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Streszczenie

W patogenezie twardziny uktadowe] (systemic sclerosis — SSc) wskazuje sie na udziat metaloproteinaz macierzy
zewngatrzkomérkowej (metalloproteinases — MMPs).

Celem obecnej pracy byto poréwnanie stezenia w surowicy chorych na SSc dwéch metaloproteinaz — zelatynaz
MMP-2 i MMP-9 z ich ekspresja w zmienionej chorobowo skérze.

Badaniem objeto 10 chorych na twardzine uktadowa (6 z postacia limited — 1SS, i 4 z postacia diffuse — dSSc) oraz
10 zdrowych ochotnikéw, stanowiacych grupe kontrolna.

Stezenie MMP-2 i MMP-9 w surowicy oznaczono przy uzyciu metody ELISA z wykorzystaniem zestawéw firmy R&D
Systems. W celu oceny ekspresji MMPs zastosowano barwienia immunohistochemiczne metodg immunoperoksy-
dazowa z pierwotnymi mysimi przeciwciatami monoklonalnymi z wykorzystaniem zestawu EnVision firmy DAKO.
Srednie stezenie MMP-2 w surowicy chorych nie réznito sie w obu postaciach klinicznych twardziny (ISSc — 245,2
ng/mlvs dSSc — 248,0 ng/ml) ani w poréwnaniu z grupa kontrolna (SSc — 246,4 ng/ml vs 248,0 ng/ml) (p>0,05).
Srednie stezenie MMP-9 w surowicy chorych byto znamiennie wyzsze w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w gru-
pie kontrolnej (857,7 ng/ml vs 431,1 ng/ml; p<0,05), nie stwierdzono istotnych réznic w obu postaciach klinicznych
SSc (ISSc - 837,2 ng/ml vs dSSc 888,3 ng/ml; p>0,05).

Wykazano statystycznie znamienng, ujemna korelacje pomiedzy stezeniem MMP-9 w surowicy a czasem trwania
stwardnien skory (p=-0,860; p<0,02).

Ekspresja obu badanych metaloproteinaz w skérze chorych z SSc byta silniejsza w wycinkach ze zmian chorobo-
wych w poréwnaniu do stwierdzanej u oséb zdrowych.

Uzyskane wyniki potwierdzajg znaczacy udziat MMPs w patogenezie twardziny uktadowe;j.

Stowa kluczowe: Zelatynazy A i B, twardzina uktadowa, patogeneza.

Abstract

The role of extracellular matrix metalloproteinases (MMPs) is implicated in pathogenesis of systemic sclerosis (SSc).
The aim of present study was a comparison of serum levels of two metalloproteinases %u2013 gelatinases MMP-2
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and MMP-9 with their expression in lesional skin biopsies from patients with systemic sclerosis.

10 patients with systemic sclerosis (6 with limited SSc and 4 with diffuse SSc) and 10 healthy volunteers without
any skin disease were examined.

Evaluation of serum levels of MMP-2 and MMP-9 was performed by ELISA method with R&D Systems. Expression
of MMPs was determined by immunohistochemistry in DAKO En Vision detection system using immunoperoxidase
method with mouse monoclonal antibodies.

Mean serum levels of MMP-2 were not statistically different between SSc patients and control group or both clinical
types of SSc (ISSc 245.2 ng/ml vs. dSSc %u2013 248.0 ng/ml) and control group (246.4 ng/ml vs. 248.0 ng/ml) (p>0.05).
Mean serum level of MMP-9 was statistically higher in SSc patients compared to control group (857.7 ng/ml vs. 431.1
ng/ml; p<0.05). There were no significant differences in MMP-9 mean serum levels between patients with [SSc
%u2013 837.2 ng/ml vs. dSSc %u2013 888.5 ng/ml (p>0.05). Statistically significant negative correlation was observed
between serum concentrations of MMP-9 and duration of skin sclerosis (r = -0.860; p<0.02).

Expression of both examined metalloproteinases was stronger in lesional skin in comparison to control group biopsies.

Obtained results confirm important role of MMPs in the pathogenesis of systemic sclerosis.

Key words: gelatinases A and B, systemic sclerosis, pathogenesis.

Wprowadzenie

Patogeneza twardziny uktadowej jest ztozona i nie
do konca wyjasniona. W rozwoju tej choroby bierze praw-
dopodobnie udziat wiele r6znych, wzajemnie na siebie od-
dziatujgcych czynnikow.

Nadmierne gromadzenie kolagenu w twardzinie ukta-
dowej, stwierdzane nie tylko w skorze, ale rowniez w na-
rzadach wewnetrznych (przewdd pokarmowy, ptuca, ser-
ce, nerki), spowodowane jest m.in. wzmozonym odktada-
niem kolagenu |, I, V, VI, VI, fibronektyny i tenascyny
wokot naczyn, na granicy skéry wtasciwej i tkanki pod-
skornej [1, 2].

Homeostaza tkanki tgcznej w twardzinie uktadowe;j
regulowana jest m.in. przez réwnowage pomiedzy pro-
dukcja i degradacja sktadnikéw macierzy zewnatrzkomaor-
kowej. Liczba sktadnikéw macierzy zewngtrzkomérkowej
(extracellular matrix — ECM) zalezna jest od réwnowagi
pomiedzy degradujacymi je enzymami a ich tkankowymi
inhibitorami. Dotychczas poznano dos¢ doktadnie role
tych czynnikéw w szerzeniu sie proceséw nowotworowych
[3-7], toczniu rumieniowatym uktadowym, reumatoidal-
nym zapaleniu stawéw [8] czy tworzeniu keloidow [9].

Metaloproteinazy naleza do enzyméw rozktadajacych
sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej, ktérych aktyw-
nos¢ wigze sie z obecnoscig aktywnych jonéw cynku i wap-
nia. MMPs s3 syntetyzowane i wydzielane przez wiele réz-
nych komérek, takich jak fibroblasty, monocyty, granulocy-
ty, limfocyty T, dendrytyczne komérki Langerhansa,
makrofagi, komérki srodbtonka, komérki nabtonkowe, mio-
cyty, neurony i astrocyty, a takze keratynocyty [10, 11, 12].
Metaloproteinazy r6znia sie miedzy soba substratami, w sto-
sunku do ktérych wykazuja wtasciwosci trawigce. Metalo-
proteinaza 2 (MMP-2) jest zelatynaza A o ciezarze czastecz-
kowym 72 kDa, wykazuje zdolnos¢ degradacji kolagenu ty-
pul, IV, V, VII, X, XI, XIV, zelatyny, elastyny, fibronektyny,
agrekanu, osteonektyny, lamininy 1, 5, metaloprote-
inaz 1, 9, 13. Natomiast metaloproteinaza 9 (MMP-9)
o ciezarze czasteczkowym 92 kDa, zwyczajowo nazywa-
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na zelatynaza B, ma zdolnos¢ trawienia kolagenu
typu IV, V, VII, X, XIV, zelatyny, entaktyny, agrekanu, elastyny,
fibronektyny, osteonektyny, plazminogenu oraz IL-1B [2].

Wykazano, ze zaréwno metaloproteinazy macierzy,
jak iich tkankowe inhibitory odgrywaja istotna role w prze-
biegu proceséw zapalnych [13, 14].

Dotychczasowe wyniki badan podkreslaja udziat me-
taloproteinaz w patogenezie twardziny uktadowej, jed-
nakze ich rola nie zostata doktadnie poznana.

Celem niniejszej pracy byta ocena stezenia w surowi-
cy chorych na twardzine uktadowa zelatynaz — MMP-2
i MMP-9, a takze ich ekspresji w chorobowo zmienionej
skoérze, oraz pordwnanie z wynikami uzyskanymi w gru-
pie kontrolnej.

Materiat i metody

Pacjenci

Do grupy badanej zakwalifikowano 10 chorych z twar-
dzina uktadowa, 6 z postacia ograniczong — limited SSc
(ISSc), i 4 z postacia uogélniong choroby — difusse SSc
(dSSc). Wsrdd pacjentow byto 9 kobiet i 1 mezczyzna, Sred-
ni wiek chorych wynosit 54,4 roku (38-72 lat). Rozpozna-
nie choroby postawiono w oparciu o kryteria diagnostycz-
ne twardziny uktadowej Amerykanskiego Instytutu Reu-
matologii (American College of Rheumatology — ACR) [15].
Stopien stwardnienia skéry oceniano za pomoca skali
punktowej wg Kahaleha i wsp. [16].

Grupe kontrolng stanowito 10 zdrowych ochotnikow
(5 kobiet i 5 mezczyzn), w wieku 19-49 lat (Sredni
wiek 42 lata).

U wszystkich pacjentéw przeprowadzono podstawo-
we badania laboratoryjne, w tym odczyn Biernackiego,
morfologie, badanie ogélne moczu oraz poziom moczni-
ka i kreatyniny. Wykonano ponadto badania specjalistycz-
ne: scyntygrafie przetyku, 24-godzinne badanie EKG (hol-
ter), echokardiografie metoda Dopplera, zdjecie RTG klat-
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ki piersiowej, kosci stop i rak oraz badanie spirometrycz-
ne. Obecnos¢ przeciwciat przeciwjagdrowych (antinuclear
antibodies — ANA) w surowicy oceniano, stosujac metode
posredniej immunofluorescencji (indirect immunofluore-
scence — IIF) z wykorzystaniem komorek HEp-2 jako sub-
stratu (Sigma Diagnostics). Szczegdtowe okreslenie ro-
dzaju przeciwciat przeprowadzono za pomocg metody po-
dwéjnej immunodyfuzji (double immunodiffusion — DID)
w zelu agarowym wg Ouchterlony’ego [17].

Przed rozpoczeciem oznaczeh wszyscy pacjenci oraz
osoby z grupy kontrolnej wyrazili pisemna $wiadoma zgo-
de na udziat w badaniu. Projekt badawczy uzyskat akcep-
tacje Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
w todzi.

Charakterystyka chorych

Sredni czas trwania objawu Raynauda wynosit 9,7 ro-
ku (w zakresie od 4 do 20 lat), a czas utrzymywania sie
stwardnief skory — 5,4 roku (od 1 do 15 lat). Sredni sto-
pien nasilenia zmian skérnych (Total Skin Score — TSS)
to 15 pkt, w zakresie od 10 do 28 pkt. Procesem chorobo-
wym objetych byto 1-3 narzgdéw wewnetrznych. Prze-
ciwciata Scl 70 stwierdzono w surowicy 5 z 10 chorych
na twardzine uktadowa, obecnos¢ przeciwciat U3RNP —
w 1 przypadku podtypu ISSc twardziny; u 4 pozostatych
chorych wystepowaty inne, nieswoiste przeciwciata prze-
ciwjadrowe.

Surowica

Pobrane prébki surowicy byty natychmiast zamraza-
ne w temp. -20°C. Okreslenie stezefh MMP-2 i MMP-9 prze-
prowadzono z wykorzystaniem metody immunoenzyma-
tycznej ELISA.

Badania tkankowe

Wycinki ze skéry chorobowo zmienionej (n=10) utrwa-
lono w formalinie i zatopiono w bloczkach parafinowych.
Pobrano ponadto wycinki ze skéry przedramion od 10 zdro-
wych ochotnikéw, dobranych odpowiednio do 0séb z gru-
py badanej pod wzgledem ptci i wieku.

Immunohistochemia

Skrawki zatopione w parafinie (o grubosci 3—4 um)
poddano rutynowemu barwieniu hematoksyling i eozyna
oraz barwieniu immunohistochemicznemu z zastosowa-
niem systemu DAKO EnVision metodg immunoperoksy-
dazowa. Zastosowano mysie przeciwciata monoklonalne
anty-MMP-2 i anty-MMP-9 (Novocastra). W celu wykona-
nia barwieh immunohistochemicznych skrawki zatopio-
ne w parafinie umieszczono na szkietkach adhezyjnych
i suszono przez 24 godz. w temperaturze 56°C. W nastep-
nym etapie skrawki poddano odparafinowaniu w szeregu
ksylenéw i alkoholi o zmniejszajacych sie stezeniach
(96, 80, 701 60%). Aktywnos¢ endogennej peroksydazy
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zahamowano, zanurzajac skrawki w 3% roztworze nad-

tlenku wodoru w metanolu.

W celu odzyskania antygenicznosci tkanek i umozli-
wienia ich reakcji z przeciwciatami zastosowano swoiste
procedury dla kazdego przeciwciata, zgodnie z zalecenia-
mi producenta. Po 60-minutowe] inkubacji w temperatu-
rze pokojowej z rozcienczonymi przeciwciatami, szkiet-
ka 3-krotnie przemyto w buforze TRIS. Nastepnie zasto-
sowano system podwdjnej wizualizacji DAKO EnVision
w celu uwidocznienia reakcji antygen-przeciwciato.
W przypadkach, w ktérych wystapit dodatni odczyn w bar-
wieniu immunohistochemicznym, podbarwiano jadra ko-
morkowe hematoksyling Meyera przez 2 min. Po odwod-
nieniu i przeprowadzeniu przez szereg acetonéw i ksyle-
noéw, podobnie jak opisano powyzej, utrwalono szkietka
w balsamie kanadyjskim.

Do oceny stopnia intensywnosci reakcji immunohisto-
chemicznej zastosowano 3-stopniowg skale pétilosciowa:
* | stopien (staby odczyn) — reakcja immunohistochemiczna

byta ograniczona do pojedynczych komérek nabtonka i/lub
wystepowata tylko ogniskowo w podscielisku,

« |l stopien (umiarkowany odczyn) — reakcja barwna wyste-
powata w czesci komodrek nabtonkowych i/lub w niekto-
rych obszarach podscieliska,

« Ill stopien (silny odczyn) — reakcja immunohistochemiczna
zachodzita w licznych komarkach nabtonka i/lub w duzych
obszarach podscieliska.

Ekspresje MMPs oceniato dwdéch niezaleznych pato-
logéw przy uzyciu mikroskopu Nikon Microfob FXA (Nikon

LTD, Japonia) w powiekszeniu 100 razy.

Analiza statystyczna

Dla cech mierzalnych podano zakresy (minimum-mak-
simum), przeliczono wartosci przecietne — Srednie aryt-
metyczne, mediane. Obliczono wewnetrzne zréznicowa-
nie cech za pomocg odchylenia standardowego. Rozktad
badanych zmiennych oceniono za pomoca testu Shapiro-
-Wilka. Wartosci przecietne w analizowanych grupach po-
réwnywano, wykorzystujgc test Manna-Whitneya. Zalez-
nosci pomiedzy dwiema cechami mierzalnymi oceniano,
wykorzystujac wspétczynnik rang Spearmana —p. We
wszystkich poréwnaniach poziom istotnosci ustalono dla
p<0,05.

Wyniki

Czas trwania objawu Raynauda wynosit w catej gru-
pie SSc 4-20 lat (rednio 9,7 roku), w podgrupie ISSc 7-20
lat (Srednio 11,5 roku), w dSSc 4-10 lat (Srednio 7 lat). Czas
trwania choroby wynosit w grupie chorych z SSc - od ro-
ku do 16 lat ($rednio 5,4 roku), w ISSc od roku do 16 lat
(érednio 6,3 roku), a w dSSc 3-5 lat (Srednio 4 lata). Sto-
pien stwardnienia skéry Total Skin Score (TSS) to
w SSc 10-28 pkt ($rednio 15 pkt), w SSc 10-16 pkt (Sred-
nio 12 pkt), a w dSSc 12-28 pkt ($rednio 19,5 pkt) (tab. 1.).
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W tab. 2. 3. przedstawiono wyniki oznaczenia stezen
MMP-2 i MMP-9 w surowicy badanych pacjentéw.

Srednie stezenie MMP-2 w surowicy badanych cho-
rych nie réznito sie istotnie w poréwnaniu z grupa kon-
trolng (246,4 ng/mlvs 248,0 ng/ml). Poréwnanie Srednich
wartosci stezenia MMP-2 w surowicy chorych z obu po-
staciami klinicznymi réwniez nie wykazato r6znic —w pod-
grupie z limited SSc wynosito 245,2 ng/ml, a w diffuse SSc
—248,0 ng/ml (tab. 4.).

Wykazano, ze Srednie stezenie MMP-9 w surowicy
w badanej grupie chorych byto znamiennie wyzsze 857,7
ng/mlw poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w grupie
kontrolnej: 431,1 ng/ml (p<0,05). U 5 chorych (3 z limited
SSci 2 z diffuse SSc) stwierdzono podwyzszone stezenie
MMP-9 (953-2306 ng/ml) w poréwnaniu z wynikami uzy-
skanymi w grupie kontrolnej (169—-705 ng/ml). Poréwna-
nie wartosci srednich stezenia MMP-9 w surowicy cho-
rych z postacia limited SSc (837,2 ng/ml) i dSSc (888,5

Tab. 1. Charakterystyka kliniczna badanych oséb

ng/ml) nie wykazato réznic statystycznie znamiennych
(p>0,05) (tab. 4.).

Badanie immunohistochemiczne ujawnito ekspresje
MMP-2 w okolicy naczyn krwionosnych i w skérze wtasci-
wej w 9 wycinkach, w tym w 2 wycinkach obecna ona by-
ta rowniez w komérkach warstwy podstawnej naskérka
(ryc. 1.). W 1 wycinku ekspresja zlokalizowana byta tylko
w skoérze wiasciwej i komérkach warstwy podstawnej na-
skorka. Ekspresja ta byta silnego (6 wycinkéw) lub Srednie-
go stopnia (4 wycinki) (tab. 3.). Ekspresja MMP-9 w skorze
obserwowana w okolicy naczyh krwionosnych i w komor-
kach warstwy podstawnej naskérka w 8 wycinkach byta
Srednio nasilona (ryc. 2.), w tym w 3 wycinkach obecna
rowniez w skorze wtasciwej (tab. 3.).

Ekspresje MMP-2 i MMP-9 w 10 wycinkach pobra-
nych od zdrowych ochotnikéw oceniano przy uzyciu tych
samych metod. We wszystkich skrawkach wykazano
umiarkowang ekspresje obu biatek tylko w nielicznych

Twardzina uktadowa (SSc) Limited SSc Diffuse SSc Grupa kontrolna
liczba badanych 10 6 4 10
pte¢ (K/M) 9/1 6/0 3/1 5/5
wiek (lata) 38-72 (54,4) 38-72 (54,4) 42-52 (47) 19-49 (42)
czas trwania 4-20(9,7) 7-22 (11,5) 4-10 (7) 0
objawu Raynauda (lata)
czas trwania 1-16 (5,4) 1-16 (6,3) 3-5 (4) 0
choroby (lata)
Total Skin Score 10-28 (15) 10-16 (12) 12-28 (19,5) 0

(TSS) — punkty

Tab. 2. Stezenie metaloproteinazy 2 i metaloproteinazy 9 w surowicy chorych na twardzine uktadowg

Lp. Postac SSc Ptet Czas trwania Czas trwania stwardniei  TSS MMP-2 w surowicy MMP-9 w surowicy
objawu Raynauda skory (pkt) (ng/ml) (ng/ml)
(lata) (lata)

1 [SSc K 8 1 10 237,5 2306
2. [SSc K 20 16 10 2411 116
3. [SSc K 10 6 12 292,5 327
4. [SSc K 9 7 12 216,3 358
5. [SSc K 15 6 16 179,3 953
6. [SSc K 7 2 12 304,7 963
7. dSSc K 4 3 28 213,5 1064
8. dSSc M 7 5 16 181,2 569
9. dsSc K 10 4 22 3217 1328
10. dSSc K 7 4 12 275,7 593
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Tab. 3. Ekspresja metaloproteinazy 2 i metaloproteinazy 9 w skérze pacjentéow z twardzing uktadowg

MMP-2 w skérze

MMP-9 w skdrze

Lp. Postaé SSc Pte¢ naczynia, naczynia, skora, skéra, naczynia, naczynia, skéra warstwa
skéra warstwa warstwa warstwa warstwa podstawna
podstawna podstawna podstawna podstawna naskérka
naskérka naskérka naskorka naskérka

1 [SSc K +++ ++

2. [SSc K +++ ++

3. [SSc K +++ ++

4. [SSc K ++ ++

5. [SSc K +++ ++

6. [SSc K ++ +++

7. dSSc K ++ ++

8. dSSc M ++ ++

9. dSSc K +++ ++

10. dSSc K +++ ++

Tab. 4. Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw w grupie badanych pacjentéw i 0séb zdrowych

MMP-2 (ng/ml)

Postac twardziny

Dane statystyczne twardzina limited SSc diffuse SSc grupa kontrolna N=10
uktadowa (SSc) (ISSc) (dssc)
N=10 N=6 N=4
zakres 179,3-321,7 179,3-304,7 181,2-321,7 117-410
mediana 239,3 239,3 244,6 242
Srednia + SD 246,4+50,4 245,247 248,0+62,9 248,0+105,3
MMP-9 (ng/ml)
zakres 116-2306 116-2306 569-1328 169-705
mediana 773 655,5 828,5 445,5
Srednia + SD 857,7+433,9* 837,2£799,6 888,5+371,2 431,1+185,6

N — liczba badanych

SD - odchylenie standardowe

*— roznice statystycznie znamienne w poréwnaniu z grupq kontrolng (p<0,05)

Tab. 5. Zaleznosci pomiedzy stezeniem metaloproteinazy 2 i metaloproteinazy 9 a czasem trwania objawu Raynauda, cza-
sem trwania i stopniem stwardnienia skory

Badana

Czas trwania

Czas trwania

Stopiefi stwardnienia

metaloproteinaza objawu Raynauda stwardnien skéry skéry (TSS)

MMP-2 p 0,092 P 0,226 P 0,220
p p>0,05 p p>0,05 p p>0,05

MMP-9 P 0,394 P 0,860 p 0,334
p p>0,05 p 0,001423 p p>0,05

p — wspotczynnik korelacji rang Spearmana

p — poziom istotnosci

Postepy Dermatologii i Alergologii XXIV; 2007/2
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Ryc. 1. Intensywna ekspresja MMP-2 w okolicy naczyn krwio-
nosnych i w skdrze wtasciwej (powiekszenie 100 razy)

Ryc. 2. Srednio nasilona ekspresja MMP-9 w okolicy naczyf
krwionosnych i w komérkach warstwy podstawnej naskor-
ka (powiekszenie 100 razy)

LS
LR

S

Ryc. 3. Umiarkowana ekspresja obu biatek w nielicznych ke-
ratynocytach warstwy podstawnej w wycinku z grupy kon-
trolnej (powiekszenie 100 razy)
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Ryc. 4. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem metaloproteinazy 9
w surowicy badanych chorych a czasem trwania stward-
nien skory

keratynocytach warstwy podstawnej naskérka (ryc. 3.).
W 4 wycinkach stwierdzono staba ekspresje badanych
metaloproteinaz w okolicy mieszkéw wtosowych.

U chorych ze stezeniem MMP-9 w surowicy mieszcza-
cym sie w granicach podobnych, jak u 0séb zdrowych,
Sredni czas trwania objawu Raynauda wynosit 10,6 roku,
a u pacjentoéw z wyzszymi stezeniami MMP-9 w surowi-
cy wynosit 8,8 roku. Sredni czas trwania stwardnien ské-
ry w obu podgrupach wynosit — u chorych z podwyzszo-
nymi stezeniami MMP-9 w surowicy — 3,2 roku, a u cho-
rych z wartosciami w granicach podobnych, jak w grupie
kontrolnej — 7,6 roku. Stopien stwardnienia skéry u cho-
rych z podwyzszonymi wartosciami MMP-9 wynosit sred-
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nio 17,6 pkt, a w podgrupie z nizszymi wartosciami MMP-
-9 w surowicy Srednio — 12,4 pkt (tab. 2.).

Wykazano statystycznie istotng zaleznos¢ pomiedzy
stezeniem metaloproteinazy 9 a czasem trwania stward-
nien skory; wartosé ta obnizata sie wraz z czasem trwa-
nia choroby (p=-0,860, p<0,02) (tab. 5., ryc. 4.). Pozosta-
te zaleznosci nie byty statystycznie znamienne.

Omoéwienie wynikow i dyskusja

W pismiennictwie pojawia sie coraz wiecej informa-
cji o czynnikach wptywajacych na sktad macierzy zewna-
trzkomorkowej. Zaburzenie réwnowagi pomiedzy czynni-
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kami degradujgcymi sktadniki ECM a ich inhibitorami od-
grywa role w patogenezie wielu schorzen. Wykazano, ze
zwiekszona ekspresja szeregu metaloproteinaz zwigzana
jest z progresjg nowotwordw [3-7, 18], rozwojem wtok-
nienia miesnia sercowego w izolowanej stenozie aortal-
nej [19], choréb naczyn mézgowych [20, 21], cukrzycy ty-
pu 1[22, 23], alergicznego niezytu nosa [24], reumatoidal-
nego zapalenia stawdw [8,25,26], tocznia rumieniowatego
uktadowego [27], a takze tworzeniem keloiddw [9, 28].
Zmniejszenie ekspresji MMP-13 obserwowano natomiast
w endometriozie [29]. W chorobach pecherzowych, takich
jak pemfigoid i dermatitis herpetiformis wykazano, ze me-
taloproteinazy — zaréwno rozpuszczalne, jak i zwigzane
z btong komérkowa — biorg udziat w degradacji btony pod-
stawnej, dlatego tez moga by¢ przyczyng tworzenia sie
zmian o charakterze pecherzy.

Proces wtdknienia w przebiegu twardziny uktadowe;j
ma wieloczynnikowe podtoze i jest wynikiem nie tylko pro-
cesu zapalnego czy zaburzeh immunologicznych i naczy-
niowych, ale réwniez nadmiernego wytwarzania, odkta-
dania kolagenu i innych sktadowych ECM w tkance tacz-
nej. Wyniki badan wielu autoréw wskazuja na udziat
metaloproteinaz i ich inhibitoréw w tym procesie
[10, 30-32]. Do grupy enzyméw degradujacych sktadniki
ECM naleza kolagenazy, zelatynazy, elastazy, stromelizy-
ny i metaloproteinazy typu btonowego [33]. Istotny wptyw
na sktad macierzy zewnatrzkomérkowej maja m.in. zela-
tynazy — metaloproteinaza 2 (MMP-2) i 9 (MMP-9), ktére
degraduja zdenaturowany kolagen i sktadniki btony ko-
morkowej [22, 34]. MMP-2, produkowana przez fibrobla-
sty i makrofagi, rozszczepia zelatyny, kolagen typu VI, fi-
bronektyny i proteoglikany [10]. Metaloproteinaza 9
w zdrowych tkankach wraz z innymi enzymami wptywa
na prawidtowg przemiane kolagenu typu IV, V, elastyny
i zdenaturowanego kolagenu.

W przebiegu proceséw zapalnych wykazano, ze w wy-
niku stymulacji cytokin prozapalnych dochodzi do nad-
miernego wydzielania metaloproteinaz, w tym MMP-9,
w komaérkach nacieku zapalnego [35]. Badania doswiad-
czalne przeprowadzone na myszach wykazaty takze, ze
MMP-9 odgrywa role w przebiegu angiogenezy [36], jak
réwniez w rozwoju glomerulosclerosis [37], encephalo-
myelitis [38], tetniaka aorty [39] i w zawale serca [40].

Produkcja metaloproteinaz regulowana jest przez cyto-
kiny, czynniki wzrostu, reakcje komérka-komérka i komor-
ka-macierz, a takze procesy kontrolujace ekspresje gendw
i aktywacje ich proenzymatycznych form. Swoiste inhibito-
ry tkankowe wptywajg réwniez na aktywnos¢ MMPs.

Dotychczasowe badania zmierzajgce zaréwno do okre-
Slenia znaczenia metaloproteinaz w patogenezie twardzi-
ny uktadowej, jak i oznaczania ich stezenia w ocenie ak-
tywnosci choroby prowadzone byty jedynie na podstawie
okreslenia ich stezen w surowicy lub ekspresji w hodow-
lach fibroblastéw pochodzacych od badanych pacjentéow.
Ich wyniki nie sg jednoznaczne. Kikuchi i wsp. [41] wyka-
zali, e stezenie metaloproteinazy 9 (MMP-9) byto staty-
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stycznie nizsze w surowicy chorych na twardzine uktado-
wa w poréwnaniu z grupa kontrolng, a takze nizsze w po-
staci dSSc niz ISSc. Autorzy stwierdzili réwniez ujemna
korelacje ze stopniem stwardnienia skory. Nie stwierdzo-
no jednakze zaleznosci pomiedzy jej stezeniem a steze-
niem inhibitora — TIMP-1. Bogaczewicz i wsp. [42] wyka-
zali, ze w surowicy chorych na twardzine uktadowg za-
rowno typu dSSc, jak i ISSc stezenie metaloproteinazy 9
byto wysokie. Obserwowali rowniez wyzsze stezenie tej
metaloproteinazy w surowicy 0séb chorujacych krécej niz
u pacjentéw w pézniejszym etapie choroby, dlatego tez
wysunieto hipoteze o mozliwosci odzwierciedlenia dyna-
mizmu procesu przemian ECM w SSc za pomocg oznacza-
nia stezen tej metaloproteinazy. Autorzy nie stwierdzili
natomiast istotnego zwigzku pomiedzy wystepowaniem
zmian narzadowych a wysokim stezeniem MMP-9 w su-
rowicy badanych chorych.

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze steze-
nia w surowicy badanych chorych metaloproteinazy 2 by-
ty poréwnywalne, a metaloproteinazy 9 —znamiennie wyz-
sze w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi w grupie kon-
trolnej.

Kobayashi i wsp. (2003) wykazali, ze zelatynazy — me-
taloproteinaza 2 i 9, wydzielane przez fibroblasty moga
odgrywac wazna role w zapaleniu indukowanym przez cy-
tokiny i metabolizmie tkankowym [43]. Enzymy te moga
bra¢ udziat w aktywacji latentnej formy TGF-B — cytokiny,
ktdrej przypisuje sie rowniez istotne znaczenie w patoge-
nezie twardziny uktadowej [18]. Badania Giannelli i wsp.
(2005) wskazujg natomiast, ze obnizone stezenie meta-
loproteinazy 9 w wiekszym stopniu odzwierciedla zabu-
rzenia w pierwotnym nadcisnieniu ptucnym u chorych
z SSc [44].

W badaniach autoréw niniejszej pracy w wycinkach
skéry pochodzacych od chorych na twardzine uktadowa
stwierdzono wyrazng ekspresje metaloproteinaz 2 i 9
w poréwnaniu z wycinkami pochodzgcymi od oséb zdro-
wych. Ekspresja MMP-2 zlokalizowana byta w skérze wta-
Sciwej i naczyniach krwionosnych, natomiast MMP-9
w wiekszosci badanych wycinkéw stwierdzana byta w na-
skorku i w naczyniach krwionosnych skory wtasciwej.
Wykazano, ze charakter ekspresji MMP-2 byt silny,
a MMP-9 $redni. Mozna przypuszczac, ze obecnosé
zwiekszonej ekspresji wiekszosci badanych metalopro-
teinaz w naczyniach krwionosnych skéry wtasciwej po-
twierdza ich znaczaca role w degradacji sktadnikéw pod-
srodbtonkowej btony podstawnej, co utatwia przenika-
nie limfocytéw T do tkanek otaczajacych i daje
mozliwos¢ ich posredniego wptywu na zwiekszong pro-
dukcje sktadnikéw ECM przez fibroblasty. Badania in-
nych autoréw wskazuja, ze ekspresja zelatynaz (MMP-2
i MMP-9) utatwia limfocytom T przekraczanie podsrod-
btonkowej btony podstawnej [45]. Pobudzone limfocy-
ty moga na drodze interakcji komérka-komérka w bez-
posredni sposéb indukowac ekspresje MMP-9 w fibro-
blastach [46], neutrofilach [47] i monocytach [48].
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W przeprowadzonych obecnie badaniach nie stwierdzo-
no zwigzku pomiedzy nasileniem ekspresji metalopro-
teinaz 219 a czasem trwania choroby, chociaz znane
s3 wyniki badan potwierdzajacych istnienie takich za-
leznosci w stosunku do surowiczych stezen metalopro-
teinaz. Kuroda i Shinkai (1997) wykazali zaleznos¢ eks-
presji genow metalopreoteinaz zwigzana z czasem
trwania choroby (badania przeprowadzone in vitro — po-
rownanie fibroblastéw pobranych od chorych na twar-
dzine i prawidtowych fibroblastéw) [49]. Ekspresja MMP
byta wieksza w fibroblastach pobranych od pacjentéw
chorujacych krécej niz rok; w przypadku pacjentéw cho-
rujgcych dtuzej (2—4 lata) poziom m-RNA MMP-1, MMP-2
i MMP-3 byt niski. W fibroblastach oséb chorujacych po-
nad 6 lat ekspresja MMP nie r6znita sie od ekspresji
stwierdzonej u 0s6b zdrowych.

W twardzinie uktadowej nie mozna jednak doktadnie
wyjasni¢ mechanizmu zaburzen rownowagi pomiedzy me-
taloproteinazami i ich tkankowymi inhibitorami dopro-
wadzajacych do nadmiernego wtéknienia. Sugeruje sie,
ze nadmierna produkcja ECM moze by¢ réwniez wyni-
kiem zahamowania aktywnosci MMPs. Badania niekto-
rych autoréw wskazuja na udziat w tym procesie przeciw-
ciat skierowanych przeciwko metaloproteinazom 1i 3, kté-
re stwierdzono w surowicy chorych na twardzine
uktadowa [50, 51].

Potwierdzeniem hipotezy o wptywie MMPs i TIMPs
na sktad ECM nie tylko poprzez regulacje ich wytwarza-
nia przez fibroblasty, ale réwniez przez ich znaczenie w roz-
woju zapalenia moze by¢ fakt, iz w badanych wycinkach
skéry pochodzacych od chorych na twardzine uktadowa
stwierdzono wyrazng ekspresje MMP-2 w komaérkach na-
cieku zapalnego — eozynofilach i neutrofilach. Najbardziej
intensywny charakter miata ekspresja MMP-2.

Uzyskane wyniki potwierdzaja dotychczasowe obser-
wacje, wskazujace na znaczacy udziat zaburzen réwno-
wagi pomiedzy czynnikami degradujgcymi sktadniki ma-
cierzy zewnatrzkomérkowej a ich inhibitorami w rozwo-
ju wtdknienia tkankowego w twardzinie uktadowe;j.

Praca badawcza byta finansowana z funduszow prac statuto-
wych Nr 503-8019-1; 503-1019-1, oraz pracy wtasnej Uniwersytetu
Medycznego w todzi 502-18-344. Szczegdlne podziekowania za po-
moc techniczng pragniemy ztozy¢ paniom Grazynie Jastrzebskiej
i Stanistawie Madalinskiej.
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