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Streszczenie

Wprowadzenie: Twardzina uktadowa (systemic sclerosis — SSc) jest chorobg tkanki tacznej charakteryzujaca sie prze-
wlektym procesem zapalnym o podtozu autoimmunologicznym. Badania ostatnich lat wskazujg, ze jedng z przy-
czyn nadmiernego pobudzenia limfocytéw moga by¢ zaburzenia procesu apoptozy. Wydaje sie, ze szczeg6lna role
w regulacji procesu na drodze receptorowej odgrywa rozpuszczalne biatko Fas (sFas).

Materiat i metody: Badaniami objeto grupe 40 kobiet w wieku 34-79 lat z rozpoznang SSc. Oceniano stezenie biat-
ka Fas w surowicy chorych w zaleznosci od podtypu klinicznego SSc, czasu trwania choroby, postaci klinicznej,
aktywnosci procesu chorobowego, stopnia i rozlegtosci stwardnienia skoéry, okresu mikroangiopatii twardzinowej,
obecnosci zmian w ptucach, przetyku i sercu, poziomu dopetniacza C3, obecnosci przeciwciat przeciwjadrowych oraz
stosowania preparatéw immunosupresyjnych. Grupe kontrolng stanowito 29 zdrowych kobiet, dobranych odpo-
wiednio pod wzgledem wieku.

Wyniki i wnioski: Wyniki badah wykazaty istotnie wyzsze steZenie sFas w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu
z grupa kontrolng 0séb zdrowych. Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu Fas w zaleznosci od obrazu kli-
nicznego choroby. Uzyskany wynik badan wydaje sie wskazywac, ze sFas jest waznym wskaznikiem zapobiegania
indukcji apoptozy limfocytow T w SSc, a tym samym moze prowadzi¢ do ich wzmozonej proliferacji.

Stowa kluczowe: twardzina uktadowa, rozpuszczalne biatko Fas, apoptoza.

Abstract

Introduction: Systemic sclerosis (SSc) is a connective tissue disease characterised by a chronic inflammatory pro-
cess of autoimmune basis. The research conducted for the last few years shows that one of the causes of excessi-
ve lymphocyte activation can be disorders of the apoptotic process. Soluble Fas (sFas) is a protein which plays an
important role in the regulation of the apoptosis receptor pathway.

Material and methods: The study included a group of 40 women between 34 and 79 years old, with diagnosed sys-
temic sclerosis. The analysis comprised clinical subtype, duration, activity of pathological process, degree and extent
of skin involvement, microvascular damage, presence of changes in lung, oesophagus and heart, level of comple-
ment C3 as well as antinuclear antibodies and applied immunosuppressive treatment. The control group included
29 healthy women, matched for age.

Results and conclusions: In our research we found significantly higher concentration of sFas protein in serum of
patients suffering from systemic scleroderma in comparison with the healthy control group. There were no signifi-
cant differences in the levels of sFas depending on examined systemic scleroderma clinical manifestations. The
obtained result seems to be an important prevention indicator of T lymphocyte apoptosis induction in systemic
sclerosis, at the same time leading to their increased proliferation.
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Ocena stezenia rozpuszczalnego biatka Fas w surowicy chorych na twardzine uktadowga

Wprowadzenie

Twardzina uktadowa (systemic sclerosis — SSc) nalezy
do uktadowych choréb tkanki tacznej, ktére cechuje prze-
wlekty proces zapalny o podtozu autoimmunologicznym
[1]. Dominujgcym objawem schorzenia jest postepujace
wioknienie skory, tkanki podskérnej i narzadéw wewnetrz-
nych, prowadzace do ich niewydolnosci [2-4].

Etiologia i patogeneza SSc nie jest do koAca wyjas-
niona. Zasadniczg role w rozwoju choroby odgrywaja
komaérki srédbtonka, komérki uktadu immunologicznego
(zwtaszcza limfocyty Ti B) oraz fibroblasty [5]. Czynniki
zewnetrzne, pod wptywem ktérych dochodzi do aktywa-
¢ji komarek uktadu immunologicznego i odpowiedzi auto-
immunologicznej, nie s3 blizej poznane [6]. Wsréd wielu
hipotez uwzglednia sie predyspozycje genetyczne (obec-
nos¢ haplotypéw DR3, DR5, DRw52) i oddziatywanie czyn-
nikéw srodowiskowych [7]. Zwraca uwage rola mikrochi-
meryzmu, narazenie na organiczne rozpuszczalniki
i toksyny (toluen, benzen, ksylen, weglowodory alifatycz-
ne, zywice epoksydowe), udziat czynnikéw infekcyjnych,
zwtaszcza ludzkiego wirusa cytomegalii, niektorych lekow,
jak bleomycyny, witaminy K, penicylaminy, B-adrenolity-
kéw, pentazocyny oraz genetycznie uwarunkowana indy-
widualna podatnosé na stres oksydacyjny potaczona
z wydzielaniem wolnych rodnikéw [1, 8-12]. W ostatnich
latach podkresla sie role zaburzen procesu apoptozy lub
jego nieprawidtowej regulacji. Apoptoza (z greckiego apop-
tosis — opadanie lisci) jest aktywnym, uporzadkowanym
procesem przemian morfologicznych i biochemicznych
determinowanych ekspresja odpowiednich gendw, pro-
wadzgcym do smierci komorki. Umozliwia eliminacje
komoérek bez wywotywania stanu zapalnego i uszkodze-
nia otaczajacych tkanek [13]. Indukcja apoptozy moze
nastepowac na drodze wewnatrzpochodnej (mitochon-
drialnej) oraz zewnatrzpochodnej (receptorowej). Droga
mitochondrialna, dominujaca, wigze sie z uruchomieniem
kaskady kaspaz. Obserwuje sie zwiekszenie przepusz-
czalnosci zewnetrznej btony mitochondrialnej, czego
nastepstwem jest przemieszczanie sie biatek z przestrzeni
perimitochondrialnej do cytoplazmy [14-16]. Droga
zewnatrzpochodna polega na indukcji apoptozy w nastep-
stwie wigzania swoistego liganda przez receptor znajdu-
jacy sie na powierzchni komaérki. Decydujaca role odgry-
wa tu receptor Fas (APO-1, CD95). Jest on glikozylowanym
biatkiem btonowym typu | o masie czasteczkowej 45 kDa.
Wykazuje ekspresje na powierzchni réznych typow pra-
widtowych i nowotworowych ludzkich linii komérko-
wych, m.in. na limfocytach T, B, makrofagach, hepatocy-
tach czy tymocytach. W odpowiedzi na sygnat
apoptotyczny dochodzi do potgczenia liganda Fas (Fasl)
z receptorem Fas, czego konsekwencjg jest proces trime-
ryzacji receptora Fas. Oddziatywanie pomiedzy recepto-
rem i ligandem (Fas—Fasl) odgrywa istotng role w indu-
kowaniu apoptozy linii limfoidalnej i wywotywaniu
systemowej odpowiedzi immunologicznej. Dziatanie pro-
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apoptotyczne mozliwe jest pod wptywem kompleksu bia-
tek adaptorowych, ktére sa posrednikami reakgji, lub przez
kontakt komérek [17-21].

Nastepstwem zaburzen procesu apoptozy w przebie-
gu twardziny uktadowej sg zmiany w uktadzie immuno-
logicznym zwigzane z uposledzong zdolnoscia do elimi-
nacji autoreaktywnych limfocytéw T czy B, co stymuluje
fibroblasty do syntezy nadmiernych ilosci kolagenu i sktad-
nikéw macierzy zewnatrzkomoérkowej, ostatecznie dopro-
wadzajac do postepujacego wibknienia skory, tkanki pod-
skérnej i narzadéw wewnetrznych [2, 22, 23].

Istotna role w ocenie zaburzen procesu apoptozy, kto-
ry stanowi niezbedny mechanizm regulujacy odpowiedz
immunologiczna i warunkujgcy utrzymanie stanu toleran-
cji organizmu w stosunku do wtasnych antygenéw u cho-
rych na SSc, odgrywa pomiar parametréw stymulujacych
lub hamujacych proces, a bedacych wyktadnikiem nasile-
nia zjawiska zaprogramowanej $mierci komarek [24].

Cel

Celem pracy jest ocena stezenia rozpuszczalnego biat-
ka Fas (sFas) w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu
z grupa kontrolng oséb zdrowych, a takze ocena stezenia
sFas w zaleznosci od cech klinicznych, laboratoryjnych
i zaawansowania procesu chorobowego w badanej gru-
pie chorych na SSc.

Materiat i metody

Badaniami objeto grupe 40 kobiet w wieku 34-79 lat
(Srednia 57,03 +11,16 roku) chorych na SSc, hospitalizo-
wanych w Katedrze i Klinice Dermatologii, Wenerologii
i Dermatologii Dzieciecej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie w 2008 r. Wszystkie kobiety uczestniczace
w badaniach spetniaty kryteria rozpoznania choroby zapro-
ponowane przez Amerykanskie Towarzystwo Reumato-
logiczne (American Rheumatism Association — ARA) [25].
U 34 (85%) chorych stwierdzono twardzine uktadowa typu
ISSc, a u 6 (15%) pacjentek rozpoznano postac dSSc. Wiek-
sz05¢ sposrod badanej grupy stanowity chore z pdzna nie-
aktywna SSc. Zmiany narzadowe obserwowano w ptu-
cach, przetyku i sercu. Do badan wtaczono chore w trakcie
leczenia immunosupresyjnego oraz te, ktére nie przyj-
mowaty lekéw immunosupresyjnych przez okres przy-
najmniej 6 miesiecy poprzedzajacych badanie. Charakte-
rystyke grupy badanej przedstawiono w tabeli 1. Grupe
kontrolng stanowito 29 zdrowych kobiet w wieku 3677 lat
($rednio 55,90 +11,13 roku).

Zadna sposrod badanych oséb (zaréwno w trakcie
badan, jak i w okresie jednego miesiaca poprzedzajace-
go badania) nie wykazywata klinicznych cech infekcji.
Z badan wykluczono osoby palace tyton, a takze podaja-
ce w wywiadzie wspétistnienie choréb alergicznych lub
innych mogacych mie¢ zwigzek z zaburzeniami procesu
apoptozy.
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Tab. 1. Charakterystyka badanej grupy chorych na twardzi-
ne uktadowg

Srednia wieku [lata] 57,03 +11,16
Postac kliniczna, n (%)
1SSc 34 (85)
dssc 6 (15)
Czas trwania choroby, n (%)
wczesna 9 (22,5)
pdina 31(77,5)
Aktywnos¢ procesu chorobowego, n (%)
aktywny 9 (22,5)
nieaktywny 31(77,5)

Stopien i rozlegtos¢ zajecia skéry mierzona mRSS
ISSc 0-14 (3rednio 5,74)

dSSc 5-22 ($rednio 15,33)
Obraz badania kapilaroskopowego, n (%)

wczesny 13 (32,5)

aktywny 18 (45)

pbdzny 9 (22,5)
Zmiany w ptucach, n (%)

czynnosciowe (spirometria i DLCO) 18 (45)

obrazowe (HRCT) 35 (87,5)

Zmiany w przetyku (skopia gornego odcinka przewodu
pokarmowego), n (%)

obecne 29 (72,5)
brak 11 (27,5)
Zmiany w sercu (EKG i echokardiogram), n (%)
obecne 27 (68,5)
brak 13 (32,5)

Poziom dopetniacza w surowicy
C3 [g/l] (norma 0,9-1,8)
C4 [g/l] (norma 0,1-0,4)

0,59-1,51 ($rednio 1,10)
0,08-0,36 (Srednio 0,21)

Obecnos¢ przeciwciat przeciwjadrowych, n (%)

Scl-70 21 (52,5)
ACA 14 (35)
przeciw polimerazie | 1(2,5
przeciw fibrylarynie 1(2,5)
brak 3(7,5)
Zastosowane leczenie, n (%)
cyklofosfamid i preparaty steroidowe 6 (15)
preparaty steroidowe 21(52,5)
brak 13 (32,5)

Materiat do badan stanowita krew obwodowa pobie-
rana z zyty odtokciowej w objetosci 5 ml ,na skrzep”. Préb-
ki krwi niezwtocznie po pobraniu wirowano przez 15 min
przy obrotach 1000 x g, a uzyskang surowice porcjowa-
no po 200 pli przechowywano w temperaturze —-80°C
do momentu wykonania oznaczen. Stezenie biatka Fas
oceniano z zastosowaniem metody immunoenzyma-
tycznej ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).
W tym celu wykorzystano gotowy zestaw odczynnikéw
i 96-dotkowych ptytek Human sAPO-1/Fas ELISA (Bender
MedSystems, Austria) o czutosci < 13,2 pg/ml. Dokonano
odczytu z mikroptytek przy uzyciu automatycznego,
jednokanatowego czytnika absorbancji ELISA ELx800
(BioTek Instruments, USA). Komputer sprzezony z czyt-
nikiem, za pomoca programu KCJR, na podstawie odczy-
tanej absorbancji swiatta z badanych studzienek i stu-
dzienek ze stezeniami standardéw, wykreslat krzywe
liniowe, logarytmiczne lub pétlogarytmiczne, na podsta-
wie ktorych wyliczat stezenia badanych parametréw. Ana-
lize statystyczng otrzymanych wynikéw badan przepro-
wadzono za pomoca programu Statistica 8.0. Ocene
zgodnosci rozktadu badanych cech z rozktadem normal-
nym przeprowadzono przy uzyciu testu Shapiro-Wilka.
Dla poréwnania wynikéw liczbowych w dwéch grupach
zastosowano test t-Studenta dla zmiennych niezaleznych.
Za istotne statystycznie przyjmowano wyniki przy pozio-
mie istotnosci p < 0,05.

Wyniki

Wyniki badan wykazaty wysoce znamiennie staty-
stycznie (p < 0,01) wyzszy poziom biatka Fas w surowicy
chorych na SSc w poréwnaniu z grupa kontrolng oséb
zdrowych. W grupie chorych wartosci sAPO-1/Fas
wahaty sie od 222,00 pg/mldo 1026,71 pg/ml (rednio
480,40 +223,82 pg/ml), a w grupie kontrolnej oséb
zdrowych od 119,92 do 597,42 pg/ml (Srednio 327,94
+112,54 pg/ml) (tab. 2., 3., ryc. 1.). Otrzymane wyniki badan
nie wykazaty znamiennych statystycznie r6znic w steze-
niu biatka Fas w surowicy chorych w zaleznosci od pod-
typu klinicznego SSc, czasu trwania choroby, jej postaci
klinicznej, aktywnosci procesu chorobowego, stopnia i roz-
legtosci stwardnienia skory, okresu mikroangiopatii twar-
dzinowej, obecnosci zmian w ptucach, w przetyku i w ser-
cu, poziomu dopetniacza C3, obecnosci przeciwciat
przeciwjadrowych oraz stosowania preparatow immu-
nosupresyjnych (p > 0,05) (tab. 4., 5.).

Tab. 2. Stezenie sFas u chorych na twardzine uktadowa i w grupie kontrolnej oséb zdrowych

Grupa badana

SAPQ-1/FAS [pg/ml]

Srednia SD mediana minimalne maksymalne
chorzy 480,4030 223,82171 424,1950 222,0000 1026,7100
grupa kontrolna 327,9486 112,5441 339,3300 119,9200 597,420
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Ocena stezenia rozpuszczalnego biatka Fas w surowicy chorych na twardzine uktadowga

Omowienie wynikow

Rozpuszczalne biatko Fas jest powierzchniowa
proteing, ktéra odgrywa istotna role w przekaznictwie
komaorkowym. Reguluje stezenie ligandu Fas oraz liczbe
receptoréw btonowych, a w szczegélnosci hamuje oddzia-
tywanie ligandu Fas z receptorem Fas w przestrzeni
zewngatrzkomorkowej, tym samym zapobiegajac indukgji
procesu apoptozy [26]. O roli, jaka petni biatko sFas w ini-
cjowaniu zaprogramowanej Smierci komorki, Swiadcza
dotychczasowe wyniki badan przeprowadzonych u cho-
rych na SSc i inne choroby autoimmunologiczne [27].

Wyniki badan wykazaty istotnie wyzsze stezenie sFas
w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu z osobami zdro-
wymi. Podwyzszone stezenie sFas wydaje sie przemawiac
za zahamowaniem aktywacji drogi receptorowej w prze-
biegu procesu apoptozy u chorych na SSc. Wydaje sie, ze
wzrost ekspresji biatka Fas jest najprawdopodobnie]
odzwierciedleniem fizjologicznej odpowiedzi na zacho-
dzaca w SSc aktywacje komorek T [6, 27, 28]. W bada-
niach wielu autoréw stwierdzono podwyzszone stezenie
sFas w grupie chorych na twardzine uktadowa w poréw-
naniu z grupa kontrolng oséb zdrowych [26, 29-31]. Auto-
rzy sugeruja, ze podwyzszony poziom sFas moze by¢ waz-
nym wskaznikiem zapobiegania indukcji apoptozy
limfocytéw T w SSc [26]. Warto zaznaczy¢, ze wyznaczni-
kiem rozpoczecia procesu apoptozy na drodze zewngtrz-
pochodnej jest przytaczenie sie ligandu Fas do receptora
Fas [20]. Biatko sFas, oddziatujac na potaczenie Fasl—Fas,
wydaje sie zapobiegac indukcji procesu apoptozy, a tym
samym sprzyja¢ pobudzeniu limfocytéw T w SSc. Uzy-
skane wyniki badan sugeruja, ze w patogenezie twardzi-
ny uktadowej sFas moze odgrywac istotng role w hamo-
waniu procesu apoptozy. Mozna przypuszczac, ze
uniemozliwiajac rozpoczecie zaprogramowanej Smierci
komérki, powoduje wzrost odpowiedzi proliferacyjnej lim-
focytow na autoantygeny, ostatecznie doprowadzajac do
nadmiernej aktywacji limfocytow T [6, 27, 28]. Stummuvoll
i wsp. obserwowali istotnie statystycznie wyzsze steze-
nie sFas w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng oséb zdrowych. Dodatkowo wykazali wyz-
sza ekspresje receptora Fas w limfocytach CD8+ chorych
na SSc w poréwnaniu z grupa kontrolng oséb zdrowych,
co wydaje sie przemawia¢ za wzmozonga apoptoza tych
limfocytéw. Nie obserwowali istotnych réznic w ekspre-
sji receptora Fas w limfocytach CD4+. Uzyskane wyniki
badan wtasnych oraz dane z pismiennictwa pozwalajag
sadzi¢, ze zaburzenia stezenia sFas w surowicy chorych
na SSc moga byt wyznacznikiem aktywacji limfocytow T
w przebiegu SSc. Dane z pisSmiennictwa wskazuja, ze
u chorych na SSc wystepuje nie tylko zwiekszona liczba
aktywowanych limfocytéw T w poréwnaniu z osobami
zdrowymi, ale takze wzmozona ekspresja receptoréw dla
biatka Fas na tych komérkach [32]. Wynika z tego, Ze pod-
wyzszony poziom sFas w surowicy chorych na SSc moze
chroni¢ autoreaktywne limfocyty T przed apoptoza indu-
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Tab. 3. Poréwnanie stezenia sFas w grupie chorych i w gru-
pie kontrolnej 0séb zdrowych

Parametr Wartos¢ funkgji Istotnosé
procesu apoptozy testowej
SAPO-1/FAS 3,36764 p < 0,01
1200 T T
p < 0,01
100 frmmmmmm T
F 800 [--=-m=-mm-=frmmmmmommmmmom oo
W
=
wn 600 T
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= 400k T
g "
3 —T—
200 [rrmrmT T e [ R
o 1 1
chorzy grupa kontrolna
grupa badana
—+ $rednia
D Srednia + SD
I min.-maks.

Ryc. 1. Stezenie biatka Fas w grupie badanej chorych na
twardzine uktadowa (N = 40) i grupie kontrolnej oséb zdro-
wych (N = 29)

kowanga przez system Fas ligand i prowadzi¢ do nad-
miernej aktywacji limfocytow T [6, 27, 28].

Warto jednak zwréci¢ uwage, ze istnieja badania,
w ktoérych nie obserwowano znamiennych réznic stezenia
sFas w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu z grupa
kontrolng 0séb zdrowych, co by¢é moze wynika ze sposo-
bu przeprowadzenia badan, réznic w aktywnosci procesu
chorobowego lub zastosowanego leczenia [27, 33, 34].

Wyniki badan nie wykazaty zaleznosci pomiedzy ste-
zeniem sFas a postacia kliniczng SSc, co sugeruje, ze by¢
moze stezenie sFas, a tym samym posrednio proces apop-
tozy indukowany przy udziale drogi receptorowej, doty-
czy SSc ogdlnie, nie jest zas charakterystyczny dla posta-
ci limited lub diffuse. By¢ moze wptyw na otrzymane
wyniki miat rozktad ilosciowy badanej grupy, w ktérej
wiekszos¢ stanowili chorzy z postacia limited, a tylko
6 przypadkow dotyczyto postaci diffuse. Stwierdzony brak
zaleznosci pomiedzy stezeniem sFas a postacia kliniczna
choroby jest zgodny z wynikami innych autoréw. W pra-
cach prowadzonych przez Wetziga i wsp. oraz Stummvolla
i wsp. u chorych na |SSc i dSSc réwniez nie obserwowa-
no znamiennych réznic stezenia sFas w zaleznosci od
postaci klinicznej choroby [26, 32].

Wydaje sie, ze regulacja procesu apoptozy na drodze
receptora Fas ma miejsce w obu postaciach choroby, nie-
mniej jednak uwzgledniajac obraz kliniczny, mozna by sie
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Tab. 4. Stezenie sFas w grupie badanej chorych na twardzine uktadowa w zaleznosci od obrazu klinicznego choroby

Twardzina SAPO-1/FAS [pg/ml]
$rednia SD mediana minimalne maksymalne

postac kliniczna [SSc 492,7253 235,33736 431,8000 222,0000 1026,7100

dSSc 410,5767 135,4047 378,8000 235,7200 609,340
czas trwania wczesny 441,2722 229,87286 386,7500 222,0000 965,1400
chorob

y pézny 491,7635 224,5912 431,6700 235,7200 1026,710

aktywnos¢ procesu aktywny 370,4367 112,84836 353,6600 235,7200 609,3400
chorobowego :

nieaktywny 512,3287 238,8474 441,8800 222,0000 1026,710
okres wczesny 425,4267 196,9957 4243250 222,0000 940,0300
mikroangiopatii —
twardzinowe] pézny 441,6944 180,8458 400,8200 235,7200 901,0500

aktywny 511,5433 246,1108 386,7500 287,8400 965,1400
FVC w normie 489,6217 229,90698 431,9300 222,0000 1026,7100

obnizone 339,9375 76,3504 349,1350 244,7600 416,720
TLC w normie 477,0683 238,78104 392,8600 222,0000 1026,7100

obnizone 469,9556 192,4893 416,7200 244,7600 901,050
DCO SBgy w normie 510,4580 255,33101 439,7500 222,0000 1026,7100

obnizone 436,4122 188,2734 396,1500 235,7200 901,050
zmiany w HRCT obecne 464,0983 206,43604 431,6700 222,0000 965,1400

brak 594,5360 328,0150 408,7800 287,8400 1026,710
zmiany w przetyku obecne 4439031 214,31059 383,5200 222,0000 1026,7100

brak 576,6300 229,6185 457,3800 333,3400 965,140
odchylenia w EKG obecne 400,6169 96,92370 392,8600 235,7200 594,8400

brak 518,8185 257,0857 441,8800 222,0000 1026,710
odchylenia obecne 442,0959 207,31606 383,0050 222,0000 1026,7100
w echokardiogramie

brak 527,2228 240,0282 451,4150 242,5100 965,140
poziom prawidtowy 4451561 184,46313 416,7200 235,7200 940,0300
dopetniacza C3 »

obnizony 547,2300 353,8691 389,8050 222,0000 1026,710
obecnos¢ przeciwciat Scl-70 425,0367 202,76795 374,0800 222,0000 940,0300

ACA 526,2429 222,8821 439,8800 267,6700 965,140
zastosowana S+C 332,1467 80,0992 343,5000 235,7200 441,8800
immunosupresja

S 530,4219 245,6574 447,8300 242,5100 965,1400

brak 468,0292 209,8234 431,9300 222,0000 1026,7100

spodziewat wyzszego stezenia sFas u chorych z dSSc,
u ktérych czesto dochodzi do zajecia narzadéw wewnetrz-
nych i gwattowniejszego przebiegu, szczegblnie we wczes-
nych stadiach choroby [26, 35-37].

Odmienne wyniki badan uzyskali Dziankowska-Bart-
kowiak i wsp., ktérzy obserwowali istotne statystycznie
réznice w stezeniach sFas w zaleznosci od postaci kli-
nicznej choroby. Badaniu poddano dwie poréwnywalne
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pod wzgledem liczbowym grupy chorych (15 chorych na
dSSci 14 na ISSc). Autorzy wykazali wyzsze stezenia sFas
u chorych na dSSc w poréwnaniu z pacjentami z SSc [29,
38]. Ingegnoli i wsp. obserwowali znamiennie wyzsza eks-
presje receptora Fas w limfocytach CD4+ i CD8+ u cho-
rych na dSSc. Uzyskane wyniki wydaja sie potwierdzac
zaburzenia procesu homeostazy limfocytow w patoge-
nezie SSc. Autorzy sugerowali, ze wzmozona ekspresja
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receptora Fas u chorych z postacia diffuse moze prowa-
dzi¢ do rozwoju mechanizméw samoregulacji w reakcji
na zaburzenia odpowiedzi immunologicznej. Wydaje sie,
ze nadmierna aktywacja limfocytéw T obserwowana
w nastepstwie oddziatywania biatka sFas moze osta-
tecznie powodowac eliminacje autoreaktywnych limfo-
cytéw na drodze szlakéw apoptotycznych, aktywowanych
przy udziale receptora Fas [39].

Analiza zaleznosSci pomiedzy stezeniem sFas a cza-
sem trwania SSc nie wykazata istotnych statystycznie r6z-
nic w stezeniu sFas w grupie chorych we wczesnym i pdz-
nym okresie SSc. Podobne wyniki uzyskali Stummvoll
i wsp., ktérzy w badaniach prowadzonych u 39 chorych
na SSc, ze Srednim okresem trwania choroby 10 9 lat,
réwniez nie obserwowali istotnych korelacji stezen biat-
ka Fas z czasem trwania procesu chorobowego [32].

Wyniki badan dotyczacych zaleznosci pomiedzy ste-
zeniem sFas w surowicy chorych na SSc a aktywnoscig
procesu chorobowego nie wykazaty istotnych réznic w ste-
zeniu biatka Fas u chorych z aktywnym i nieaktywnym
procesem chorobowym, co sugeruje, ze by¢ moze steze-
nie sFas w surowicy jest niezalezne od aktywnosci SSc.
Warto jednak nadmienic, ze na rezultat mogt mie¢ wptyw
podziat grupy badanej, bowiem wiekszos¢ chorych (31
0s6b) byta w nieaktywnej fazie SSc. W pracach prowa-
dzonych przez Wetziga i wsp. u chorych na SSc wykaza-
no jedynie nieznaczna korelacje pomiedzy stezeniem sFas
a aktywnoscia procesu zapalnego mierzona podwyzszo-
nym stezeniem CRP, OB i/lub obecnoscig komplekséw
immunologicznych, leukocytoza oraz zajeciem skory. Auto-
rzy czesciej obserwowali podwyzszone stezenia sFas
u chorych w aktywnym okresie choroby, niemniej jednak
w pojedynczych przypadkach réwniez u chorych w nie-
aktywnej fazie SSc stezenia sFas byty wysokie [26]. Nie
mozna wykluczy¢, ze réznice pomiedzy otrzymanymi
rezultatami a wynikami uzyskanymi przez Wetziga i wsp.
wynikajg z uwzglednienia innych kryteriow oceny aktyw-
nosci SSc. W badaniach wtasnych aktywnos¢ procesu cho-
robowego oceniano zgodnie z indeksem aktywnosci
wg European Scleroderma Study Group, ktéry uwzgled-
nia 10 parametréw klinicznych choroby [indeks Rodnana
(Rodnan skin score — RSS), sklerodaktylia, nasilenie zmian
skérnych w ostatnim miesiacu, obecnos¢ owrzodzen pal-
céw, zmiany naczyniowe, zapalenie stawdw, symetrycz-
ne obrzeki i bolesnos¢, obnizona wartos¢ DLCO, pogor-
szenie wydolnosci sercowo-ptucnej w ciggu ostatniego
miesiaca, OB, hipokomplementemia C3 lub C4].

Wyniki badan nie wykazaty istotnych zaleznosci mie-
dzy stezeniem sFas a stopniem i rozlegtoscia zajecia sko-
ry wyrazong zmodyfikowang skalg RSS (mRSS), co suge-
ruje, ze by¢ moze apoptoza limfocytéw T w surowicy nie
jest dominujagcym procesem w patogenezie zmian skor-
nych u chorych na SSc. Istotna role w procesie wtdknie-
nia skory przypisuje sie bowiem odktadaniu witokien kola-
genu, ktory jest produkowany w nadmiarze przez niektére
populacje fibroblastéow [26]. Otrzymane wyniki znajdujag
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Tab. 5. Poréwnanie stezenia sFas w grupie badanej chorych
na twardzine uktadowa w zaleznosci od obrazu kliniczne-
go choroby

sAPO-1/FAS Wartos¢ funkcji p
testowej

posta¢ kliniczna 0,82547 > 0,05
czas trwania choroby -0,59079 > 0,05
aktywnos¢ procesu chorobowego — -1,71548 > 0,05
okres mikroangiopatii 0,509364 > 0,05
twardzinowej

FvC 1,28060 > 0,05
TLC 0,08129 > 0,05
DCO SB 1,00775 > 0,05
zmiany w HRCT -1,22683 > 0,05
zmiany w przetyku -1,71588 > 0,05
odchylenia w EKG -1,59506 > 0,05
odchylenia w echokardiogramie -1,20355 > 0,05
poziom dopetniacza C3 -1,05504 > 0,05
obecnos¢ przeciwciat -1,39068 > 0,05
zastosowana immunosupresja 1,951282771 > 0,05

potwierdzenie w badaniach prowadzonych przez Atesa
i wsp., ktérzy réwniez nie wykazali znamiennych zalez-
nosci pomiedzy stezeniem sFas a stopniem i rozlegtoscia
zajecia skory u chorych na SSc [27]. Odmienne wyniki
badan uzyskali Dziankowska-Bartkowiak i wsp., ktérzy
obserwowali nie tylko dodatnia korelacje pomiedzy ste-
zeniem sFas a stopniem zaawansowania zmian skérnych,
ale takze wprost proporcjonalng zaleznos¢ miedzy ste-
zeniem sFas w surowicy a zajeciem uktadu kostno-sta-
wowego. By¢é moze réznice w rezultatach badan wynika-
ja z zastosowania réznych skal do oceny stopnia
i rozlegtosci zmian skérnych. W badaniach wtasnych
postugiwano sie bowiem skalg wg Rodnana, ktéra opie-
ra sie na palpacyjnej ocenie grubosci fatdu skéry 17 obsza-
roéw ciata. W badaniach prowadzonych przez Atesa i wsp.
oraz Dziankowska-Bartkowiak i wsp. oceniano grubosé
skory 15 obszardw ciata. Na podstawie otrzymanych wyni-
kéw autorzy sugeruja, ze podwyzszone stezenie sFas
w twardzinie uktadowej moze by¢ wskaznikiem zajecia
skory i uktadu kostno-stawowego [29].

Analiza zaleznosci pomiedzy stezeniem sFas a okre-
sem mikroangiopatii twardzinowej ocenianym na pod-
stawie badania kapilaroskopowego watu paznokciowe-
go nie wykazata zaleznosci pomiedzy stezeniem sFas
a weczesnym, aktywnym i péznym okresem mikroangio-
patii twardzinowej, co pozwala sugerowa¢, ze by¢ moze
stezenie sFas w surowicy jest niezalezne od zmian obser-
wowanych w mikrokrgzeniu. Zasadniczg role w rozwoju
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mikroangiopatii twardzinowej przypisuje sie bowiem
uszkodzeniu komorek srédbtonka drobnych naczyn, co
prowadzi do zaburzenia réwnowagi pomiedzy procesami
koagulacji i fibrynolizy. Aktywacja uktadu immunologicz-
nego, cho¢ niezwykle wazna w patogenezie SSc, wydaje
sie zjawiskiem wtérnym, bowiem nacieki z komaérek jed-
nojadrowych pojawiaja sie jakis czas po stwierdzeniu
apoptozy komérek srédbtonka [40]. W dostepnym
pismiennictwie nie znaleziono badan dotyczacych
stezenia sFas w zaleznosci od okresu mikroangiopatii
twardzinowej. Istnieja jednak doniesienia, w ktérych
u pacjentéw z twardzing uktadowa z ograniczonymi
stwardnieniami skory (ISSc) obserwowano odwrotnie pro-
porcjonalng zaleznos¢ miedzy czasem trwania zaburzen
wazomotorycznych (tj. objawu Raynauda) a stezeniem
sFas. Zjawisko to nie jest do kofica wyjasnione, najpraw-
dopodobniej wigze sie z nasilonym hamowaniem proce-
su apoptozy we wczesnych stadiach choroby, w nasteps-
twie czego dochodzi do rozwoju autoimmunologicznych
procesow wtdknienia [41].

Analiza korelacji pomiedzy stezeniem sFas a obecno-
Scig zmian w ptucach, ocenianych na podstawie wyniku
badania tomografii komputerowej klatki piersiowej wyso-
kiej rozdzielczosci (HRCT) oraz parametrow czynnosciowych
ptuc — natezonej pojemnosci zyciowej (FVC), catkowitej
pojemnosci ptuc (TLC) i pojemnosci dyfuzyjnej ptuc (DLCO)
wyrazonej wskaznikiem DCO SBgy, nie wykazata istnienia
znamiennych zaleznosci. Otrzymane wyniki znajduja
potwierdzenie w badaniach innych autoréw. Ates i wsp. nie
wykazali istotnych réznic w stezeniu sFas w surowicy cho-
rych z obecnoscia zwtdknien w ptucach i chorych bez zmian
w obrazie HRCT klatki piersiowej. Nie obserwowali takze
znamiennych korelacji pomiedzy stezeniem sFas w suro-
wicy a pojemnoscia dyfuzyjng ptuc [27]. Podobne rezulta-
ty uzyskali Luzina i wsp. oraz Wetzig i wsp. [26, 42].

Mimo stwierdzenia braku zaleznosci miedzy steze-
niem sFas a obecnoscig zmian w ptucach, warto zwrécic
uwage, ze istniejg doniesienia, w ktérych podkresla sie
role sFas w rozwoju choroby srédmiazszowej ptuc u cho-
rych na SSc. Potwierdzaja to prace poswiecone roli pro-
cesu apoptozy w patogenezie SSc indukowanej przez ble-
omycyne. Kuwano i wsp. wykazali, ze przeciwciata
anty-FasL podawane w iniekcjach moga zapobiegaé pro-
cesowi widknienia ptuc indukowanemu przez bleomycy-
ne u chorych na SSc. Przeciwciata anty-Fas najprawdo-
podobniej hamuja apoptoze indukowana na drodze
Fas—FasL [43]. Wydaje sie jednak, Ze nie jest to wystar-
czajacy mechanizm ochronny, poniewaz procesy wték-
nienia w ptucach sg wywotywane nie tylko na drodze
ligand-receptor [23].

Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci
pomiedzy stezeniem sFas w surowicy a obecnoscig zmian
w przetyku uwidocznionych w skopii gérnego odcinka
przewodu pokarmowego u chorych na twardzine ukta-
dowa. Otrzymane wyniki sg zgodne z rezultatami badan
Stummvolla i wsp. oraz Wetziga i wsp., ktorzy rowniez nie
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obserwowali znamiennych réznic w stezeniu sFas w suro-
wicy chorych ze zmianami w przetyku w stosunku do cho-
rych bez uchwytnych zmian w skopii gérnego odcinka
przewodu pokarmowego [26, 32].

W badaniach dotyczacych zaleznosci miedzy obec-
noscig zmian w sercu (EKG i echokardiogram) a stezeniem
sFas w surowicy nie wykazano istotnych réznic w poréw-
naniu z grupa 0séb, u ktérych nie obserwowano zajecia
serca. Nie mozna wykluczy¢, ze relatywnie mate grupy
badanych ze zmianami w EKG i echokardiogramie mogty
wptynaé na uzyskane wyniki.

Podsumowujac —w badaniach wtasnych nie wykaza-
no istotnych zaleznosci pomiedzy stezeniem sFas w suro-
wicy a wyktadnikami zajecia narzadéw wewnetrznych
u chorych na SSc. Uzyskane wyniki pozwalaja sadzi¢, ze
by¢ moze apoptoza komérek zalezna od sFas nie jest
gtéwnym mechanizmem powstawania zmian narzado-
wych u chorych na SSc. Zasadnicza role w patogenezie
zmian przypisuje sie bowiem nadmiernemu odktadaniu
sie wtokien kolagenowych jako nastepstwu zaburzonej
syntezy kolagenu przez fibroblasty. W badaniach prowa-
dzonych w warunkach in vitro potwierdzono, ze do wytwa-
rzania duzych ilosci kolagenu zaktywowane fibroblasty
nie wymagaja statej stymulacji komaérek uktadu immu-
nologicznego. Komorki uktadu immunologicznego wyda-
ja sie niezbedne do pobudzenia czynnosci fibroblastow
zwiazanej z wyselekcjonowaniem subpopulacji fibrobla-
stow zdolnych do wytwarzania duzych ilosci kolagenu [44].
Co ciekawe, sugeruje sie réwniez, ze stezenie sFas moze
by¢ zwigzane z nadmierng aktywnoscia fibroblastéw.
Wzmozong ekspresje receptora Fas obserwowano bowiem
nie tylko w limfocytach, ale takze w fibroblastach i innych
komarkach odpowiedzi immunologicznej [45].

W badaniach nie potwierdzono istotnych zaleznosci
pomiedzy stezeniem sFas a poziomem sktadowej C3 dopet-
niacza i obecnoscia przeciwciat przeciwjadrowych. Ze
wzgledu na brak w dostepnym pismiennictwie podobnych
badan interpretacja otrzymanych wynikéw jest trudna.
Warto jednak zauwazy¢, ze role przeciwciat w patogene-
zie SSc podkresla sie w aspekcie zmian naczyniowych
i narzadowych zwigzanych z procesem apoptozy komérek
srodbtonka i witéknieniem, nie zas z bezposrednim oddzia-
tywaniem na komérki uktadu immunologicznego [46].

Nie wykazano znamiennych statystycznie zaleznosci
miedzy stezeniem sFas a zastosowanym leczeniem immu-
nosupresyjnym. Odmienne wyniki uzyskali Ates i wsp.,
ktérzy stwierdzili znamiennie wyzsze stezenie sFas w suro-
wicy nieleczonych chorych na SSc w poréwnaniu z grupa
0s6b zdrowych i chorych w trakcie terapii. U chorych na
reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) przed wtaczeniem
leczenia obserwowano takze istotnie wyzsze stezenie sFas
w poréwnaniu z chorymi w nieaktywnej fazie choroby
i grupa kontrolng osob zdrowych. Stezenie sFas u chorych
w aktywnym okresie choroby, u ktérych rozpoczeto lecze-
nie immunosupresyjne, byto nizsze niz u chorych z aktyw-
nym RZS bez immunosupresji. Réznice te nie osiaggnety
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jednak istotnosci statystycznej. Warto nadmienic, ze spo-
srod 30 chorych na RZS, ktérych poddano badaniu,
28 byto w aktywnej fazie choroby. Preparaty steroidowe,
cyklofosfamid, azatiopryna czy metotreksat, wywierajac
dziatanie immunosupresyjne, sg silnymi czynnikami sty-
mulujgcymi proces apoptozy [27, 47].

Podsumowujac — wykazane istotnie wyzsze stezenie
biatka sFas w surowicy chorych na SSc w poréwnaniu
z 0sobami zdrowymi wydaje sie przemawia¢ za zahamo-
waniem drogi receptorowej w aktywacji procesu apopto-
zy u chorych na SSc. Stwierdzenie braku istotnych réznic
w stezeniu sFas w zaleznosci od obrazu klinicznego cho-
roby sugeruje, ze zmiany stezenia sFas dotycza SSc ogol-
nie, nie sg za$ charakterystyczne dla okreslonych mani-

festacji klinicznych.
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