IL-1B w PBMCi skérze (p =-0,01). Ekspresja
IL-17A w PBMC korelowata z osoczowym stezeniem IL-23 (p = 0,03) i ekspresja
IL-23 w skérze (p=0,02). Ekspresja IL-23 w skdrze byta z kolei odwrotnie propor-
cjonalna do ekspresji w niej IL-17A (p = -0,03). Osoczowe stezenie IL-23 korelo-
wato réwniez z ekspresjg TGFB1 w PBMC (p = 0,046), ekspresja IL-23 w skoérze,
wykazywata dodatkowo korelacje z osoczowym stezeniem IL-1f (p = 0,01) oraz
z ekspresjg tej ostatniej w skdrze (p = 0,046). Ekspresja IL-23 w PBMC korelowata
z osoczowym stezeniem IL-21 (p = 0,02). Wykazano tez odwrotng korelacje po-
miedzy ekspresjg IL-23 w PBMC a ekspresjg IL-1B w skérze (p = -0,0004).
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4.11. Zaleznosci pomiedzy IL-17A a wybranymi cytokinami
proangiogennymi i zwigzanymi z procesem wtdknienia

Analiza zaleznosci pomiedzy IL-17A a wybranymi cytokinami proangiogennymi
i zwigzanymi z procesem wtdknienia: VEGF-A, HGF, bFGF i TGFB1 wykazata jedynie
korelacje pomiedzy ekspresjg TGFB1 w PBMC a ekspresjg HGF w skoérze (p =0,02) oraz
ujemne korelacje pomiedzy ekspresjg TGFB1 w PBMC a ekspresjg VEGF-A w skérze
(p = -0,03) oraz pomiedzy ekspresjg IL-17A w PBMC a ekspresjg VEGF-A w skorze
(p =-0,047). Ekspresja TGFB1 w PBMC korelowata rdwniez z ekspresjg IL-17A w sko-
rze (p = 0,008). Dodatkowo wykazano korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem
IL-1B a ekspresjg HGF w PBMC (p = 0,03) oraz pomiedzy osoczowym stezeniem IL-21
a ekspresjg HGF w skorze (p = 0,048). Ujemna korelacje zaobserwowano pomiedzy
osoczowym stezeniem IL-23 a ekspresjg bFGF w PBMC (p = -0,04).

4.12. Ocena zaleznosci pomiedzy mianem przeciwciat

przeciwjadrowych a wybranymi danymi laboratoryjnymi
i klinicznymi

ANA, badane technikg immunofluorescencji posredniej na komdrkach no-
wotworowych raka krtani HEp-2 i watroby szczura w mianie > 1/80, wykryto
u 39 z 50 chorych na morfee (78%), a w mianie > 1/160 u 24 z 50 (48%) (Tabela
XlI). W MEP obserwowano je odpowiednio u 80 i 50% badanych, w GM u 78,6
i 35,7%, w LM u 85,7 i 71,4%, w DM w 100% i w grupie chorych na morfee ze
wspotistniejacymi wykwitami LS w 57,11 28,6% badanych. U jednej chorej, u kté-
rej obserwowano pojedyncze ognisko MEP zlokalizowane na skorze przedniej
powierzchni klatki piersiowej, a ktére pojawito sie na rok przed wykonywany-
mi badaniami, stwierdzono miano ANA 1/2560. Doktadna ich charakterystyka
ujawnita przeciwciata przeciwko Scl-70. U chorej obserwowano réwniez objaw
Raynauda, ale nie stwierdzono innych wyktadnikéw SSc zgodnych z kryteriami
ACR. U kolejnej chorej na LM stwierdzono krgzgce ANA w mianie 1/1280, a ich
identyfikacja wykazata przeciwciata przeciwko SS-A i SS-B. Nie stwierdzano zad-
nych wyktadnikéw wspdtistniejgcej choroby autoimmunizacyjnej. U pozostatych
dwadch chorych, u ktérych intensywnos¢ wybarwienia prazkow w tescie opartym
na metodzie immunoblotingu byta juz zdecydowanie stabsza niz w powyzej opisa-
nych przypadkach, zidentyfikowano: u pierwszej osoby przeciwciata przeciwko SS-B,
SS-A, Jo-1, histonom (miano ANA 1/320, rozpoznanie: MEP), u drugie]j przeciwcia-
ta przeciwko AMA-M2 i PCNA (miano ANA 1/320, rozpoznanie DM). Takze u tych
0sb6b nie obserwowano innych cech choroby autoimmunizacyjnej, niz te rozpo-
znane jako objawy morfei. Chorzy pozostajg w obserwacji Poradni Przyklinicznej

Katedry i Kliniki Dermatologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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Analiza statystyczna nie ujawnita znamiennych zaleznosci pomiedzy mianem
ANA a ekspresjg gendw badanych cytokin w PBMC, ich stezeniem osoczowym czy
ekspresjg w skérze. Podobnie jak nie wykazano istotnosci przy ocenie zaleznosci
pomiedzy mianem ANA a LoSSlI, dtugoscig trwania choroby czy jej aktywnoscia.

Tabela XlIl. ANA u chorych na morfee

Miano Morfea MEP GM LM DM M+LS
ANA (n=50) (n=20) (n=14) (n=7) (n=2) (n=7)
0 11 4 3 1 0 3
1/80 15 6 6 1 0 2
1/160 9 4 2 1 1 1
1/320 7 5 0 1 1 0
1/640 4 0 2 1 0 1
1/1280 3 0 1 2 0 0
1/2560 1 1 0 0 0 0

ANA - przeciwciata przeciwjgdrowe, MEP — morfea plackowata, GM — morfea uogdl-
niona, LM — morfea linijna, DM — morfea gteboka, M+LS — morfea ze wspodtistniejgcymi
wykwitami liszaja twardzinowego, n — liczba badanych

4.13. Ocena ekspresji gendw IL-17A, IL-23, IL-13, VEGF-A, bFGF,
HGF i TGFB1 oraz stezenia osoczowego IL-17A, IL-21, IL-23
i IL-1B u chorych na morfee w poréwnaniu z chorymi
na postac ograniczong twardziny uktadowej

Uzyskane wartosci ekspresji gendéw poszczegdlnych badanych cytokin w PBMC na
milion kopii GAPDH i ich osoczowego stezenia w grupie chorych na morfeg, ISSciw gru-
pie kontrolnej przestawiono w tabelach XIV i XV. Z uwagi na nieparametryczny rozkfad
danych postuzono sie mediang i wartosciami minimalnymi i maksymalnymi. Analiza sta-
tystyczna danych uzyskanych od chorych na ISSc w odniesieniu do zdrowej grupy kon-
trolnej wykazata: istotnie nizszg ekspresje IL-17A w PBMC oraz jej osoczowe stezenie
w grupie ISSc (odpowiednio: p = 0,00001 i p = 0,005) (Ryciny 13. i 14.); istotnie wyzszg
ekspresje IL-23 w PBMC ISSc (p = 0,009) (Rycina 15.), ale brak roznicy w odniesieniu
do jej stezenia osoczowego; istotnie wyzszg ekspresje IL-13 w PBMC oraz jej osoczowe
stezenie w grupie ISSc (odpowiednio: p = 0,005 i p =0,000004) (Ryciny 16. i 17.); istotnie
wyzsze osoczowe stezenie IL-21 w grupie ISSc (p = 0,0003) (Rycina 18.); istotnie wyz-
sz ekspresje VEGF-A, HGF i bFGF w PBMC w grupie ISSc (odpowiednio: p = 0,00004,
p = 0,0003 i p = 0,00001) (Ryciny 19., 20., 21.). Nie stwierdzono znamiennych réznic
w poziomach ekspresji TGF1 w PBMC chorych na ISSc i zdrowej grupy kontrolnej.
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Tabela XIV. Ekspresja genow poszczegdlnych cytokin w PBMC na milion kopii GAPDH
w grupie chorych na morfee, ISSc i w zdrowej grupie kontrolnej

Morfea ISSc Kontrola
Mediana 2434,9 819,6 1906,0
IL-17A Min. 626,0 321,9 701,9
Max 10895,5 2306,3 7540,1
n 49 15 47
Mediana 4347,6 2135,9 807,6
IL-23 Min. 535,8 530,7 105,9
Max 41201,9 5764,3 8682,2
n 49 15 47
Mediana 9345,0 8267,3 3441,7
IL-1p Min. 258,1 2418,8 233,1
Max 36229,5 13350,5 17348,2
n 49 15 47
Mediana 10910,4 9441,7 5257,9
VEGFA Min. 195,3 4386,3 1825,9
Max 22019,0 15258,6 15027,9
n 48 15 47
Mediana 1127,5 948,1 40,8
bEGE Min. 0,0 96,8 0,0
Max 8372,0 4359,0 2342,4
n 49 15 47
Mediana 16993,5 15151,5 6836,2
Min. 845,9 5956,7 1038,9
HeF Max 168269,2 326429 29224,8
n 49 15 47
Mediana 221714,3 280519,5 217452,8
Min. 32078,8 132489,5 108746,4
TGFR1 Max 706730,8 390086,2 513292,4
n 49 15 47

ISSc — postac¢ ograniczona twardziny uktadowej, Min. — wartos¢ minimalna, Max — war-
tos¢ maksymalna, n — liczebnos¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.
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Morfea ISSc Kontrola
Mediana 9,9 2,1 10,4
Min. 0,0 0,0 4,5
IL-17A
Max 40,0 34,9 103,7
n 49 14 47
Mediana 4,8 5,5 6,5
IL-23 Min. 0,0 0,7 0,0
Max 160,9 36,9 89,4
n 49 14 47
Mediana 0,0 39,0 0,0
Min. 0,0 0,0 0,0
IL-21
Max 409,0 798,5 49,9
n 49 14 37
Mediana 0,0 0,4 0,0
Min. 0,0 0,0 0,0
IL-1B Max 2,1 3,1 1,6
n 49 14 47
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Tabela XV. Osoczowe stezenie (pg/ml) poszczegdinych cytokin w grupie chorych na mor-
fee, ISSc i w zdrowej grupie kontrolnej

ISSc — postac ograniczona twardziny uktadowej, Min. — wartos¢ minimalna, Max — war-
to$¢ maksymalna, n — liczebnosc¢ grupy. Opis tabeli zawarto w tekscie.

grupa T Min-Maks

Rycina 13. Ekspresja genu IL-17 w PBMC w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie
kontrolne;j.

65



[pg/ml]

120

100

80 |

60

40!

20

-20

——

:

zdrowa kontrolna

grupa

ISSc

0 Mediana
[ 25%-75%
T Min-Maks

Rycina 14. Osoczowe stezenie IL-17A w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie kontrolne;.
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Rycina 15. Ekspresja genu IL-23 w PBMC w grupie chorych na ISSc

kontrolne;j.
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Rycina 16. Ekspresja genu IL-1 w PBMC w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie

kontrolne;j.
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Rycina 17. Osoczowe stezenie IL-1B w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie kontrolne;.
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Rycina 18. Osoczowe stezenie IL-21 w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie kontrolnej.
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Rycina 19. Ekspresja genu VEGF-A w PBMC w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie
kontrolnej.
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Rycina 20. Ekspresja genu HGF w PBMC w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie
kontrolne;j.
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Rycina 21. Ekspresja genu bFGF w PBMC w grupie chorych na ISSc i w zdrowej grupie
kontrolnej.
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Analiza statystyczna danych uzyskanych od chorych na ISSc w odniesieniu do
chorych na morfee wykazata: istotnie nizszg ekspresje IL-17A w PBMC w grupie
ISSc (p = 0,000001) (Rycina 22.) i nizsze jej stezenie osoczowe, chot zaleznos¢ ta
pozostawata na granicy istotnosci statystycznej (p = 0,05); istotnie nizszg eks-
presje IL-23 w PBMC ISSc (p = 0,02) (Rycina 23.), ale brak réznicy w jej stezeniu
osoczowym pomiedzy oboma badanymi grupami; istotnie wyzsze osoczowe ste-
zenie IL-1B i IL-21 w grupie ISSc (odpowiednio p = 0,03 i p = 0,0009) (Ryciny 24.
i 25.). Nie stwierdzono znamiennych réznic w poziomach ekspres;ji IL-13, TGFB1,
HGF, VEGF-A, bFGF w PBMC chorych na ISSc i chorych na morfee.
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Rycina 22. Ekspresja genu IL-17A w PBMC w grupie chorych na ISSc i w grupie chorych
na morfee.
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Rycina 23. Ekspresja genu IL-23 w PBMC w grupie chorych na ISSc i w grupie chorych na
morfee.
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Rycina 24. Osoczowe stezenie IL-1B w grupie chorych na ISSc i w grupie chorych na morfee.
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Rycina 25. Osoczowe stezenie IL-21 w grupie chorych na ISSc i w grupie chorych na morfee.
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5. Dyskusja

5.1. Wybrane cytokiny odpowiedzi Th17 w morfei

W ostatnich latach znaczenie Th17 sugerowano w wielu chorobach autoim-
munizacyjnych u ludzi, m.in. w: stwardnieniu rozsianym, tuszczycy, reumatoidal-
nym zapaleniu stawdw, cukrzycy typu I, autoimmunizacyjnym zapaleniu naczyn,
zapaleniu tarczycy typu Hashimoto, autoimmunizacyjnym zapaleniu watroby,
matoptytkowosci o podtozu autoimmunizacyjnym, zapalnych chorobach jelit, se-
ronegatywnych spondyloartropatiach, SLE, SSc [10, 91, 101, 154, 192, 196, 230,
242, 256]. Myszy pozbawione IL-17 rozwijajg jedynie stabe objawy doswiadczal-
nie wzbudzanego zapalenia stawdw, a petnoobjawowg chorobe znoszg przeciw-
ciata przeciwko IL-17R [224]. Objawy eksperymentalnie wzbudzanego zapalenia
mozgu i rdzenia kregowego sg tagodzone lub znoszone przez podanie przeciwciat
przeciwko IL-17, rozpuszczalnego IL-17R lub neutralizacje osteopontyny [224].
Blokowanie IL-17R w mysim modelu zapalenia jelita grubego znaczgco ostabiato
migracje neutrofili do ogniska [320]. Doktadny mechanizm zaleznosci chordb au-
toimmunizacyjnych od limfocytéw Th17 nie jest jednak do konca jasny. Ostatnio
wykazano, ze zaréwno eksperymentalnie wzbudzane zapalenie mdzgu i rdzenia
kregowego, jak i doswiadczalne zapalenie siatkdéwki mogg by¢ mediowane za-
rowno przez limfocyty Th17, jak i Th1 [150, 204]. W kontekscie wczesniej oma-
wianych odmienno$ci miedzygatunkowych nalezy jednak mie¢ na uwadze ogra-
niczong przydatnos$é zwierzecych modeli choréb do badania ich zaleznosci od
Th17 u ludzi.

Jak juz wspomniano, gtdwnymi cytokinami wzbudzajgcymi i wzmacniajgcymi
odpowiedz Th17 u ludzi majg by¢ IL-1B, IL-6, IL-21, IL-23. Szczegdlnie istotna ma
by¢ IL-23, ktéra u ludzi (w odrdznieniu od myszy, gdzie ma jedynie podtrzymywac
zainicjowang wczesniej synteze IL-17) pobudza réwniez prekursory limfocytow
Th17. Wykazano bowiem, ze na powierzchni tych ostatnich obecne sg IL-23R
[7, 55]. Rola TGFp jest mniej jasna [5, 43, 250]. Do tej pory nie badano IL-17,
-21i-23 w grupie chorych na morfee, a istniejg jedynie pojedyncze doniesienia
0 podwyzszonym surowiczym stezeniu IL-1 [9].

W prezentowanych badaniach podjeto sie oceny ekspresji genu IL-17A oraz
wybranych, zwigzanych z nig cytokin w PBMC chorych na morfee, a takze oso-
czowego stezenia tych biatek i ekspresji ich genu w skérze zmienionej. Wyka-
zano istotnie wyzszg ekspresje IL-17A w PBMC chorych na morfee (p = 0,027),
ale nie wykazano zwiekszonej ilosci produktu tego genu w osoczu tych chorych.
Co wiecej obserwowano jednoczesnie znamiennie nizszg ekspresje genu IL-17A
w skdrze zmienionej w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,027). Nie stwier-
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dzono jednak zaleznosci pomiedzy badanymi zmiennymi. Wyniki te dowodzg za-
angazowania IL-17A w patomechanizm tej grupy chordb. Wykazano tez istotne
statystycznie réznice w poziomach ekspresji badanej cytokiny w PBMC i jej oso-
czowego stezenia w poszczegdlnych badanych podgrupach morfei. Obserwowa-
no odwrotng korelacje pomiedzy ekspresjg IL-17A w skorze a LoSSI (p = -0,04),
co moze sugerowac, ze IL-17A dziata gtdwnie lokalnie i ma raczej ochronne niz
destrukcyjne znaczenie w patogenezie morfei. Odmienne wyniki uzyskano na
przyktad w réznych odmianach tocznia, w ktérych stwierdzono zwiekszong licz-
be komédrek IL-17A+ i IL-17F+, zardwno zresztg w obrebie skéry zmienionej, jak
i niezmienionej [272]. By¢ moze warto bytoby zatem ocenié¢ ekspresje IL-17A tak-
ze w skorze zdrowej, otaczajacej ogniska morfei. Co wydaje sie jednak ciekawe
i znamienne, nie wykazano zaleznosci pomiedzy ekspresjg genu badanej cyto-
kiny w PBMC, skérze czy jej osoczowym stezeniu a aktywnoscig procesu oraz,
co juz wspomniano, dtugoscig trwania choroby. Nie stwierdzono tez zaleznosci
pomiedzy tg ostatnig zmienng a LoSSI. Mozna zatem domniemywac, ze IL-17A
nie odgrywa szczegolnej roli w poczgtkowych, zapalnych fazach choroby. Pozo-
stawatoby to w zgodzie z wynikami badan, wedtug ktérych glikokortykosteroidy,
pomimo swojego znanego potencjatu przeciwzapalnego, nie wptywajg na eks-
presje gendw czy surowicze stezenie IL-17 badz 23 [154, 196, 283]. Dla kontrastu
sugerowano, ze w SSc limfocyty Th17 majg znaczenie gtéwnie w poczatkowych
stadiach choroby [81, 145, 154, 203]. Nalezy podkresli¢, ze pozostaje aspekt,
ktéry nie zostat poddany analizie w prezentowanym badaniu, a jest to poziom
ekspresji receptorow, ktére sg oczywistym, istotnym elementem w odpowie-
dzi komérek na cytokiny. Namyst, ktéry nie wykazat zwiekszonej ekspres;ji IL-17
w PBMC chorych na SSc, obserwowat zwiekszong ekspresje jej receptora w tych
komarkach [212]. Z kolei Nakashima i wsp. [209] stwierdzili obnizong ekspresje
IL-17R w hodowli fibroblastéw SSc.

Interleukina-23, wytwarzana przez komorki dendrytyczne i makrofagi, jest
heterodimerem zbudowanym z podjednostek p19 i p40. Podjednostki te ko-
dowane sg przez geny zlokalizowane odpowiednio na chromosomach 12 i 11.
Podjednostka p40 wystepuje rowniez w IL-12, natomiast podjednostka p19 ma
sekwencje homologiczne do IL-6, G-CSF i podjednostki p35 IL-12 [55, 88]. Wyka-
zano, ze myszy pozbawione podjednostki p40 wykazywaty tagodne objawy cho-
roby autoimmunizacyjnej, natomiast peten obraz choroby rozwijaty te pozba-
wione podjednostki p35, co sugeruje, ze to IL-23, a nie IL-12 odgrywa istotniejszg
role w patomechanizmie chordb autoimmunizacyjnych. Blokowanie IL-23 skut-
kowato zmniejszeniem produkgcji IL-17 i IL-6 i hamowato rozwéj doswiadczalnie
wzbudzanego zapalenia jelita grubego u myszy [313]. Jednoczesnie dowiedziono
skutecznosci przeciwciat przeciwko podjednostce p40 w leczeniu choroby Croh-
na, w stwardnieniu rozsianym i tuszczycy [228, 284]. Sugeruje sie, ze poza wy-
mienionymi powyzej, IL-23 zaangazowana jest takze w patogeneze reumatoidal-
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nego zapalenia stawdw, choroby trzewnej, alergicznego kontaktowego zapalenia
skory, SLE, SSc [6, 55, 145, 196, 242, 272]. Co ciekawe, Mok i wsp., ktorzy nie wy-
kazali podwyzszonego surowiczego stezenia tej cytokiny u chorych na SLE, stwier-
dzili jednoczesnie znamiennie wyzsze jej wartosci w grupie ze wspdtistniejgcymi
zmianami skdrnymi [196]. W szczegdlnych postaciach SSc (z krgzgcymi przeciw-
ciatami przeciwko Scl-70) oraz w zapalnych chorobach jelit i w tuszczycy wykaza-
no zwigzek z polimorfizmem genu IL-23R [6]. Pobudzenie IL-23R wzmaga synteze
IL-1B, TNFa i IL-17 [55]. Potencjalne znaczenie IL-23 w chorobach przebiegajgcych
z wtéknieniem podkresla fakt, ze in vitro transkrypcja podjednostki p40 hamowana
jest przez IL-10, ktéra powszechnie postrzegana jest jako cytokina antyfibrotyczna
[321]. Ale chociaz IL-23 wydaje sie by¢, zwtaszcza u ludzi, gtébwng cytoking stymu-
lujgcg odpowiedz Th17 [7, 55], to nie zawsze jej patogenny wptyw wynika¢ ma
wytgcznie z wzbudzania syntezy IL-17. Sugeruje sie na przyktad, ze indukcja akan-
tozy w tuszczycy przez IL-23 mediowana jest raczej przez TNFa, a nie IL-17 [284].
Z kolei makrofagi jelitowe CD14+ w chorobie Crohna stymulowane IL-23 produkujg
IFNy [133]. Kolejnym mechanizmem, ktéry moze nie by¢ zwigzany z dziataniem
IL-23 mediowanym przez IL-17, jest hamowanie réznicowania sie limfocytow T reg.
Wykazano bowiem, ze blokowanie IL-23 powoduje zwiekszenie liczby limfocytéw
T reg w jelicie w przebiegu chordb zapalnych [204].

W prezentowanych badaniach ekspresja genu IL-23 w PBMC u chorych na
morfee byta istotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej (p < 0,000005). Nie wykaza-
no jednak réznicy w osoczowym stezeniu i ekspresji jej genu w skorze w poréw-
naniu do grup kontrolnych. Stwierdzono natomiast ujemng korelacje pomiedzy
osoczowym stezeniem IL-23 a LoSSI (p =-0,04). Moze to posrednio dowodzi¢, ze
nie tylko wyzsze stezenie I1L-23, ale takze wzbudzenie odpowiedzi mediowanej
przez IL-17A zwigzane jest z tagodniejszym przebiegiem choroby. Pozostaje to
ponadto w zgodzie z wczesniej przedstawionymi wynikami, wedtug ktérych ni-
ska ekspresja genu IL-17A w skérze koreluje z wyzszymi wartosSciami wskaznika
LoSSI. O tym, ze efektem dziatania IL-23 jest wzbudzanie IL-17A $wiadczy¢ z kolei
moze wprost proporcjonalna zaleznosé¢, jakg obserwowano pomiedzy osoczo-
wym stezeniem IL-23 a ekspresjg IL-17A w PBMC (p = 0,03). Sugerowano, ze
w SSc szczegdlnie wysokie stezenie IL-23 ma by¢ zwigzane z wczesnymi fazami
choroby [145]. W prezentowanych badaniach stwierdzono natomiast korelacje
osoczowego stezenia IL-23 z dtugoscig trwania procesu (p = 0,01), a wzigwszy
pod uwage wspomniang juz odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ miedzy oso-
czowym stezeniem IL-23 a LoSSI, zjawisko to mozna by ttumaczy¢ naturalng
sktonnoscig morfei do samoograniczajgcego sie przebiegu. Oznaczatoby to, ze
jednym z mechanizmdw sprzyjajacych poprawie w zakresie sklerotycznej blaszki
jest wzbudzenie odpowiedzi mediowanej przez IL-23 i IL-17A.

Sklonowana w 2000 roku IL-21, nalezgca do rodziny IL-2, jest prozapalng
cytoking wzmagajacg roznicowanie limfocytéw w kierunku Th17, proliferacje
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i dojrzewanie limfocytéw B, CD8+ oraz komédrek NK, a hamujgca odpowiedz Thl
i T reg. Jej gtdwnym zrédtem majg by¢ komaorki NK, ale wydzielana jest rowniez
przez limfocyty Th17, pobudzajac te ostatnie m.in. do produkcji IL-17 i IL-23R
[53, 101, 146, 216, 323]. Istniejg badania wskazujgce, ze poza IL-17, receptor
IL-17RA zlokalizowany na limfocytach CD8+ mogg pobudza¢ takze IL-15 i 21 [230].

W prezentowanych badaniach nie wykazano podwyzszonego osoczowego
stezenia IL-21 u chorych na morfee, w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej.
Obserwowano natomiast korelacje pomiedzy jej osoczowym stezeniem a eks-
presjg IL-23 w PBMC (p = 0,02), ale nie osoczowym stezeniem tej ostatniej. Nie
stwierdzono tez zaleznos$ci pomiedzy osoczowym stezeniem IL-21 a ekspresja
genu IL-17A w PBMC, osoczowym stezeniem czy ekspresjg jej genu w skorze.
Wydaje sie zatem, ze w patogenezie morfei IL-23 bardziej wydajnie wzbudza
produkcje IL-17A niz IL-21. Co ciekawe, wykazano natomiast korelacje pomie-
dzy stezeniem IL-21 a LoSSI (p = 0,002), co moze swiadczyé, ze w morfei IL-21
dziata w mechanizmie niezaleznym od IL-17A. By¢ moze osoczowe stezenie IL-21
mogtoby tez stanowi¢ marker ciezszego przebiegu choroby i stuzy¢ jego monito-
rowaniu, niemniej prezentowane badania przeprowadzono u kazdego chorego
z jednego pobrania krwi, a potwierdzenie powyzszej sugestii wymagatoby raczej
kilkukrotnych badan u tych samych chorych na przestrzeni czasu, co moze by¢
przyczynkiem do dalszych badan.

Kolejng cytoking zaangazowang w odpowiedZ immunologiczng zwigzang
z Th17 u ludzi jest IL-1B. Nalezy ona do rodziny IL-1, w sktad ktérej wchodzi 10
czasteczek. IL-1PB jest rozpowszechniong w organizmie, plejotropowg cytoking,
ktdra z jednej strony ma hamowad synteze kolagenu, a z drugiej wzmagaé pro-
liferacje fibroblastow [21]. W tym zakresie jej dziatanie przypomina TNFa [21].
Nie stwierdzono podwyzszonej ekspresji IL-1B w niefrakcjonowanych komérkach
poptuczyn oskrzelowo ptucnych od chorych na SSc z towarzyszgcym zapaleniem
ptuc, w poréwnaniu z chorymi bez zmian ptucnych i grupg kontrolng [170]. Jak
wspomniano, IL-1B promuje odpowiedZ Th17 u ludzi, ale jednoczesnie IL-17
moze tez zwrotnie nasila¢ wydzielanie IL-1B przez makrofagi [55, 230].

W prezentowanych badaniach obserwowano zwiekszong ekspresje genu
IL-1B w PBMC chorych na morfee (p < 0,000005) oraz zwiekszenie jej osoczowe-
go stezenia (p = 0,0005) w poréwnaniu ze zdrowg grupg kontrolng. Wykazano
tez ujemna korelacje pomiedzy ekspresjg jej genu w skérze a dtugoscig trwania
choroby (p =-0,02), co moze Swiadczy¢ o zaangazowaniu tej cytokiny gtéwnie we
wczesne etapy patogenezy morfei. A dodatkowo, jako ze cytokiny rodziny IL-1 sg
kluczowymi mediatorami stanu zapalnego [169], moze to dowodzi¢ stopniowe-
go wygasania tego procesu w skoérze chorych na morfee. Warto tez przypomnied,
ze IL-1B moze wzbudzaé przemiane EC w miofibroblasty [134]. Obserwowano
réowniez odwrotnie proporcjonalng zaleznos$¢ pomiedzy osoczowym stezeniem
IL-17A a ekspresjg IL-1B w PBMC i w skorze (odpowiednio p =-0,03 i p =-0,007).
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Dodatkowo ujemna korelacje wykazano pomiedzy ekspresjg IL-17A i IL-18 w sko-
rze (p =-0,04) oraz pomiedzy ekspresjg IL-1B w skérze i PBMC (p =-0,01), a zalez-
nos$¢ wprost proporcjonalng miedzy ekspresjg IL-17A w skérze a IL-13 w PBMC
(p =0,02). Ponadto zaréwno osoczowe stezenie IL-1PB, jak i jej ekspresja w skorze
korelowaty z ekspresjg IL-23 w skorze (odpowiednio p = 0,01 i p = 0,046), a eks-
presja IL-23 w PBMC wykazywata odwrotnie proporcjonalng zaleznosc¢ z ekspre-
sjg IL-1B w skorze (p =-0,0004). Powyzsze zaleznosci mogg sugerowad, ze podob-
nie jak IL-21 takze IL-1B ma mniejszy potencjat wzbudzania syntezy IL-17A niz
IL-23, a dodatkowo potwierdzaé wczesniejsze przypuszczenia co do wtdrnego
charakteru odpowiedzi mediowanej przez IL-17 w morfei. Nalezy zauwazy¢, ze
ekspresje genu IL-1B wzbudzac majg IL-17B i C [230], ktore nie byty przedmiotem
badania. W kontekscie zwiekszonej ekspresji genu IL-13 w PBMC i jej osoczo-
wego stezenia u chorych na morfee warto wspomniec, ze obecnie cytokina ta
postrzegana jest za kluczowag w patogenezie choréb autozapalnych [193]. Nie-
mniej morfea nie spetnia kryteriéw rozpoznania tych ostatnich [193], chocby
w zwigzku z duzg czestoscig, z jakg stwierdzane sg autoprzeciwciata w surowicy
0s6b na nig cierpiacych. By¢ moze jednak warto bytoby rozwazy¢ zastosowanie
(w szczegolnie ciezkich i niepoddajgcych sie standardowym schematom leczenia
przypadkach) inhibitorow IL-1B, takich jak anakinra czy kanakinumab.
Podsumowujgc, wydaje sie, ze wbrew wczesniejszym sugestiom, jakoby
IL-17 nasilata patologiczne procesy w przebiegu chordb, w ktorych centralnym
zjawiskiem jest widknienie tkanek [154, 242], na podstawie przeprowadzonych
badan podejrzewa¢ mozna, ze przynajmniej w morfei, zwtaszcza lokalnie w ob-
rebie sklerotycznie zmienionej skéry, IL-17A ma raczej korzystny niz destrukcyjny
wptyw na omawiane zjawiska. Moze to ttumaczyc¢ zjawisko samoograniczajgcego
przebiegu choroby. Co wiecej, takie postrzeganie roli IL-17A moze tez stanowic
wyttumaczenie dla nieoczekiwanego braku efektu IFNy w chorobach kregu twar-
dziny, jako ze cytokina ta jest znanym czynnikiem hamujgcym odpowiedz Th17.
Niejednoznaczne sg wyniki badan dotyczgcych wptywu inhibitorow TNFa na sko-
re chorych na SSc [238], a jak wykazano, u chorych na tuszczyce poddawanych
temu leczeniu dochodzi do zmniejszenia ekspresji IL-17 i -23 [192]. Niedawno
opisano tez chorego, u ktorego leczenie anty-TNFa doprowadzito do wzbudzenia
wykwitdéw o typie morfei [181]. Z kolei korzystny wptyw fototerapii w tej grupie
chordb, poza potwierdzonym wzbudzaniem aktywnosci MMP i hamowaniem
ich inhibitorow, moze réowniez wynikaé¢ z hamowania syntezy INFy i wzbudza-
nia IL-6, co prowadzitoby do nasilenia odpowiedzi Th17. Niemniej doniesienia
co do wptywu promieniowania UV na IFNy i IL-6 sg sprzeczne [22, 151, 315].
Dodatkowo zaréwno u ludzi chorych na tuszczyce, jak i u myszy poddawanych
fototerapii obserwowano blokowanie IL-17 i IL-23 [130, 258]. Rozbiezne opinie
dotyczg rowniez wptywu glikokortykosteroidow i takrolimusu na ekspresje i su-
rowiczy poziom IL-17 i -23, chociaz co ciekawe, spora grupa badaczy podkresla
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brak istotnych zmian w poziomach badanych cytokin w zwigzku ze stosowanym
leczeniem [83, 154, 165, 196, 283]. Mogtoby to znaczy¢, ze blokowanie media-
torow innych niz IL-17 i -23 przynosi potencjalne korzysci terapeutyczne w ogra-
niczaniu fazy zapalnej morfei i, tym samym, posrednio potwierdza¢ moze kon-
cepcje protekcyjnej roli tych ostatnich. Ochronne, a nie destrukcyjne znaczenie
IL-17 wykazano w kilku badaniach na zwierzecych modelach zapalenia jelit, ast-
my, GVHD, cukrzycy. Co ciekawe, korzystne efekty IL-17 wigzano z neutralizacjg
przez nig IFNy [217]. W mysim modelu zapalenia okreznicy pozbawienie zwierzat
IL-17A nie wptywato znaczgco na stopien nasilenia nacieku zapalnego w blasz-
ce wihasciwej w aktywnej fazie procesu, ale jednoczesnie obserwowano silniej
wyrazone wrzodzenie nabtonka. Sugerowano, ze w przeciwienstwie do ochron-
nej funkcji IL-17A, uszkodzenie tkanek nasila¢ moze, nieobjeta prezentowanym
badaniem, IL-17F [217, 218]. Z kolei w modelu ostrej postaci GVHD, wzbudzo-
nej podaniem komorek sledziony pozbawionych IL-17A, obserwowano przebieg
ciezszy niz w przypadku zwierzat, ktore otrzymaty w celu wywotania choroby
komorki z ekspresjg omawianej cytokiny. Poprawe przynosita natomiast neutra-
lizacja INFy [314]. Warto tez podkresli¢, ze u myszy Scl-GVHD jedng z najwcze-
$niej obserwowanych zmian w zakresie cytokin po wzbudzeniu choroby byto
zwiekszenie ekspresji IFNy [322]. Wydaje sie, ze niezalezna od IL-17 jest row-
niez doswiadczalnie wzbudzana postac przelekta GVHD [42]. U ludzi protekcyjne
znaczenie IL-17 dyskutowane jest w niektérych chorobach nowotworowych, jak
np. w nowotworze piersi [106]. W przeprowadzonych badaniach wykazano takze
istotne znaczenie IL-1B w patogenezie morfei, co moze stanowi¢ uzasadnienie
dla wdrozenia nowych, dostepnych komercyjnie metod leczenia, takich jak in-
hibitory IL-1B. Nalezy dalej zauwazy¢, ze w patomechanizmie morfei znaczenie
moze mie¢ rowniez, niebadana w niniejszej pracy, pofibrotyczna IL-6, ktéra jak,
wspomniano, tak u ludzi, jak i u myszy jest istotnym czynnikiem wzbudzajgcym
Th17, a ktérej podwyzszone surowicze stezenie obserwowano u chorych na mor-
fee [7, 55, 115]. Co ciekawe stwierdzono, ze sama IL-6 wzbudza Th17 do syntezy
IL-22, ale nie IL-17, natomiast dziatajgc wspdlnie z TGFPB hamuje ekspresje 1L-22
i pobudza IL-17 [284]. Warto przy tym zauwazy¢, ze IL-22 z jednej strony dziata
jako czynnik uszkadzajgcy tkanki, np. w tuszczycy czy rzs, ale wykazano tez jej
ochronne dziatanie w zwierzecych modelach choréb zapalnych jelit i protekcyjne
w odniesieniu do hepatocytéw. Co wiecej, rowniez w tym przypadku miato by¢
to zwigzane z dziataniem przeciwstawnym w odniesianiu do IFNy [217].
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5.2. Interleukina-17A a wybrane cytokiny proangiogenne w morfei

W kontekscie udokumentowanych znacznych nieprawidtowosci w zakre-
sie mikrokrgzenia u chorych na choroby przebiegajgce z widknieniem, nalezy
podkreslié, ze IL-17 sprzyja¢ ma angiogenezie zarowno bezposrednio, jak i po-
Srednio. Wzbudza ona synteze takich proangiogennych czynnikéw, jak CXCLS,
VEGF, HGF, bFGF, PDGF, ale tez NO [215, 224, 230, 268]. Badania przeprowa-
dzone na hodowli komérek EC sugerowaty, ze stymulowaé¢ ma ona ich migracje
[215]. Takahashi i wsp. nie obserwowali jednak bezposredniego wptywu IL-17 na
proliferacje ludzkich EC w badaniach in vitro. Dodanie jej jednak do hodowli EC
pobudzonych uprzednio HGF, bFGF i VEGF potegowato dziatanie tych ostatnich.
Gdy natomiast stymulowano hodowle EC najpierw IL-17, a nastepnie dodawano
wspomniane HGF, bFGF czy VEGF, wzmocnienie odpowiedzi proliferacyjnej EC
uzyskiwano tylko w hodowlach poddawanych dziataniu bFGF, co jak wnioskowali
autorzy mogto wynikaé ze wzbudzania przez IL-17 receptoréw bFGF [268]. Warto
tez przypomnie¢, ze farmakologiczna blokada NO w modelach zwierzecych pro-
wadzita do remodelingu naczyn oraz wzbudzenia syntezy kolagenu i 11l [41].

Alexandrakis i wsp. obserwowali zwiekszanie sie poziomu IL-17 wraz ze stop-
niem nasilenia stwardnienia rozsianego. Nasilenie procesu, jak dowiedziono we
wczesniejszych badaniach, zwigzane jest z nasileniem angiogenezy. A zatem ob-
serwacja ta mogtaby sugerowaé, ze wyisze stezenie IL-17 moze korelowad ze
stopniem angiogenezy [10]. Z kolei w SSc, przynajmniej wedtug czesci badaczy,
limfocyty Th17 majg mie¢ znaczenie gtéwnie w poczatkowych stadiach choroby
[145, 154, 203]. W odrdznieniu bowiem od stwardnienia rozsianego, w choro-
bach z kregu twardziny, w tym morfei, nasilong angiogeneze obserwuje sie wita-
$nie we wczesnym okresie choroby, a nastepnie jej cechy zanikajg [8, 100, 143,
147, 253].

VEGF to rodzina 7 czynnikéw, ktdre sg produktami biatkowymi réznych ge-
now i regulujg wzrost i réznicowanie sie naczyi krwionosnych i limfatycznych.
Produkowane sg przez wiele komdrek, w tym EC, aktywowane limfocyty T, ma-
krofagi, fibroblasty, ptytki krwi i monocyty w odpowiedzi na niedotlenienie tka-
nek i bodzce immunologiczne [269, 308]. Pierwszym opisanym biatkiem tej gru-
py byt VEGF-A. Jest to homodimeryczna glikoproteina, wystepujgca w minimum
9 izoformach rdéznigcych sie liczbg aminokwaséw w czasteczce: 120, 145, 148,
162, 165, 165b, 183, 189, 206. Izoformy te powstajg na drodze alternatywnego
sktadania genu, zlokalizowanego na chromosomie 6 w prazku 21.3. Dominujaca
izoforma jest VEGF 165 [269, 308]. Produkcja VEGF stymulowana jest przede
wszystkim przez hipoksje i hipoglikemie, ale takze przez szereg cytokin, m.in.
IL-17, IL-1B, TGFB, TNFa oraz estrogeny, TSH, NO, onkogeny, a hamowane przez
IL-4 i -10 [211, 228, 269, 308]. Poszczegdlne izoformy VEGF charakteryzujg sie
réznym powinowactwem do heparyny, a ich ostateczna aktywacja wymaga od-
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dzielenia biatka od ECM, co zachodzi przy udziale MMP [269]. Biologiczne efek-
ty VEGF mediowane sg przez dwa receptory: VEGFR-1 i VEGFR-2, nalezgce do
nadrodziny receptorowych kinaz tyrozynowych [308]. Pobudzenie receptorow
skutkuje promocja przezycia, proliferacji i migracji EC, na powierzchni ktdrych
pojawiajg sie MMP, przyczyniajgce sie do degradacji fibryny w miejscu tworzenia
nowych naczyn. Ochronna funkcja VEGF w odniesieniu do EC wynikaé¢ moze m.in.
z wzbudzania DAF, ktdry to czynnik, jak juz wspomniano, zapobiega zniszczeniu
komorek przez komplement. Synergistycznie z VEGF w tym zakresie dziata¢ ma
bFGF. Co znamienne, zmniejszong ekspresje DAF wykazano w skérze zmienionej
w przebiegu morfei [88, 179, 198, 286]. Pod wptywem VEGF zwiekszeniu ulega
tez przepuszczalno$é naczyn dla biatek osocza, co sprzyja powstaniu istotnego
dla procesu angiogenezy zelu fibrynowego. Czynnik ten, poza wspomnianymi juz
MMP, nasila¢ ma takze synteze czgsteczek adhezyjnych, HGF, IL-6 i NO [171, 269,
308]. Dowiedziono takze jego roli neuroprotekcyjnej [211].

Potencjalne znaczenie VEGF w chorobach kregu twardziny podnoszono juz
wielokrotnie. U myszy SclGVHD obserwowano zwiekszong ekspresje VEGF, ale
wczesniej od tego ostatniego dochodzito do zwiekszenia ekspresji PDGF, aFGF,
EGF i NGFB [322]. Wyniki badan dotyczacych surowiczego stezenia VEGF w gru-
pie chorych na SSc sg rozbiezne [69-71, 92, 139]. Sugerowano, ze podwyzszone
stezenie VEGF wigzato sie z mniejszym ryzykiem powstawania owrzodzen w tej
grupie chorych, ale z drugiej strony korelowato z progresjg choroby [68]. Z kolei
w biopsjach btony sluzowej jamy ustnej i skory chorych na SSc wykazano mniej-
szg ekspresje VEGF [173, 227]. Podnoszono potencjalne korzysci z blokowania
VEGF, ale jednoczesnie przestrzegano przed mozliwym niekorzystnym wptywem
takiego podejscia na obszary cechujgce sie niewydolng angiogenezg, np. owrzo-
dzenia [30]. Istniejg rowniez badania podejmujgce to zagadnienie w morfei. Far-
rel i wsp. w badaniu immunohistochemicznym 2 biopsji skory chorych na morfee
nie wykazali réznic w odniesieniu do grupy kontrolnej [76]. Z kolei Dziankow-
ska-Bartkowiak i wsp. wykazali zwiekszenie surowiczego stezenia VEGF, ale co
ciekawe nie w grupie SSc. Jednoczesnie badacze ci zwrdcili uwage, ze wieksze
stezenie VEGF w morfei wigzato sie z mniejszym stezeniem rozpuszczalnej po-
staci VEGFR-2. Nie wykazali oni natomiast zaleznosci pomiedzy stezeniem VEGF
a MMP-9. Stwierdzili jednak podwyzszone surowicze stezenie tej ostatniej. Brak
korelacji pomiedzy oboma biatkami ttumaczyli potencjalnym brakiem syntezy tej
ostatniej przez EC w odpowiedzi na VEGF [71]. Warto przypomnie¢, ze sekwe-
stracja VEGF z ECM zachodzi m.in. przy udziale MMP-9 [269].

W przeprowadzonych badaniach wykazano znamiennie podwyzszong eks-
presje genu VEGF-A w PBMC chorych na morfee (p < 0,000005) i istotnie obnizo-
ng w skorze (p = 0,000009). Wykazano tez ujemng korelacje pomiedzy ekspresja
VEGF-A w skorze a ekspresjg IL-17A w PBMC (p = -0,047). Moze to stanowié po-
twierdzenie wynikdw powyzej cytowanych autoréw [71, 76] i dowodzi¢ zaburzo-
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nej angiogenezy w obrebie blaszek twardzinowych morfei. Badajgc VEGF-A nie
wykazano jednak korelacji ze zmiennymi takimi, jak LoSSI, aktywnos¢ choroby
czy dtugosc jej trwania.

W wielu aspektach synergistycznie z VEGF dziata¢ ma, nalezgcy do rodziny co
najmniej oSmiu biatek, bFGF. Jego Zzrédtem mogg by¢ m.in. komérki tuczne, ma-
krofagi, EC i fibroblasty. Wykazuje on mitogenng aktywnosé m.in. w odniesieniu
do EC i fibroblastéw. Dziata poprzez 4 receptory nalezgce do nadrodziny recep-
torowych kinaz tyrozynowych. Jego udziat w patomechanizmie morfei zwigzany
moze by¢ z duzym potencjatem wzbudzania angiogenezy oraz nasilaniem przez
omawiane biatko syntezy proteaz i aktywatorow plazminogenu [75, 198, 301].
Sugeruje sie, ze zaréwno TGFB, jak i IL-17 w zakresie swojego dziatania proangio-
gennego czes¢ efektow uzyskujg poprzez wzbudzenie badz potegowanie dziata-
nia bFGF [198, 268]. Stwierdzono jego zwiekszong ekspresje w zmienionej skorze
bleomycynowego modelu SSc [301]. Wyniki badan dotyczgcych surowiczego ste-
zenia bFGF w SSc sg jednak rozbiezne. Distler i wsp. nie wykazali réznic w odnie-
sieniu do zdrowej grupy kontrolnej [63]. Natomiast Kadono i wsp. oraz Hummers
i wsp. obserwowali podwyzszone stezenie bFGF w SSc, przy czym ci pierwsi wy-
kazali, ze szczegdlnie wysokie byto ono w podgrupie chorych z krgzgcymi ACA,
w przeciwienstwie do Hummersa i wsp., ktérzy nie obserwowali zwigzku z zad-
nym badanym przez nich wyktadnikiem klinicznym (dtugoscia trwania choroby,
nasileniem objawu Raynauda, stopniem stwardnienia skory, ACA, Scl-70) [108,
132]. Do tej pory bFGF nie byt badany w morfei.

Analiza prezentowanych wynikéw wykazata zwiekszong ekspresje genu bFGF
w PBMC w poréwnaniu ze zdrowga grupg kontrolng (p < 0,000005). Co wiecej,
w przeciwienstwie do tego co obserwowano badajgc VEGF-A, ekspresja bFGF
miata sie zwieksza¢ wraz z dtugoscig trwania choroby (p = 0,004), a majac na
uwadze duzy potencjat morfei do samoograniczajgcego sie przebiegu, moze to
dowodzié korzystnego dziatania tej cytokiny w patomechanizmie omawianej jed-
nostki. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze zgodnie z obserwacjami Takahashi
i wsp., ktdrzy wykazali, ze efekt proangiogenny IL-17 mediowany jest co prawda
przez VEGF, HGF i bFGF, ale to dziatanie tej ostatniej jest szczegdlnie silnie, gdy
réwnoczesnie dziata IL-17 [268]. Opisano korzystne efekty leczenia owrzodzen
w przebiegu SSc z zastosowaniem miejscowo aplikowanego bFGF [304].

Kolejnym biatkiem o duzym potencjale wzbudzania angiogenezy jest produ-
kowany przez hepatocyty, ale takze przez EC i makrofagi HGF, o m.cz. 92 kDa [75,
137, 220, 295, 301]. Do czynnikéw majacych wzbudzaé jego synteze nalezg m.in.
IL-17 i IL-1B [172, 268]. Biologiczne efekty mediowane sg przez receptor c-met
[75, 128]. HGF wykazuje istotne mitogenne dziatanie w odniesieniu do komadrek
nerek i watroby, a dodatkowo wzmaga ruchliwos¢ komaorek nabtonka i EC oraz
pobudza limfocyty B [75, 137, 220, 295, 301]. Dowiedziono, ze HGF nasila eks-
presje MMP i urokinazowego aktywatora plazminogenu, a obniza TIMP-1 i -2,
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a zatem biatek zaangazowanych w remodeling tkanek. Ma dziatanie antyapop-
totyczne i wzmaga nowotworzenie naczyn [164, 220, 295, 301]. Zmniejsza¢ ma
réowniez synteze kolagenu [128]. Okunishi i wsp., obserwujgc korzystny wptyw
HGF na doswiadczalnie wzbudzane kolagenem zapalenie stawéw u myszy, suge-
rowali, Ze wynika¢ on moze z hamowania aktywacji komérek dendrytycznych we
wczesnych fazach choroby oraz z nasilenia produkcji IL-10, INFy i blokowania syn-
tezy IL-17 i 23 w fazach pdzniejszych [220]. Wu i wsp. wykazali, ze HGF podawa-
ny myszom, u ktérych symultanicznie prébowano wzbudzi¢ chorobe twardzino-
podobng poprzez wstrzykiwanie bleomycyny, zapobiegat rozwojowi wtéknienia
skéry, a co wiecej, znosit on takze juz rozwiniete, klinicznie jawne stwardnienie
skéry u myszy, u ktérych chorobe wzbudzono przed zastosowaniem HGF [295].
Sugerowano, ze HGF jest produkowany w odpowiedzi na widknienie tkanek
[108, 137]. Jego potencjalna rola w tym zakresie omoéwiona zostanie doktadniej
w kolejnym podrozdziale.

Wyniki odnoszace sie do surowiczego stezenia HGF u chorych na SSc s3 roz-
biezne. Kawaguchi i wsp. stwierdzili podwyzszone jego stezenie i obserwowali
korelacje z ciezkoscig przebiegu choroby [136], natomiast Hummers i wsp. wy-
kazali obnizenie tej wartosci, chociaz bez istotnosci statystycznej w odniesieniu
do grupy kontrolnej [108]. Ci ostatni wykazali jednak korelacje stezenia HGF ze
stopniem nasilenia zmian naczyniowych, ale nie ze stopniem stwardnienia skory
[108]. W badaniach in vitro wykazano natomiast zaréwno zwiekszong produkcje
HGF przez fibroblasty twardzinowe, jak i ekspresje c-met w poréwnaniu z ko-
maorkami kontrolnymi [128, 137]. Do tej pory HGF nie byt badany w morfei.

Analiza prezentowanych wynikow wykazata istotnie wyzszg ekspresje genu
HGF w PBMC u chorych na morfee w poréwnaniu ze zdrowg grupg kontrolng
(p < 0,000005), ale nie wykazano znamiennej réznicy pomiedzy ekspresjg HGF
w skérze zmienionej chorobowo w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Niemniej
ekspresja omawianej cytokiny w skérze byta odwrotnie proporcjonalna do LoSSI
(p = -0,03). Stoi to w zgodzie z obserwowanym u myszy korzystnym wptywem
HGF na proces wtdknienia skéry [295]. Jezeli jednoczesnie zauwazymy, ze poda-
nie HGF miato tez blokowa¢ wzbudzanie twardzinopodobnej choroby u myszy
poddanych dziataniu bleomycyny [295], robi to z omawianego biatka interesu-
jacego kandydata do rozwoju nowych strategii terapeutycznych w tej grupie
schorzen. Niestety ogdlne jego podawanie moze wigza¢ sie z duzym ryzykiem
wzbudzenia procesu nowotworowego, szczegdlnie, ze sugeruje sie, iz potencjal-
ne lecznicze efekty dziatania HGF osiggane sg dopiero przy stezeniach znacznie
przekraczajgcych te fizjologiczne [127, 137, 220, 295].

Dalsza analiza zaleznosci pomiedzy HGF a pozostatymi cytokinami wykazata,
ze stopien ekspresji jej genu w PBMC jest wprost proporcjonalny do osoczowego
stezenia IL-1B (p = 0,04), a stopien ekspresji w skorze do osoczowego stezenia
IL-21 (p = 0,048). Jako ze ta ostatnia produkowana jest m.in. przez Th17, to obser-
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wowane korelacje mogg potwierdzac zaangazowanie tych komadrek we wzbudze-
nie angiogenezy w zmianach twardzinowych w morfei. Warto jeszcze zauwazy¢,
ze nie wykazano zaleznosSci pomiedzy nastepujgcymi zmiennymi: ekspresjg genu
VEGF-A w PBMC chorych na morfee i jego ekspresjg w skorze, ekspresjg genu
bFGF w PBMC oraz ekspresjg genu HGF w PBMC i skdrze tej grupy chordb. Moze
to wynikac z réznych mechanizmow regulacji syntezy omawianych biatek.

5.3. Interleukina-17A a kluczowa cytokina profibrotyczna — TGF1
w morfei

TGF jest cytoking, charakteryzujgca sie znaczng wielokierunkowoscig dziata-
nia, ale w kontekscie chordb przebiegajgcych z wtdknieniem postrzegang przede
wszystkim jako gtdwny czynnik profibrotyczny. TGFB produkowany jest w formie
nieaktywnej jako propeptyd. Zbudowany on jest z wtasciwego TGFpB, biatka zwig-
zanego z utajeniem (latency associated peptide) B oraz biatka wigzgcego nieak-
tywny TGFB (latent TGF8 binding protein) i pozostaje w interakcji z ECM, w tym
z fibryling 1, gtéwnym sktadnikiem mikrowtdkien ECM, ktéra posiada domeny
homologiczne z biatkiem wigzgcym nieaktywny TGFB. Co ciekawe, defekt genu
fibryliny 1 lezy u podtoza mysiego modelu SSc — Tsk1/+, a ponadto wykazano go
u rdzennej populacji amerykanskiej, ktéra obarczona jest duzym ryzykiem roz-
woju SSc. U blisko 30% chorych na morfee obserwuje sie ponadto autoprzeciw-
ciata przeciwko fibrylinie 1 [16, 60, 270, 285]. Powstanie formy aktywnej TGF
mediowane jest przez trombospondyne, plazmine, integryny i THY-1 (CD90), ale
takze MMP-9. W morfei wykazano zwiekszong ekspresje integryny alfavbetas,
a co ciekawe jej blokowanie w badaniach in vitro znosito transformacje fibrobla-
stow w kierunku miofibroblastéw. Obserwowano réwniez podwyzszone stezenie
MMP-9 [17-19, 75, 88, 282, 285, 301, 318]. TGFB wystepuje w trzech homodi-
merycznych odmianach B1, B2 i B3 o masie czgsteczkowej 25 kDa. TGFB1 uwal-
niany jest m.in. przez EC, B2 przez komérki nerwowe i komorki srédbtonkow,
a B3 przez komodrki mezenchymalne [75, 88, 241]. Wyrdznia sie takze trzy jej
receptory (TGFBR), przy czym najistotniejszy wydaje sie kompleks kinaz seryno-
wo-treoninowych receptordow | i Il. Aktywny TGFp reaguje z TGFBRII, co powodu-
je transfosforylacje i wigzanie z TGFBRI. Tak powstaty kompleks doprowadza do
fosforylacji biatek Smads. Pobudzone Smads przechodzg do jadra komdérkowego,
gdzie wigzg sie z elementem regulatorowym w genie docelowym. We wzbudze-
niu transkrypcji biorg udziat koaktywatory i enzymy modyfikujgce chromatyne,
takie jak p300/CBP. W rezultacie dochodzi do syntezy mRNA. Wewnatrzcyto-
plazmatyczng kaskade zablokowaé mogg Smad7, przeciwdziatajac fosforylacji
poszczegdlnych jej elementdow [75, 88, 152, 285]. W SSc stwierdzono zaburze-
nia dotyczace przekazywania informacji poprzez Smads: zwiekszong aktywnosc
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Smad3 i 4. Doniesienia co do poziomu ekspresji Smad7 w SSc i zwierzecych mo-
delach tej choroby sg niejednoznaczne [285, 301]. Okazuje sie jednak, ze w prze-
wodzeniu sygnatu TGFB biorg udziat takze Sciezki niezalezne od Smads i obejmu-
ja one kinazy biatkowe i lipidowe badz zalezng od wapnia fosfataze kalcyneuryny
[285]. Ostatecznie efektem dziatania TGFp jest migracja do ogniska fibroblastow,
monocytow, limfocytéw T i neutrofili, pobudzenie fibroblastéw, wzmocnienie
ich adhezji i stymulacja do réznicowania sie w kierunku miofibroblastow oraz
nasilenie produkcji sktadnikow ECM, w tym kolagenu typu |, I, VI, VII, X, fibro-
nektyny i proteoglikandw, ostabienie syntezy MMP, zwiekszenie wytwarzania
TIMP oraz inhibitora aktywatora plazminogenu [Plasminogen Activator Inhibitor
(PAI)]. TGFB wptywa réwniez modulujgco na ekspresje integryn i wzbudza synte-
ze CTGF. Pobudza on réwniez FoxP3, a co za tym idzie réznicowanie limfocytow
T reg, ktdre odgrywaja kluczowga role w utrzymaniu tolerancji w odniesieniu do
wtasnych antygendw [242, 325]. TGFB nasila¢ ma takze synteze IL-9, ktérej udziat
postuluje sie ostatnio w patogenezie choréb autoimmunizacyjnych [28].

Wyniki opublikowanych dotgd badan dotyczgcych TGFB w morfei sg sprzecz-
ne. Higley i wsp., Lipko-Godlewska oraz Uziel i wsp. obserwowali zwiekszone su-
rowicze stezenie TGFB1 u chorych na morfee [105, 159, 282]. W przeciwienistwie
do nich Antiga i wsp. wykazali wrecz obnizone stezenie omawianej cytokiny
w tej grupie chorych [13]. Z kolei Peltonen i wsp. oraz Glimour i wsp. stwierdzi-
li zwiekszong ekspresje TGFB1 w wycinkach skéry zmienionej chorobowo [87,
234]. Querfeld i wsp. [241], ktorzy podobnie jak Peltonen i wsp. zbadali zaled-
wie 3 chorych na morfee, wykazali zwiekszong ekspresje TGFB1 i B2, ale nie B3
w poréwnaniu z grupga kontrolng [234]. Badania immunohistochemiczne Higleya
i wsp. oraz Querfelda i wsp. sugerowaty zwiekszong ilo$¢ tego biatka w badanej
skérze w odniesieniu do 0oséb zdrowych; Restrepo i wsp. oraz Helmbold i wsp. ta-
kich zmian nie potwierdzili, a Antiga i wsp. obserwowali nawet zmniejszong jego
produkcje [13, 100, 105, 241, 244]. Niejednoznaczne byty rowniez wyniki badan
uwzgledniajgcych aktywnos¢ procesu chorobowego [87, 105, 241, 282]. Jednym
z mozliwych ttumaczen dla przedstawionych powyzej niezgodnosci, poza oczywi-
Scie roznymi technikami, ktérymi postugiwali sie autorzy powyzej przedstawio-
nych badan i niejednorodnymi, a niekiedy takze bardzo matymi grupami badany-
mi, jest zwiekszona ekspresja TGFBR, co potwierdzono stwierdzajgc w ogniskach
morfei istotnie wiekszg ekspresje zaréwno TGFBRI, jak i TGFBRII [152, 282, 285].
Niemniej myszy, ktérym wszczepiono fibroblasty ze zmutowang formg TGFBRII
paradoksalnie wykazywaty aktywacje sciezki sygnatowej TGFpB, a klinicznie pre-
zentowaty cechy zwtdéknienia skory, a niekiedy rowniez ptuc [60]. Z drugiej strony
ekspresje TGFBRII w skorze zmniejsza¢ ma promieniowanie UV [151].

W prezentowanych badaniach nie wykazano znamiennych statystycznie réz-
nic tak w zakresie ekspresji TGFB1 w PBMC, jak i w zakresie jego ekspresji w sko-
rze u chorych na morfee w odniesieniu do zdrowej grupy kontrolnej i kontrol-
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nych wycinkow skéry. Wykazano natomiast stabg odwrotng korelacje pomiedzy
TGFB1 w PBMC a LoSSI (p =-0,047) oraz wprostproporcjonalng zaleznosé pomie-
dzy ekspresjg TGFB1 w skorze a LoSSI (p = 0,01). Zwtaszcza ta ostatnia obserwa-
cja potwierdza znaczenie badanej cytokiny w patogenezie procesu wtdknienia
w morfei.

W ostatnich latach pojawity sie sugestie o potencjalnej roli IL-17 w choro-
bach przebiegajgcych z wtéknieniem, chociaz dane na ten temat sg niejedno-
znaczne. Kurasawa i wsp. dowodezili, ze IL-17 wzbudza proliferacje ludzkich fibro-
blastow, ale w odrdéznieniu od TGFB, nie nasila syntezy kolagenu. TGF natomiast
nie ma mie¢ wptywu na synteze przez fibroblasty cytokin prozapalnych [154].
Niemniej Yoshizaki i wsp. wykazali, ze stymulacja mysich fibroblastéw in vitro
IL-17, poza wzbudzeniem ich proliferacji, nasila rowniez synteze kolagenu | i TGF3
[317]. Z drugiej strony Lo Re i wsp. sugerujg, ze limfocyty Th17 wzbudzane przez
IL-23 pochodzacg z makrofagéw, sg zaangazowane we wczesne, zapalne etapy
doswiadczalnie wzbudzanej krzemicy ptuc, ale nie biorg udziatu w procesie wtok-
nienia [167]. Z kolei Chakir i wsp. obserwowali zwiekszong ekspresje TGFB, kola-
genu lilll oraz IL-17 w badaniu immunohistochemicznym biopsji oskrzeli chorych
na astme i wnioskowali, ze IL-17 jest zaangazowana w proces wtdknienia btony
podstawnej w przebiegu astmy [39]. Podobnie Faust i wsp. sugerujg udziat IL-17
w procesie widknienia w mysim modelu pdznej reakcji odrzucania przeszczepu.
Myszy IL-17-/- wykazywaty istotne ostabienie procesu wiéknienia w stosunku do
grupy kontrolnej [78]. Mozliwe mechanizmy dziatania IL-17 w procesie widknie-
nia obejmujg zaréwno bezposrednie nasilenie ekspresji kolagenu, jak i posred-
nie wzbudzenie cytokin profibrotycznych, jak cho¢by TGFB czy IL-6 oraz biatek
zaangazowanych w remodeling tkanek, w tym surowiczego amyloidu A, MMP1,
2,3,9i13[55,78,224,317,319].

Analiza zaleznosci pomiedzy TGFB1, IL-17A i wybranymi cytokinami zwigza-
nymi z odpowiedzig Th17 wykazata korelacje pomiedzy osoczowym stezeniem
IL-23 a ekspresjg genu TGFB1 w PBMC (p = 0,046) oraz pomiedzy ekspresjg genu
TGFB1 w PBMC a ekspresjg genu IL-17A w skérze (p = 0,008). Warto podkreslic,
ze TGFB1 posrednio faworyzuje réznicowanie sie limfocytéw w kierunku Th17,
bo hamuje odpowiedz Th1l [12].

Jak juz wspomniano, takze HGF moze brac udziat w patogenezie choréb prze-
biegajacych z wtdknieniem. Dowiedziono, ze HGF nasila ekspresje biatek zaanga-
zowanych w remodeling tkanek oraz zmniejsza synteze kolagenu [128, 164, 295,
301]. Co wiecej blokuje on rozwdéj bleomycynowego modelu SSc i znosi objawy
choroby u myszy, u ktérych chorobe wzbudzono jeszcze przed podaniem HGF
[295]. Obserwowano réwniez jego korzystny wptyw na wtdknienie ptuc, watroby
i nerek w mysich modelach SSc [195, 295, 312]. Warto zauwazy¢, ze TGF wzbu-
dza¢ ma prezentacje c-met na powierzchni ludzkich fibroblastow twardzinowych
[128]. Wydawatoby sie zatem, ze HGF znosi efekty dziatania TGFpB, ktorego re-
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gion promotorowy zawiera element wigzgcy HGF [301]. Jednakze wyniki badan
na modelach zwierzecych sg w tym zakresie niejednoznaczne. W doswiadczal-
nym zapaleniu stawéw HGF zmniejszat ekspresje TGFB, ale w mysim modelu
przeszczepu serca, w ktérym HGF redukowat liczbe niepowodzen ekspresja ta
byta zwiekszona [220, 302]. Z kolei Wu i wsp. obserwowali zmniejszong liczbe
fibroblastéw TGFB1+ u myszy, ktérym jednoczasowo ze wzbudzaniem procesu
twardzinowego podawano HGF, ale nie u zwierzat z chorobg rozwinietg jeszcze
przed podaniem cytokiny [295]. Odmienne wtasciwosci HGF i TGFB w procesie
wtdknienia potwierdzajg Nakaya i wsp., ktorzy blokujgc 0§ CXCL10/CXCR3 u my-
szy promowali u nich wtdknienie, czemu towarzyszyta zwiekszona ekspresja TGF
i obnizona HGF [210]. Okunishi i wsp. sugerowali z kolei, ze HGF nasila synteze
IL-6 i INFy oraz blokuje synteze IL-17A i 23 [220].

Analiza prezentowanych wynikdw nie wykazata jednak bezposrednich zalez-
nosci pomiedzy IL-17A, -23 i HGF. Obserwowano natomiast korelacje pomiedzy
ekspresjg genu TGFB1 w PBMC a ekspresjg genu HGF w skdrze chorych na mor-
fee (p = 0,02) oraz odwrotnie proporcjonalng zaleznos¢ miedzy ekspresjg genu
TGFB1 w PBMC a ekspresjg genu VEGF-A w skorze (p = -0,047). Zwazywszy na
fakt, ze jednoczesnie ekspresja HGF w skorze byta odwrotnie proporcjonalna do
LoSSI (p =-0,03), moze to dowodzié, ze ostabiona angiogeneza, ktérej wyktadni-
kiem jest m.in. obnizona ekspresja VEGF-A w skdrze, jest wtérnie kompensowa-
na dziataniem HGF. Mechanizm dziatania HGF w morfei polegatby zatem raczej
na wzbudzaniu angiogenezy, niz bezposrednim hamowaniu procesu wiéknienia.
Udziat w tym procesie Th17 potwierdzajg z kolei wspomniane w poprzednim
rozdziale korelacje pomiedzy IL-1B i IL-21 a HGF.

5.4. Interleukina-17A i wybrane cytokiny z nig zwigzane a zjawiska
autoimmunizacyjne w morfei

Doreau i wsp. wykazali, ze IL-17 u chorych na SLE wspédtdziata z czynnikiem
aktywujgcym limfocyty B, nalezgcym do rodziny TNF (B cell activating factor be-
longing to TNF family, BAFF), promujgc w ten sposob réznicowanie limfocytéw
B do komoérek plazmatycznych i tym samym nasilajgc produkcje autoprzeciwciat
[65]. Wykazano ponadto, ze limfocyty Th17 wykazujg ekspresje CXCL13, beda-
cej czynnikiem chemotaktycznym dla limfocytéw B, a zatem mogg by¢ one za-
angazowane w rekrutacje limfocytow B do ogniska zapalenia [56]. Przeciwcia-
ta produkowane pod wptywem IL-17 naleze¢ majg do 1gG2a i IgG3 [194]. Takze
IL-21, bedaca jedng z cytokin odpowiedzi Th17, ma wzbudzaé proliferacje i doj-
rzewanie limfocytéw B [101]. Znaczenie ANA w morfei pozostaje jednak nieja-
sne. Sugeruje sie, ze wysokie miana ANA o okre$lonej swoistosci powinny skta-
niac¢ do bardziej skrupulatnej obserwacji chorego w zwigzku z ryzykiem rozwoju
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innej choroby autoimmunizacyjnej [33, 156]. W opisywanej grupie badanej ANA
w mianie > 1/80 wykryto u 78%, a w mianie > 1/160 u 48% chorych, co znajdu-
je potwierdzenie w danych literaturowych [16, 48, 57, 82, 177, 189, 190, 207,
270, 273, 275]. W 4 przypadkach wykazano ich swoistos¢, z czego u 1 chorej ob-
serwowano przeciwciata przeciwko Scl-70, czemu towarzyszyt objaw Raynauda,
a u kolejnych 3 chorych stwierdzono przeciwciata przeciwko: SS-B, SS-A, Jo-1,
histonom, AMA-M2 i PCNA. U zadnego z nich nie potwierdzono wspotistnienia
drugiej choroby autoimmunizacyjne;j.

W zakresie cytokin poddanych analizie w prezentowanym badaniu: IL-17A,
IL-23, IL-21, IL-1B, VEGF-A, HGF, bFGF, TGFB1, zaréwno ekspresja ich gendéw
w PBMC, jak i osoczowe stezenie bgdz ekspresja gendw w skorze nie wykazaty
jednak zaleznosci z mianem ANA. Podobnie jak nie stwierdzono korelacji pomie-
dzy mianem ANA a LoSSI, aktywnoscig choroby czy dtugoscia jej trwania. A za-
tem wydaje sie, ze przynajmniej w morfei IL-17A i pozostate badane cytokiny nie
odgrywajg zasadniczej roli w procesach autoimmunizacyjnych, a same ANA nie
stanowig dobrego markera aktywnosci czy ciezkosci przebiegu choroby.

5.5. Interleukina-17A i wybrane cytokiny z nig zwigzane
w morfei i w postaci ograniczonej twardziny uktadowej

W badaniach bioragcych za swoéj przedmiot patogeneze SSc wiele uwagi po-
Swiecano zaburzeniom angiogenezy, a czynniki proangiogenne byty szeroko
opracowywane, chociaz ich wyniki sg niejednoznaczne. | tak obserwowano pod-
wyzszone surowicze stezenie VEGF w grupie chorych na SSc, ale nie byty to ob-
serwacje potwierdzane przez wszystkich autoréw [71, 92, 108, 139]. Podobnie
w odniesieniu do surowiczego stezenia bFGF, a takze HGF w SSc, opisywano za-
réwno ich podwyzszone wartosci, jak i brak réznic w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej [63, 108, 132, 137]. W prezentowanych badaniach wykazano znamiennie
podwyzszong ekspresje genu zaréwno VEGF, bFGF, jak i HGF w PBMC chorych
na ISSc w poréwnaniu ze zdrowg grupa kontrolng (odpowiednio: p = 0,00004,
p = 0,0003 i p = 0,00001). Nie wykazano natomiast réznicy pomiedzy tymi war-
tosciami w grupie chorych na ISSc, a chorych na morfee. Wyniki takie dowodzg
istotnej roli zaburzen angiogenzy w patogenezie obu chordb.

W pismiennictwie pojawito sie tez kilka prac poswieconych roli IL-17 w pa-
tomechanizmie SSc. Kurasawa i wsp. [154] wykazali zwiekszong ekspresje genu
IL-17 w PBMC chorych na SSc oraz w 2 z 4 biopsji skéry, a takze w limfocytach z po-
ptuczyn oskrzelowo-ptucnych u 3 z 3 badanych chorych. Stwierdzili oni réwniez
zwiekszone surowicze stezenie tej cytokiny. Rdwnoczesnie u chorych z nadpro-
dukcja IL-17 stwierdzono krétszy czas trwania choroby, ale nie wykazano zwigzku
z produkcjg ANA i obecnoscig zmian ptucnych w przebiegu SSc [154]. W opozycji
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do powyzej przedstawionych wynikow, Namyst nie wykazat zwiekszonej ekspre-
sji IL-17 w PBMC, niemniej stwierdzit on zwiekszong ekspresje receptora dla tej
IL [212]. Zwiekszone surowicze stezenie IL-17 korelujgce ze wczesnymi fazami
choroby obserwowali Murata i wsp. [203]. Autorzy ci stwierdzali tendencje do
stopniowego obnizenia sie tego stezenia w przebiegu choroby. Z kolei Radstake
i wsp. [242] wykazali zwiekszong liczbe krgzacych limfocytow Th17 u chorych
na SSc, przy czym nie wykryli oni IL-17 w surowicy tych chorych, przy réwno-
czesnym zwiekszonym stezeniu IL-6 i IL-23. Meloni i wsp. [186] nie obserwo-
wali natomiast zwiekszonej liczby limfocytéw Th17 w poptuczynach oskrzelowo-
-ptucnych chorych na SSc, u ktérych obserwowano objawy zajecia ptuc. Analiza
prezentowanych wynikéw wykazata z kolei znamiennie obnizong ekspresje genu
IL-17A w PBMC chorych na ISSc (p = 0,00001), czemu towarzyszyto istotnie nizsze
jej stezenie osoczowe (p = 0,005). Komura i wsp. stwierdzili podwyzszone surowi-
cze stezenie IL-23 u chorych na SSc, zwtaszcza u chorych z krétszym wywiadem.
Nie wykazali oni natomiast zwigzku z nasileniem zmian skérnych, w odréznieniu
od korelacji ze zmianami ptucnymi [145]. Podwyzszone osoczowe stezenie IL-23
w SSc obserwowali réwniez Radstake i wsp. [242]. W prezentowanych badaniach
nie wykazano co prawda zwiekszonego osoczowego stezenia IL-23, ale obserwo-
wano istotnie wyzszg ekspresje jego genu w PBMC chorych na ISSc, w poréwna-
niu ze zdrowa grupga kontrolng (p = 0,009). Dodatkowo stwierdzono znamiennie
wyzszg ekspresje genu IL-13 w PBMC (p = 0,005) i wyzsze osoczowe stezenie
IL-1B i IL-21 (odpowiednio p = 0,000004 i p = 0,0003). Co wiecej, w poréwna-
niu do grupy chorych na morfee obserwowano istotnie nizszg ekspresje genu
IL-17A w PBMC w grupie ISSc (p = 0,000001) i nizsze jej stezenie osoczowe, choé
zaleznos¢ ta pozostawata na granicy istotnosci statystycznej (p = 0,05); istotnie
nizszg ekspresje IL-23 genu w PBMC ISSc (p = 0,02), ale brak rdznicy w jej steze-
niu osoczowym pomiedzy obiema badanymi grupami; istotnie wyzsze osoczowe
stezenie IL-1B i IL-21 w grupie ISSc (odpowiednio p = 0,03 i p = 0,0009). Obserwa-
cje te dowodzg zaangazowania IL-17A w patogeneze 1SSc. Przypuszcza¢ mozna
dalej, ze mechanizmy wzbudzajgce synteze IL-17A s3 bardziej wydolne w morfei,
co moze by¢ przyczyng tagodniejszego jej przebiegu i mogtoby sugerowaé, ze
podobnie jak w tej ostatniej réwniez w SSc IL-17A odgrywa raczej ochronng niz
destrukcyjna role. Z drugiej jednak strony, prezentowane wyniki mogg dowodzié
odmiennosci tych dwdch jednostek chorobowych, jakkolwiek kwestia ta nadal
pozostaje nierozstrzygnieta.

Reasumujac, w prezentowanej pracy podjeto sie proby scharakteryzowania
roli IL-17A i wybranych cytokin z nig zwigzanych w patogenezie morfei. Nalezy
podkresli¢, ze choroba ta nieczesto jest indywidualnie przedmiotem badan na-
ukowych, stad wiedza na jej temat jest ograniczona, czesto wywodzona z do-
Swiadczen obejmujgcych w gtéwnej mierze chorych na SSc i pojedyncze przy-
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padki morfei. Co wiecej, brak tej wiedzy radykalnie ogranicza nasze mozliwosci
terapeutyczne w omawianej jednostce. IL-17A zostata wybrana z uwagi na wiele
obiecujgcych doniesien jej dotyczacych w innych chorobach o podtozu autoim-
munizacyjnym, w tym o potencjalnych korzysciach jakie mogtyby ptyngé z jej far-
makologicznego blokowania. Niemniej na podstawie prezentowanych wynikéw
uzyskano dowody z jednej strony potwierdzajace jej udziat w patomechanizmie
morfei, tak samo jak i innych poddanych badaniu cytokin, ale wydaje sie, ze by¢
moze wywiera ona raczej ochronny niz destrukcyjny wptyw na tkanki objete pro-
cesem chorobowym. Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze dotyczy to wytgcznie
poddanej badaniu IL-17A i nie mozna odnies¢ tych sugestii do innych cztonkdéw
rodziny IL-17. Dodatkowo wydaje sie, ze podobne wnioski wysnué¢ mozna takze
w odniesieniu do ISSc, z zastrzezeniem, ze ciezszy przebieg choroby moze wyni-
kac z bardziej niewydolnych niz w morfei mechanizmoéw wzbudzania odpowiedzi
Th17. Oczywiscie nalezy tutaj zaznaczy¢, ze badana grupa chorych na ISSc byta
niewielka i z pewnoscig w celu potwierdzenia prawdziwosci tej tezy w SSc nale-
zatoby jg powiekszy¢, a badania rozszerzy¢ o ocene ekspresji zaproponowanych
cytokin w skdrze i/lub innych organach zajetych procesem chorobowym. Na pod-
stawie prezentowanych wynikdw nie mozna rozstrzygna¢ tez kwestii oddzielno-
$ci omawianych jednostek, chociaz pewne rozbieznosci, ktére wykazano, wyda-
ja sie dowodzi¢, ze bezpieczniej jest uzywac terminu: choroby kregu twardziny.
Niewatpliwie ciekawg obserwacjg w prezentowanej pracy sg wyniki dotyczace
HGF, ktdre to biatko wydaje sie by¢ interesujgcym kandydatem do rozwoju no-
wych strategii terapeutycznych w grupie choréb kregu twardziny. Z kolei z uwagi
na wysokie wartosci zarowno ekspresji genu IL-1B, jak i jej osoczowego stezenia,
zwtaszcza we wczesnych okresach choroby, mozna by sie pokusi¢ o rozwazenie
préoby wdrozenia do leczenia fazy zapalnej morfei inhibitorow IL-1B. Przedsta-
wione badania przyczynity sie zatem do pogtebienia wiedzy dotyczgcej patoge-
nezy morfei, pozwolity na nowe spojrzenie na role IL-17A w jej patomechanizmie
i patomechanizmie choréb pokrewnych oraz wskazaty interesujgce kierunki roz-
woju nowych strategii terapeutycznych w tych jednostkach.
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6. Wnioski

90

Interleukina-17A i wybrane cytokiny zwigzane z réznicowaniem limfocy-
téw Thl7, a zatem IL-23, IL-1B i IL-21, biorg udziat w patomechanizmie
morfei, niemniej mozna przypuszczac, ze zwtaszcza lokalnie w skérze ob-
jetej witdknieniem mogg one miec raczej korzystny niz negatywny wptyw
na przebieg choroby.

Jednym z kluczowych zjawisk lezgcych u podtoza patogenezy morfei sg
uposledzone procesy angiogenetyczne, co wynika ze zwiekszonej eks-
presji gendw badanych czynnikdw proangiogennych w jednojgdrzastych
komarkach krwi obwodowej i obnizonej w skérze chorych na morfee.

Z uwagi na sugerowany korzystny efekt dziatania czynnika wzrostu he-
patocytow na wtdknienie skéry u chorych na morfee oraz wykazang we
wczesniejszych badaniach na myszach jego potencjalng zdolnos$¢ do ha-
mowania rozwoju choroby, wydaje sie, ze biatko to jest szczegdlnie inte-
resujgce w kontekscie rozwoju nowych strategii terapeutycznych w cho-
robach kregu twardziny.

Wysokie wartosci zarowno ekspresji genu IL-1B w jednojgdrzastych ko-
modrkach krwi obwodowej chorych na morfee i jej osoczowego stezenia,
zwtaszcza we wczesnych okresach choroby, mogg sktania¢ do rozwazenia
préby wdrozenia do leczenia fazy zapalnej morfei inhibitoréw IL-1.

Znaczne roznice w ekspresji gendw, zwtaszcza IL-17A i I1L-23 w komér-
kach jednojadrzastych krwi obwodowej oraz w ich osoczowym stezeniu
w morfei i postaci ograniczonej twardziny uktadowej, sugerujg z jednej
strony, ze u podtoza obu jednostek mogg leze¢ nieco odmienne zjawiska
patogenetyczne, ale mogg tez dowodzié, ze tagodniejszy przebieg morfei
wynika z bardziej wydolnych mechanizmoéw wzbudzajgcych odpowied?
Th17.



7. Streszczenie

Morfea (morphea), zwana takze twardzing ograniczong (localized scleroder-
ma, scleroderma circumscripta) jest przewlektg chorobg skéry o nieznanej, przy-
puszczalnie autoimmunizacyjnej etiologii. Zaliczana jest do grupy chordb tkanki
facznej. Okreslenie ,scleroderma”, wprowadzone blisko 200 lat temu, oznacza
dostownie twardg skére i ma opisywac choroby przebiegajgce z wtdknieniem
skéry i struktur przylegtych. Gtéwne odmiany morfei obejmujg postaé ograni-
czong, uogodlniong, linijng i gteboka. Jest to choroba narazajgca chorego w swo-
ich najtagodniejszych, aczkolwiek najczestszych postaciach, przede wszystkim na
problemy natury estetycznej, niemniej moze prowadzi¢ rowniez do znacznych
zaburzen funkcjonalnych, takich jak np. spowolnienie wzrostu koriczyny czy ogra-
niczenie ruchomosci w stawach i w konsekwencji do pogorszenia jakosci zycia.
Kwestig dyskusji jest, czy morfea i twardzina uktadowa [Systemic Scleroderma
(SSc)] to odmiany tej samej choroby, czy dwie rézne jednostki o zblizonych ce-
chach klinicznych i procesach patogenetycznych. Obecna wiedza dotyczaca pa-
tomechanizmu morfei jest niewystarczajgca, zwtaszcza w kontekscie niewielkich
mozliwosci terapeutycznych, ktérymi dysponujemy. Wiadomo, ze zaburzenia
W jej przebiegu obejmujg trzy zasadnicze zjawiska: nieprawidtowg angiogeneze,
wzbudzenie proceséw immunologicznych, w tym autoimmunizacyjnych oraz za-
burzony metabolizm macierzy zewnatrzkomdrkowej. Badania ostatnich kilku lat
Scisle sugerujg, ze cytokiny zwigzane z nowo opisanymi limfocytami Th17 moga
odgrywac role we wszystkich wymienionych powyzej zjawiskach. Znaczenie IL-17
podnoszono w pojedynczych badaniach w kontekscie SSc. Jak dotad nie byty one
jednak przedmiotem badan w odniesieniu do morfei.

Celem pracy byta: (1) ocena ekspresji genéw IL-17A, 1L-23, IL-1B, TGFB1, HGF,
bFGF, VEGF-A w komdrkach jednojgdrzastych krwi obwodowej [Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC)] chorych na morfee z uwzglednieniem poszczegdlnych
odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci; (2) ocena osoczowego ste-
zenia IL-17A, 1L-21, I1L-23, IL-1B w morfei z uwzglednieniem poszczegdlnych odmian
choroby, stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci; (3) ocena ekspresji gendw IL-17A,
IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A w skérze chorych na morfee z uwzglednieniem
poszczegdlnych odmian choroby, stopnia jej nasilenia oraz aktywnosci; (4) poréw-
nanie osoczowego stezenia powyzej wymienionych cytokin i ekspresji ich genéw
w PBMC chorych na morfee oraz posta¢ ograniczong SSc [Limited SSc (1SSc)].

Ogétem badaniami objeto 125 oséb, z czego 50 chorych na morfee oraz 75
0s6b zakwalifikowanych do grup kontrolnych. W grupie badanej wyrdzniono 5
podgrup: (1) 20 chorych na morfee plackowatg, (2) 15 chorych na morfee uogél-
niong, (3) 7 chorych na morfee linijng, (4) 2 chorych na morfee gteboka, (5) 6
chorych na morfee ze wspdtistniejgcymi wykwitami liszaja twardzinowego. Do ba-
dan kwalifikowano chorych, u ktérych kliniczne rozpoznanie morfei/liszaja twar-
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dzinowego potwierdzone zostato badaniem histologicznym. Badania przepro-
wadzono réwniez w 3 grupach kontrolnych, ktére obejmowaty tgcznie 75 oséb,
w tym: (1) 47 zdrowych ochotnikéw; (2) 15 chorych na ISSc — grupy te stanowity
kontrole w badaniu ekspresji gendow wybranych cytokin w PBMC oraz w badaniu
stezenia tych biatek w osoczu; (3) 13 chorych na raka piersi, od ktérych pobrano
wycinki skéry zdrowej — grupa ta stanowita kontrole w badaniu ekspresji genéw
wybranych cytokin w wycinkach skérnych. Krew obwodowsa, z ktérej pozyskiwa-
no PBMC i osocze pobrano u 110 osdb, w tym: 49 z grupy badanej, 47 zdrowych
ochotnikéw, 15 chorych na ISSc. Wycinki skéry uzyskano od 49 oséb, w tym: 36
chorych z grupy badanej, 13 chorych z grupy kontrolnej.

Chorych poddano ocenie aktywnosci procesu chorobowego i dtugosci trwa-
nia choroby oraz rozlegtosci, nasilenia i aktywnosci zmian skérnych w morfei z za-
stosowaniem wskaznika Localized Scleroderma Severity Index - LoSSI, zapropo-
nowanego przez Arkachaisriego i wsp. w 2008 r. Nastepnie w grupach badanych
i odpowiednich kontrolnych oznaczono osoczowe stezenie IL-17A, 1L-23, IL-1B
metodg immunoenzymatyczng ELISA z wykorzystaniem dostepnych komercyjnie
zestawdw R&D System (Minneapolis, USA) oraz osoczowe stezenie IL-21 z wyko-
rzystaniem dostepnych komercyjnie zestawdéw e-Bioscence (Wieden, Austria).
Przeprowadzono réwniez badanie ekspresji genéw IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFR1,
HGF, VEGF-A, bFGF w PBMC metodg reakcji tancuchowej polimerazy [Polymerase
Chain Reaction (PCR)] w czasie rzeczywistym. Izolacje catkowitego komdrkowego
RNA przeprowadzono metodg opisang przez Chomczynskiego i wsp. Do badania
wykorzystano system Light Cycler 2 (Roche Diagnostics GmbH, Niemcy) oraz ko-
mercyjne zestawy do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Analizowano fragmenty
gendw o diugosci 78-237 par zasad, wszystkie obejmowaty przynajmniej jeden
intron. Startery projektowano we wtasnym zakresie w oparciu o sekwencje ba-
zowe dostepne w zasobach swiatowych baz danych GeneBank i Ensembl lub
pozyskane z internetowej bazy danych starteréow http://www.rtprimerdb.org/
[107]. Wykonywano elektroforeze produktu na zelu agarozowym oraz analize
topnienia amplikonu. llosciowej oceny dokonano w oparciu o krzywe standardo-
we, a za gen referencyjny obrano dehydrogenaze gliceraldehydo-3-fosforanowg
(GAPDH). Przeprowadzono takze badanie ekspresji genéw IL-17A, IL-23, IL-1B,
TGFB1, HGF, VEGF-A w skdrze metodg PCR w czasie rzeczywistym. lzolacje catko-
witego komdrkowego RNA z biopsji skéry przeprowadzono poprzez homogeniza-
cje gteboko zamrozonych tkanek w odczynniku TriPure (Roche Applied Science),
z nastepowg podwadjng ekstrakcjg fenolem i chloroformem, przedzielong prze-
mywaniem izopropanolem i 75% etanolem. Dalsze etapy byty takie same, jak
w przypadku materiatu uzyskanego z PBMC. Przeciwciata przeciwjgdrowe [Anti-
nuclear Antibodies (ANA)] oceniano metodg immunofluorescencji posredniej na
substracie komérek nowotworowych raka krtani HEp-2 z zastosowaniem komer-
cyjnie dostepnych zestawdw Euroimmun (Madizinische Labordiagnostika, Lube-
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ka, Niemcy) oraz testem paskowym opartym na technice blotu Euroline ANA3
Euroimmun (Medizinische Labordiagnostika, Lubeka, Niemcy).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej wykorzystujgc w tym celu
statystyki opisowe, test U Manna-Whitney’a, test ANOVA Kruskala-Wallisa, kore-
lacje porzadku rang Spearmana. Za istotne statystycznie uznano te, ktore osig-
gnety wartosci p < 0,05.

Wykazano istotnie wyzszg ekspresje genu IL-17A w PBMC chorych na morfee
w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p = 0,027). Nie stwierdza-
no natomiast znamiennej réznicy w osoczowym stezeniu IL-17A w grupie ba-
danej w odniesieniu do grupy kontrolnej. Obserwowano istotnie nizszg ekspre-
sje genu IL-17A w skdrze chorych na morfee w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(p = 0,027). Stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy ekspresjg IL-17A w skoé-
rze chorych na morfee a LoSSI (p = -0,04). Wykazano istotnie wyzszg ekspresje
genu IL-23 w PBMC chorych na morfee w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb
zdrowych (p < 0,000005). Nie obserwowano znamiennej réznicy w osoczowym
stezeniu IL-23 ani ekspresji jej genu w skérze w grupie badanej w odniesieniu
do grupy kontrolnej. Stwierdzono ujemng korelacje pomiedzy osoczowym steze-
niem IL-23 chorych na morfee a LoSSI (p = -0,04). Nie wykazano znamiennej roz-
nicy w osoczowym stezeniu IL-21 u chorych na morfee w odniesieniu do grupy
kontrolnej. Obserwowano istotnie wyzszg ekspresje genu IL-18 w PBMC chorych
na morfee w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005). Wy-
kazano istotnie wyzsze osoczowe stezenie IL-13 w poréwnaniu z grupga kontrol-
ng oséb zdrowych (p = 0,0005). Nie stwierdzono znamiennej rdznicy w ekspresji
genu IL-1B w skoérze w grupie badanej w odniesieniu do grupy kontrolnej. Nie
obserwowano korelacji pomiedzy ekspresjg tej cytokiny w PBMC, jej osoczowym
stezeniem czy ekspresjg w skorze a LoSSI. Wykazano istotnie wyzszg ekspresje
genu VEGF-A w PBMC chorych na morfee w odniesieniu do grupy kontrolnej
0s6b zdrowych (p < 0,000005) oraz istotnie nizszg ekspresje genu VEGF-A w sko-
rze chorych na morfee w poréwnaniu z grupa kontrolng (p = 0,000009). Obser-
wowano tez istotnie wyzszg ekspresje genu bFGF w PBMC chorych na morfee
w odniesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005). Stwierdzono
réwniez istotnie wyzszg ekspresje genu HGF w PBMC chorych na morfee w od-
niesieniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych (p < 0,000005). Nie wykazano istot-
nych réznic w ekspresji HGF w skérze chorych na morfee i grupie kontrolnej, nato-
miast stwierdzono odwrotng korelacje pomiedzy ekspresjg HGF w skérze a LoSSI
(p =-0,03). Nie obserwowano istotnych réznic w ekspresji genu TGF1 w PBMC
chorych na morfee i grupy kontrolnej oséb zdrowych. Nie wykazano istotnych
réznic w ekspresji genu TGFB1 w skorze chorych na morfee i grupy kontrolnej.
Stwierdzono stabg odwrotng korelacje pomiedzy ekspresjg TGFB1 w PBMCa LoSSl|
(p =-0,047) i istotng statystycznie zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg TGFB1 w skorze
a LoSSI (p = 0,01). Ekspresja genu IL-17A w PBMC korelowata z ekspresjg genu

93



IL-23 w PBMC (p = 0,03) i w skorze (p = 0,02). Z kolei ekspresja IL-23 w skérze byta
odwrotnie proporcjonalna do ekspresji w niej IL-17A (p = -0,03). Ekspresja genu
TGFB1 w PBMC korelowata z ekspresjg IL-17A w skérze (p = 0,008). Natomiast eks-
presja IL-17A w PBMC byta odwrotnie proporcjonalna do ekspresji VEGF-A w skoé-
rze (p =-0,047). ANA w mianie = 1/80 wykryto u 39 z 50 chorych na morfee (78%).
U jednej chorej na morfee plackowatg miano ANA wynosito 1/2560, a ich doktad-
na analiza wykazata, ze sg one skierowane przeciwko topoizomerazie I. U kolejnej
chorej, u ktérej rozpoznano morfee linijng, miano ANA oceniono na 1/1280 i swo-
istos¢ w kierunku antygenéw: SS-A i SS-B. Zadna z tych oséb nie spetniata kryteriéow
rozpoznania innej, wspotistniejgcej choroby autoimmunizacyjnej poza morfeg. Nie
wykazano istotnych statystycznie zaleznosci pomiedzy mianem ANA a ekspresjg
genow badanych cytokin w PBMC, ich osoczowym stezeniem czy ekspresjg gendw
w skorze. Nie wykazano tez znamiennych korelacji pomiedzy mianem ANA a LoSSI,
dtugoscia trwania choroby czy jej aktywnoscia.

Analiza statystyczna danych uzyskanych w grupie chorych na ISSc w po-
réwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych wykazata: istotnie nizszg ekspresje
IL-17A w PBMC oraz jej osoczowe stezenie (p = 0,00001; p = 0,005); istotnie wyz-
szg ekspresje IL-23 w PBMC (p = 0,009); istotnie wyzszg ekspresje IL-1B w PBMC
oraz jej osoczowe stezenie (p = 0,005; p = 0,000004); istotnie wyzsze osoczowe
stezenie IL-21 (p = 0,0003); istotnie wyzszg ekspresje VEGF-A, HGF, bFGF w PBMC
(p =0,00004; p =0,0003; p =0,00001); brak statystycznie istotnych rdéznic pomie-
dzy ekspresjg TGFB1 w PBMC. Analiza statystyczna danych uzyskanych w grupie
chorych na ISSc w poréwnaniu z grupg chorych na morfee wykazata: istotnie
nizszg ekspresje IL-17A w PBMC oraz na granicy istotnosci statystycznej nizsze
osoczowe stezenie IL-17A (p = 0,000001; p = 0,05); istotnie nizszg ekspresje
IL-23 w PBMC (p = 0,02); istotnie wyzsze osoczowe stezenie IL-1B i IL-21
(p = 0,03; p = 0,0009); brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy ekspresjg
IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A, bFGF w PBMC.

Reasumujac, w prezentowanej pracy podjeto sie proby scharakteryzowania
roli IL-17A i wybranych cytokin z nig zwigzanych w patogenezie morfei. Na pod-
stawie prezentowanych wynikéw uzyskano dowody potwierdzajace jej udziat
w patomechanizmie morfei, tak samo jak i innych poddanych badaniu cytokin,
ale wydaje sie, ze wbrew wczesniejszym sugestiom jakoby IL-17 nasilata patolo-
giczne procesy w przebiegu chordb, w ktorych centralnym zjawiskiem jest wtok-
nienie tkanek, na podstawie przeprowadzonych badan podejrzewa¢ mozna, ze
przynajmniej w morfei, zwtaszcza lokalnie w obrebie sklerotycznie zmienionej
skéry, IL-17A ma raczej korzystny niz destrukcyjny wptyw na omawiane zjawi-
ska. Wynika to m.in. z obserwowanej ujemnej korelacji pomiedzy ekspresjg genu
IL-17A w obrebie sklerotycznej blaszki a stopniem nasilenia i rozlegtosci zmian skor-
nych i braku zaleznosci z dtugoscig trwania choroby oraz z odwrotnie proporcjonalne-
go zwigzku pomiedzy osoczowym stezeniem IL-23 a ciezkoscig przebiegu choroby. Co
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wiecej, takie postrzeganie roli IL-17A moze stanowi¢ wyttumaczenie dla nieocze-
kiwanego braku efektu IFNy w chorobach kregu twardziny, jako ze cytokina ta jest
znanym czynnikiem hamujgcym odpowiedz Th17. Protekcyjne znaczenie IL-17
podnoszono w zwierzecych modelach zapalenia jelit, astmy, choroby przeszczep
przeciwko gospodarzowi, cukrzycy oraz w chorobach nowotworowych u ludzi.
Nalezy jednak wyraznie podkresli¢, ze zawarte w pracy sugestie dotyczg wytgcz-
nie poddanej badaniu IL-17A i nie mozna ich odnosi¢ do innych cztonkéw rodziny
IL-17. Ponadto, wydaje sie, ze podobne wnioski wysnué mozna takze w odniesie-
niu do ISSc, z zastrzezeniem, ze ciezszy przebieg choroby moze wynikaé z bardziej
niewydolnych niz w morfei mechanizmdéw wzbudzania odpowiedzi Th17. Oczywi-
Scie nalezy tutaj zaznaczy¢, ze badana grupa chorych naISSc byta niewielka iz pew-
noscig w celu potwierdzenia prawdziwosci tej tezy w SSc nalezatoby jg powiek-
szy¢, a badania rozszerzy¢ o ocene ekspresji zaproponowanych cytokin w skdrze
i/lub innych organach zajetych procesem chorobowym. Na podstawie prezento-
wanych wynikow nie mozna rozstrzygnaé tez kwestii oddzielnosci omawianych
jednostek, chociaz pewne rozbieznosci, ktére wykazano, wydajg sie dowodzié,
ze bezpieczniej jest uzywac terminu: choroby kregu twardziny. Niewatpliwie cie-
kawg obserwacjg, wynikajacg z prezentowanej pracy, sg wyniki dotyczagce HGF.
Biatko to, jak sugerowano na podstawie badan na modelach zwierzecych, nie
tylko zapobiega procesowi wtdknienia w przebiegu choroby twardzinopodobnej,
ale wrecz znosi klinicznie jawne jego objawy. W prezentowanej pracy wykazano
odwrotng korelacje pomiedzy ekspresjg genu tej cytokiny w blaszce sklerotycz-
nej morfei a stopniem nasilenia i rozlegtosci zmian skérnych, ale nie z dtugoscia
trwania choroby. Jako ze omawiana jednostka wykazuje naturalng sktonnos¢ do
samoograniczajgcego sie przebiegu, razem czyni to z HGF interesujgcego kan-
dydata do rozwoju nowych strategii terapeutycznych w grupie choréb kregu
twardziny. Z kolei z uwagi na wysokie wartosci zaréwno ekspresji genu IL-1B i jej
osoczowego stezenia, zwtaszcza we wczesnych okresach choroby, mozna by sie
pokusi¢ o rozwazenie proby wdrozenia do leczenia fazy zapalnej morfei inhibito-
réow IL-1B. Przedstawione badania przyczynity sie zatem do pogtebienia wiedzy
dotyczacej patomechanizmu morfei, pozwolity na nowe spojrzenie narole IL-17A
W jej patogenezie i patogenezie choréb pokrewnych oraz wskazaty interesujace
kierunki rozwoju nowych strategii terapeutycznych w tych jednostkach.
Przedstawione wyniki badan pozwolity na wysnucie nastepujgcych wnioskéw:
1. Interleukina-17A i wybrane cytokiny zwigzane z réznicowaniem limfocy-
téw Th17, a zatem IL-23, IL-1B i IL-21, biorg udziat w patogenezie mor-
fei, niemniej mozna przypuszcza¢, ze zwtaszcza lokalnie w skorze objetej
wtdéknieniem mogg one miec raczej korzystny niz negatywny wptyw na
przebieg choroby.
2. Jednym z kluczowych zjawisk lezgcych u podtoza patogenezy morfei sg
uposledzone procesy angiogenetyczne, co wynika ze zwiekszonej eks-
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presji gendow badanych czynnikdw proangiogennych w jednojgdrzastych
komorkach krwi obwodowej i obnizonej w skérze chorych na morfee.

Z uwagi na sugerowany korzystny efekt dziatania czynnika wzrostu he-
patocytow na wtdknienie skéry u chorych na morfee oraz wykazang we
wczesniejszych badaniach na myszach jego potencjalng zdolnos$¢ do ha-
mowania rozwoju choroby, wydaje sie, ze biatko to jest szczegdlnie inte-
resujgce w kontekscie rozwoju nowych strategii terapeutycznych w cho-
robach kregu twardziny.

Wysokie wartosci zarowno ekspresji genu IL-1B w jednojgdrzastych ko-
morkach krwi obwodowej chorych na morfee i jej osoczowego stezenia,
zwtaszcza we wczesnych okresach choroby, mogg sktania¢ do rozwazenia
préby wdrozenia do leczenia fazy zapalnej morfei inhibitoréw IL-1.
Znaczne roznice w ekspresji gendow zwtaszcza IL-17A i IL-23 w komér-
kach jednojadrzastych krwi obwodowe] oraz w ich osoczowym stezeniu
w morfei i postaci ograniczonej twardziny uktadowej sugerujg z jednej
strony, ze u podtoza obu jednostek mogg leze¢ nieco odmienne zjawiska
patogenetyczne, ale z drugiej strony mogg tez dowodzi¢, ze tagodniejszy
przebieg morfei wynika z bardziej wydolnych mechanizméw wzbudzaja-
cych odpowiedz Th17.



8. Summary

Morphea, termed also the localized scleroderma (scleroderma circumscripta),
represents a chronic dermal disease of an unclear, probably autoimmune aetiolo-
gy. It is thought to belong to the group of connective tissue diseases. The term of
scleroderma, introduced almost 200 years ago, literally denotes an indurated skin
and is supposed to describe diseases developing with fibrosis of skin and adjacent
structures. Principal varieties of morphea include a limited form, a generalised
form, a linear form an a deep form. In its modest, although the most common,
forms the disease exposes patients to problems of an aesthetic nature, but it may
also lead to significant functional disturbances, such as slowed down growth of an
extremity or reduced mobility in joints and, consequently, deteriorated quality of
life. It is debatable whether morphea and systemic scleroderma (SSc) represent
varieties of the same disease or two distinct morbid units of similar clinical traits
and pathogenetic processes. Current knowledge on pathogenesis of morphea is
insufficient, particularly in view of the insufficient therapeutic potential in our di-
sposal. Disturbances which appear in its course are known to include three princi-
pal phenomena: abnormal angiogenesis, stimulated immune processes, including
autoaggressive reactions and a disturbed turnover of extracellular matrix. Results
of the recent few years strictly suggest that cytokines of the newly described lym-
phocytes Th17 may be involved all the above mentioned phenomena. Significance
of IL-17 was already accentuated in individual investigations on SSc but till now it
has not been addressed to morphea.

The study aimed at: (1) evaluation of IL-17A, 1L-23, IL-1B, TGFB1, HGF, bFGF,
VEGF-A gene expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in pa-
tients with morphea, taking into account individual varieties of the disease, its
intensity and activity; (2) evaluation of IL-17A, IL-21, IL-23, IL-1B concentrations
in plasma in morphea, taking into account individual varieties of the disease, its
intensity and activity; (3) evaluation of IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A gene
expression in skin of patients with morphea taking into account individual varie-
ties of the disease, its intensity and activity; (4) comparison of plasma concentra-
tions manifested by the above mentioned cytokines on one hand and expression
of their gene expressions in PBMC on the other in patients with morphea or the
limited form of SSc (ISSc).

The studies were conducted on 125 persons, including 50 patients with mor-
phea and 75 persons qualified to control groups. In the former group 5 subgro-
ups were distinguished, including: (1) 20 patients with macular morphea, (2)
15 patients with generalised morphea, (3) 7 patients with linear morphea, (4) 2
patients with deep morphea, (5) 6 patients with morphea coexisting with erup-
tions of lichen sclerosus. The patients were qualified to studies when clinical dia-
gnosis of morphea/lichen sclerosus was confirmed by histological examination.
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The studies were performed also on 3 control groups, including the total of 75
individuals, i.e., (1) 47 healthy individuals; (2) 15 patients with ISSc; the groups
constituted a reference in studies on gene expression of selected cytokines in
PBMC and in studies on plasma levels of the proteins; (3) 13 patients with breast
carcinoma, from whom samples of healthy skin were obtained; they served as
a reference group in studies on selected cytokine gene expression in skin sam-
ples. Peripheral blood, from which PBMC and plasma were obtained, was sam-
pled in 110 persons, including: 49 patients of the morphea group, 47 healthy
individuals, 15 patients with ISSc. Skin fragments were sampled in 49 persons,
including: 36 patients with morphea, 13 patients from the control group.

In the patients activity and duration of the disease process, spread, intensity
and activity of skin lesions in morphea were evaluated using the Localized Scle-
roderma Severity Index (LoSSl), suggested by Arkachaisri et al. in 2008. Then, in
the studied groups and respective control groups plasma levels of IL-17A, IL-23,
IL-1B were estimated by immunoenzymatic ELISA technique, using commercially
available R&D System kits (Minneapolis, USA) and plasma level of IL-21 was eva-
luated employing commercially available kits produced by e-Bioscence (Vienna,
Austria). Expression of IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A, bFGF genes in
PBMC was examined by polymerase chain reaction (PCR) in the real time. To-
tal cellular RNA was isolated using the technique of Chomczynski et al. In the
experiments the Light Cycler 2 system (Roche Diagnhostics GmbH, Niemcy) and
commercial kits for PCR in real time were used. Gene fragments of 78-237 bp
in length were estimated, all of which included at least a single intron. We de-
signed the primers using the base sequences available in the world data bases
of GeneBank and Ensembl, or obtained from on-line primer data base of http://
www.rtprimerdb.org/. The products were separated using agarose gel electro-
phoresis and analysis of amplicon melting temperature was conducted. The qu-
antitative analysis took advantage of standard curves and gene coding for glyce-
raldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) was selected as the reference
gene. Expression of IL-17A, IL-23, IL-1B, TGFB1, HGF, VEGF-A genes in a skin was
examined using PCR in a real time. Total cellular RNA was isolated from skin
biopsies was conducted by homogenization of deep frozen tissues in TriPure re-
agent (Roche Applied Science), followed by double extraction with phenol and
chloroform, spaced by washes with isopropanol and 75% ethanol. Subsequent
stages mimicked those used for the material obtained from PBMC. Antinuclear
antibodies (ANA) were evaluated using indirect immunofluorescence test on the
substrate of neoplastic laryngeal carcinoma cells, HEp-2 and commercially ava-
ilable Euroimmun kits (Medizinische Labordiagnostika, Libeck, Germany) and
the immunoblotting technique, Euroline ANA3 Euroimmun (Medizinische Labor-
diagnostika, LGbeck, Germany).

98



The obtained results were subjected to statistical analysis, using for the pur-
pose descriptive statistics, U test of Mann and Whitney, ANOVA test of Kruskal-
-Wallis, Spearman’s rank correlation analysis. The differences were assumed to
be significant at p < 0.05.

As compared to the control group of healthy individuals, PMBC of morphea
patients manifested a significantly higher expression of IL-17A gene (p = 0.027).
On the other hand, no significant difference was detected in plasma concentra-
tion of IL-17A between the studied group and the control group. A significan-
tly lower expression of IL-17A gene was detected in skin of morphea patients,
as compared to the control group (p = 0.027). Expression of IL-17A in the skin
of patients with morphea was found to exhibit negative correlation with LoSSI
(p = -0.04). A significantly higher expression of IL-23 gene was noted in PBMC
of morphea patients, as compared to that in the control group of healthy in-
dividuals (p < 0.000005). As compared to the control group, the morphea pa-
tients manifested no significant differences in plasma level of IL-23 or expression
of the respective gene in the skin. In patients with morphea plasma levels of
IL-23 showed a negative correlation with LoSSI (p =-0.04). No significant differen-
ce in plasma level of IL-21 could be detected between morphea patients and the
control group. A significantly higher expression of IL-1 gene in PBMC was noted
in morphea patients as compared to the control group of healthy individuals
(p < 0.000005). As compared to the control group of healthy individuals, the pa-
tients manifested a significantly higher plasma concentration of IL-1 (p = 0.0005).
No significant difference on expression of IL-1B gene in the skin could be noted
between the investigated group and the control group. Expression of the cytoki-
ne in PMBC, its plasma level or its expression in the skin demonstrated no corre-
lations with LoSSI. A significantly higher expression of VEGF-A gene was noted in
PBMC of morphea patients, as compared to the control group of healthy indivi-
duals (p < 0.000005) and a significantly lower expression of VEGF-A gene in the
skin of morphea patients, as compared to the control group (p = 0.000009). Also,
a significantly higher expression of bFGF gene was detected in PBMC of morphea
patients, as compared to the control group of healthy individuals (p < 0.000005).
A significantly higher expression of HGF gene was detected in PBMC of morphea
patients, as compared to control group of healthy individuals (p < 0.000005).
No significant differences were detected in expression of HGF gene in the skin
were detected between morphea patients and the control individuals but a re-
verse correlation was documented between the expression and LoSSI (p =-0.03).
No significant differences were disclosed between morphea patients and the
control group of healthy individuals in expression of TGFB1 gene in PMBC. The
two groups manifested also no significant difference in expression of TGFB1 gene
in the skin. A weak negative correlation was detected between TGFB1 expres-
sion in PBMC and LoSSI (p =-0.047) and a significant correlation between TGFB1
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expression in the skin and LoSSI (p = 0.01). Expression of IL-17A gene in PBMC
demonstrated a correlation with expression of IL-23 gene in PBMC (p = 0.03)
and in the skin (p = 0.02). In turn, expression of IL-23 in the skin proved to be
inversely proportional to expression of IL-17A in the skin (p = -0.03). Expression
of TGFB1 gene in PBMC manifested a correlation with expression of IL-17A in the
skin (p = 0.008). On the other hand, expression of IL-17A in PBMC manifested
an inverse correlation with expression of VEGF-A in the skin (p = -0.047). ANA at
the titre of > 1/80 was detected in 39 out of 50 morphea patients (78%). In one
of female patients with macular morphea ANA titre amounted to 1/2560, and
their detailed analysis demonstrated that the antibodies are directed to topoiso-
merase |. In a subsequent female patient with linear morphea the ANA titre was
estimated at 1/1280 and the antibodies were specific for SS-A and SS-B antigens.
None of the patients exhausted diagnostic criteria of a coexisting autoimmu-
ne disease other than morphea. No significant relationships could be disclosed
between titre of ANA on one hand and expression of studied cytokine genes in
PBMC, their plasma concentration or expression of the genes in the skin on the
other. Also, no significant correlations were detected between ANA titre on one
hand, LoSSI, duration of the disease or its activity on the other.

Statistical analysis of the data obtained in the group of patients with ISSc, as
compared to those detected in the control group of healthy individuals, demon-
strated: a significantly lower expression of IL-17A in PBMC and a significantly
lower concentration of the cytokine in plasma (p = 0.00001; p = 0.005); a signi-
ficantly higher expression of IL-23 in PBMC (p = 0.009); a significantly higher
expression of IL-1B in PBMC and a significantly higher plasma level of the cy-
tokine (p = 0.005; p = 0.000004); a significantly higher plasma concentration of
IL-21 (p = 0.0003); significantly higher expressions of VEGF-A, HGF, bFGF in
PBMC (p = 0.00004; p = 0.0003; p = 0.00001); no significant differences be-
tween expression of TGFB1 in PBMC. Statistical analysis of the data obtained
in the group of patients with I1SSc, as compared to the group of patients with
morphea, demonstrated: a significantly lower expression of IL-17A in PBMC
and, at the threshold of statistical significance, a lower plasma concentration of
IL-17A (p = 0.000001; p = 0.05); a significantly lower expression of IL-23 in PBMC
(p = 0.02); a significantly higher plasma concentrations of IL-1B and IL-21
(p = 0.03; p = 0.0009); no significant differences in expressions of IL-1B, TGFB1,
HGF, VEGF-A, bFGF in PBMC.

Summing up, the study represents an attempt to characterize roles of
IL-17A and of selected linked to it cytokines in pathogenesis of morphea. The
results provided proof for their involvement in pathogenesis of morphea but,
in contrast to earlier expressed suggestions that IL-17 intensifies pathological
processes in the course of diseases focused around fibrosis of tissues, the results
allow to suspect that, at least in morphea, particularly locally, within the sclero-
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tically altered skin, IL-17A exerts a favourable, rather than damaging effect on
the discussed phenomena. This is manifested, i.a., by the documented negative
correlation between expression of IL-17A gene within the sclerotic lamina on
one hand and intensity and spread of dermal lesions on the other and absence
of relationship between the expression and duration of the disease. Moreover,
such a role of IL-17A may provide an explanation for the unexpected absence of
IFNy effects in diseases of the scleroderma group, since the cytokine represents
a factor recognised to inhibit response of Th17. A protective role of IL-17 was
suggested in animal models of intestinal inflammation, of asthma, graft-vs-host
diseases, diabetes mellitus and neoplastic diseases in humans. Nevertheless, it
should be stressed that suggestions contained in this study are exclusively rela-
ted to the investigated IL-17A and they cannot be extended to other members
of IL-17 family. In addition, perhaps similar conclusions can be drawn in the case
of ISSc, with the reservation that the more severe course of the disease may
reflect more insufficient than in morphea mechanisms of Th17 response induc-
tion. Obviously, it should be noted that the studied group of patients with ISSc
was small and it should be enlarged attempting to corroborate the suggestion in
SSc while the investigations should be extended by evaluating the expression of
suggested cytokines in the skin and/or other organs involved by the pathological
process. Also, the obtained results do not permit to resolve the problem of whe-
ther the discussed morbid units represent distinct or the same disease although
certain divergences which have been disclosed seem to indicate that it is more
safe to use the term of scleroderma-spectrum disorders. Undoubtedly, an inte-
resting finding involves the data related to HGF. A suggested already in studies
on animal models, the protein not only prevents against fibrosis in the course of
a scleroderma-related disease but it openly eliminates its clear signs/symptoms.
In this study a negative correlation has been documented between expression
of the cytokine gene in sclerotic lamina of morphea on one hand and intensity
and spread of skin lesions but not duration of the disease on the other. Since the
discussed morbid unit manifests a natural tendency for a self-restricting cour-
se, this seems to point to HGF as a natural candidate for development of novel
therapeutic strategies in group of scleroderma-like diseases. In turn, the high
values of IL-13 gene expression and high plasma concentrations of the cytokine,
particularly at early stages of the disease, lure attempts to introduce IL-1f inhi-
bitors to therapy of morphea inflammatory phase. Thus, the presented results
promote development of a deeper knowledge on role of IL-17A in morphea pa-
thogenesis and pathogenesis of related diseases and they suggest interesting
directions of novel therapeutic strategies in the diseases.
The presented results allow to draw the following conclusions:
1. Interleukin-17A and selected cytokines linked to differentiation of lym-
phocytes Th17, and, thus, IL-23, IL-1p and IL-21, are involved in pathoge-
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nesis of morphea. Nevertheless, it may be suggested that the cytokines
exert more favourable than negative effects on the disease course, par-
ticularly locally in the skin affected by fibrosis.

Inhibited angiogenetic processes represent one of key phenomena
which determine morphea pathogenesis and which reflect augmented
expression of genes coding the studied pro-angiogenetic factors in pe-
ripheral blood mononuclear cells and their decreased expression in the
skin of patients with morphea.

In view of the suggested favourable effect of hepatocyte growth factor
in dermal fibrosis in patients with morphea and its potential ability to
inhibit development of a disease, demonstrated in earlier experiments
on mice, the protein seems to be particularly interesting in development
of novel therapeutic strategies in scleroderma-related diseases.

The high levels of IL-1B gene expression in peripheral blood mononuc-
lear cells of morphea patients and high plasma levels of the cytokine,
particularly at early stages of the disease, may lure investigators to con-
template introduction of IL-1B inhibitors to treatment of morphea in-
flammatory phase.

The pronounced differences in gene expression, particularly of IL-17A
and IL-23 on peripheral blood mononuclear cells and on their plasma
levels between morphea patients and patients with a limited form of
scleroderma on one hand suggest a slightly different character of pa-
thogenetic phenomena which provide ground for the pathologies but,
on the other hand, may prove that the less severe course of morphea
reflects more efficient mechanisms of stimulating Th17 response.
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