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Streszczenie

Wprowadzenie: Bielactwo nabyte jest chorobg skory, ktdrej patogeneza nie zostata w petni poznana. Uwaza sie, ze
pewng role w rozwoju schorzenia moze odgrywac zaburzenie réwnowagi cytokin wydzielanych przez keratynocyty
i fibroblasty. Niektére z nich, w tym zasadowy fibroblastyczny czynnik wzrostowy (bFGF lub FGF-2), moga pobudzac
proliferacje komérek barwnikowych, z kolei inne, takie jak transformujacy czynnik wzrostu B (TGF-B), sa parakryn-
nymi inhibitorami proliferacji melanocytéw i melanogenezy. Ponadto uwaza sie, ze TGF- moze wykazywac dziata-
nie immunosupresyjne, hamujac proliferacje limfocytéw T i B.

Materiat i metody: Badaniem objeto 21 pacjentéw z bielactwem oraz 17 zdrowych ochotnikéw. Stezenie bFGF i TGF1
w surowicy krwi oznaczono przy uzyciu techniki immunoenzymatycznej ELISA.

Wyniki: Srednie stezenie bFGF w surowicy krwi obwodowe]j chorych z bielactwem wynosito 9,4769+4,8497 pg/ml,
natomiast w grupie kontrolnej 8,5733+3,6386 pg/ml. R6znica ta nie byta istotna statystycznie (p=0,587047).
Srednie stezenie TGF-B1 w surowicy krwi obwodowej chorych z bielactwem wynosito 52,4931+17,7362 ng/ml, nato-
miast w grupie kontrolnej 44,6654+15,9378 ng/ml. Roznica ta takze nie byta istotna statystycznie (p=0,181621).
Whioski: W swietle rozbieznych wynikéw badan przedstawionych w pismiennictwie dotyczacych roli bFGF i TGF-1
w bielactwie trudno jest sformutowac ostateczne wnioski. Istnieje potrzeba dalszych badan w celu wyjasnienia me-
chanizmu dziatania bFGF w procesie repigmentacji oraz mozliwosci wykorzystania immunosupresyjnego dziatania
TGF-B w leczeniu bielactwa.

Stowa kluczowe: bielactwo, bFGF, TGF-81, melanocyty.

Abstract

Introduction: Vitiligo is an acquired skin disease of unknown aetiopathogenesis. It is believed that the development
of this disease is influenced by disturbed production of keratynocyte and fibroblast cytokines, both quantitatively
and qualitatively. Some of the cytokines including basic fibroblast growth factor (bFGF/FGF-2) stimulate proliferation
of pigment cells, whereas other cytokines including transforming growth factor 8 (TGF-), are paracrine inhibitors
of human melanocyte proliferation and melanogenesis. Moreover, immunosuppressive activity of TGF-B is thought
to decrease T and B lymphocyte proliferation.

Material and methods: The study included 21 vitiligo patients as well as 17 healthy volunteers. Evaluation of the
bFGF and TGF-B1 sera levels was performed by means of immunoenzymatic ELISA method.

Results: The mean sera concentration of bFGF in the vitiligo patients was 9.4769+4.8497 pg/ml (mean value + standard
deviation), whereas in the controls 8.5733+3.6386 pg/ml. The difference was not statistically significant (p=0.587047).
The mean sera concentration of TGF-B1 in the vitiligo patients was 52.4931+17.7362 ng/ml (mean value + standard
deviation), whereas in the controls 44.6654+15.9378 ng/ml. The difference was not statistically significant (p=0.181621).
Conclusions: Since the results of studies on bFGF and TGF-} presented in the literature are inconsistent, the role of
cytokines in the vitiligo development is still inconclusive. Therefore, in order to clarify the effect of bFGF on
repigmentation of vitiliginous lesions as well as the possibility of using TGF immunosuppressive activity in vitiligo
treatment, further studies are required.
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Wprowadzenie

Bielactwo nabyte charakteryzuje sie wystepowaniem
na skdrze wyraznie odgraniczonych, réznej wielkosci
i ksztattu odbarwionych plam, bedacych nastepstwem
braku lub zmian strukturalnych melanocytéw naskor-
ka [1]. Melanocyty, odpowiadajace za produkcje mela-
niny, sa komérkami wywodzgcymi sie z grzebienia
nerwowego, ktore w okresie zycia ptodowego wedruja
wzdtuz catej dtugosci cewy nerwowej i docelowo osie-
dlaja sie w warstwie podstawnej naskorka, mieszkach
wtosowych, btonie naczyniowe] gatki ocznej, prazku na-
czyniowym ucha wewnetrznego oraz oponie miekkiej
mozgu [2].

Etiopatogeneza bielactwa nie zostata dotychczas
poznana, ale podkresla sie znaczenie czynnikdw gene-
tycznych, autoimmunologicznych, autocytotoksycznych,
neurogennych [1]. W proliferacji melanocytéw i melano-
genezie wazna role odgrywa mikrosrodowisko
naskérka. Uwaza sie, ze keratynocyty i melanocyty two-
rza czynnosciowe i anatomiczne potaczenie okreslane
jako tzw. naskérkowa jednostka melaninowa (ang. epi-
dermal melanin unit) [1, 3]. W prawidtowym jej funkcjo-
nowaniu kluczowe znaczenie maja cytokiny, produkowa-
ne przez keratynocyty i fibroblasty, w tym czynniki
wzrostowe, pobudzajace proliferacje komérek barwniko-
wych, takie jak czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii gra-
nulocytéw i monocytéw (GM-CSF), zasadowy fibrobla-
styczny czynnik wzrostowy (bFGF lub FGF-2), czynnik
komorek macierzystych (SCF), endoteliny [3]. Melanocy-
ty majg na powierzchni swoiste receptory FGFR-1i c-kit,
odpowiednio dla bFGF i SCF [4]. Z kolei parakrynnymi in-
hibitorami proliferacji melanocytéw i melanogenezy sa
interleukiny 1o (IL-1a), 6 (IL-6), czynnik martwicy nowo-
tworéw a (TNF-a), transformujacy czynnik wzrostu

(TGF-B) [3].
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Ryc. 1. Poréwnanie stezef bFGF w surowicy chorych z bie-
lactwem i 0s6b z grupy kontrolnej

Cel pracy

W Swietle rozbieznych wynikéw dotyczacych udziatu
bFGF i TGF81 w etiopatogenezie bielactwa nabytego, prze-
prowadzono wtasne oznaczenia tych cytokin.

Materiat i metody

Badaniem objeto 21 pacjentéw z bielactwem nabytym,
w tym 10 kobiet i 11 mezczyzn, w wieku 9-55 lat,
hospitalizowanych w Klinice Dermatologii, Wenerologii i Der-
matologii Dzieciecej Akademii Medycznej w Lublinie.
Choroba trwata 2-20 lat. Wszyscy chorzy mieli rozsiang po-
sta¢ bielactwa. Grupe kontrolng stanowito 17 zdrowych
ochotnikdw dobranych pod wzgledem ptci i wieku. Surowi-
ce uzyskana z krwi obwodowej pacjentéw i 0séb z grupy
kontrolnej przechowywano do czasu wykonania oznaczen
w temperaturze —70°C. Stezenie bFGF i TGF-B1 oznaczono
metoda immunoenzymatyczng ELISA, uzywajac odczynni-
kow R&D Systems Europe Ltd.: Human FGF Basic, Quanti-
kine oraz Bender MedSystems GmbH, Europe: Human
TGF-B1, Instant ELISA.

Analize statystyczna przeprowadzono za pomocga
programu Statistica. Uzyskane wyniki przedstawiono
w postaci sredniej arytmetycznej, odzwierciedlajgcej po-
ziom przecietny i odchylenia standardowego, mierzacego
stopien rozproszenia pomiarow wokoét Sredniej. Podano
takze wartosci minimalne i maksymalne. W celu poréw-
nania réznic miedzy grupa chorych a kontrolng wykorzy-
stano test U Manna-Whitneya. Zaleznosci uwazano
za istotne statystycznie przy p<0,05.

Wyniki

Stezenie bFGF w surowicy krwi obwodowej chorych
z bielactwem wynosito 5,347-26,400 pg/ml, S$red-
nio 9,4769+4,8497 pg/ml, natomiast w grupie kontrol-
nej 4,494-17,296 pg/ml, srednio 8,5733+3,6386 pg/ml
(ryc. 1.). Analiza poréwnawcza powyzszych wynikow
wykazata brak istotnej statystycznie réznicy miedzy gru-
pa chorych a kontrolng (p=0,587047).

Stezenie TGF-B1 w surowicy krwi obwodowej chorych
z bielactwem wynosito 23,844-87,912 ng/ml, srednio
52,4931+17,7362 ng/ml, natomiast w grupie kontrolnej
7,140-71,312 ng/ml, Srednio 44,6654+15,9378 ng/ml
(ryc. 2.). Analiza poréwnawcza powyzszych wynikow wy-
kazata brak istotnej statystycznie réznicy miedzy grupa
chorych a kontrolng (p=0,181621).

Omowienie wynikow
Wptyw bFGF oraz TGF- na proliferacje melanocytow
i melanogeneze oraz ich udziat w etiopatogenezie bielactwa
nabytego nie jest do kohca wyjasniony w pismiennictwie.
bFGF jest czynnikiem wzrostowym dziatajacym mito-
gennie i angiogennie na rézne rodzaje komorek pochodza-
cych z mezodermy i ektodermy. Istnieja 4 izoformy bFGF
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0 masach czasteczkowych 18, 22, 23, 24 kD. Wiekszos¢
badan dotyczy izoformy o masie czasteczkowe] 18 kD, kt6-
ra wywiera dziatanie biologiczne, wiazac sie z receptorem
FGFR. Wydzielany przez keratynocyty i fibroblasty bFGF jest
niezbedny do prawidtowego funkcjonowania melanocytéw.
W warunkach fizjologicznych komérki barwnikowe nie ma-
ja zdolnosci produkowania bFGF, natomiast jest on wytwa-
rzany przez komaorki czerniaka i znamion dysplastycznych.
Zablokowanie syntezy i dziatania bFGF w linii komérek
czerniaka prowadzi do zahamowania wzrostu guza [4, 5].

Zaobserwowano, ze bFGF pobudza migracje i prolifera-
cje melanocytéw, tym samym moze odgrywaé wazna role
w procesie repigmentacji przy wspétudziale wielu innych
cytokin wydzielanych przez keratynocyty i fibroblasty, takich
jak leukotrien C4 (LTC,), D4 (LTD,), endotelina 1 (ET-1),
czynnik komdrek macierzystych (SCF), watrobowy czynnik
wzrostu (HGF), melanotropina, czynnik wzrostu naskérka
(EGF) czy ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF) [2].

Badania histopatologiczne ujawnity, ze w obrebie plam
bielaczych brak jest aktywnych melanocytéw albo sg one
uszkodzone. Zaobserwowano, ze w srodkowej i dolnej
czesci pochewki zewnetrznej mieszka wtosowego pozosta-
ja niedojrzate melanocyty, charakteryzujace sie brakiem
aktywnosci enzymatycznej, tzw. DOPA-negative. Podczas
remisji choroby dochodzi do aktywacji, proliferacji i migracji
melanocytéw, co klinicznie ujawnia sie pojawieniem okoto-
mieszkowych wysp repigmentacji [2]. Ponadto badania
za pomoca mikroskopu elektronowego ujawnity, ze w bielac-
twie dochodzi do zmian strukturalnych keratynocytéw o cha-
rakterze zwyrodnienia wodniczkowego, obrzmienia organel-
li i zageszczenia cytoplazmy. Sugeruje to, ze w patogenezie
choroby istotng role moze odgrywac zaburzenie homeosta-
zy cytokin w obrebie naskérkowej jednostki melaninowej,
ktére prowadzi do nasilenia apoptozy melanocytéw [6]. Po-
twierdza to opisywana u chorych z bielactwem zmniejszona
ekspresja chroniacych przed apoptoza biatek Bcl-2 i p53,
przy jednoczesnym wzroscie biatek Bax, FLIP, kaspazy 3, 8, 9,
wykazujacych przeciwstawne dziatanie [7].

Badania przeprowadzone przez Horikawa i wsp. [8] wska-
zuja, ze czynniki mitogenne, takie jak bFGF, ET-1, SCF oraz
LTC,, indukuja chemokineze i chemotaksje melanocytow.
Podobne wyniki przedstawili Zhang i wsp. [9], ktorzy
w badaniu in vitro na pozywkach z fibronektyna zaobserwo-
wali, ze bFGF zwieksza przyleganie i migracje melanocytéw.
Ostatnie doniesienia opublikowane przez Wu i wsp. [10]
sugeruja, ze w hodowli keratynocytéw dochodzi do zwiek-
szenia uwalniania bFGF pod wptywem naswietlan wasko-
pasmowym promieniowaniem UVB (NB UVB) o dtugosci
311 nm, uznawanym obecnie za najbardziej skuteczna
metode leczenia bielactwa [1]. Ponadto stwierdzono, ze
za migracje melanocytéw moze czesciowo odpowiadac
zwiekszona pod wptywem czynnikdéw mitogennych ekspre-
sja p125™ (ang. phosphorylated focal adhesion kinase)
na melanocytach [11]. Na podstawie powyzszych wynikéw
badan czesé autoréw sugeruje mozliwos¢ zastosowania
bFGF w leczeniu bielactwa.
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Ryc. 2. Poréwnanie stezen TGF-31 w surowicy chorych z bie-
lactwem i 0séb z grupy kontrolnej

Z kolei Bradford i wsp. [12] potwierdzaja, ze bFGF
wprawdzie stymuluje proliferacje komérek barwnikowych,
ale jednoczesénie wywiera dziatanie hamujace na melano-
geneze, zaleznie od dawki.

Dane z pismiennictwa sugeruja ponadto, ze do wysta-
pienia repigmentacji konieczne sa morfologiczne i funkcjo-
nalne zmiany w melanocytach oraz dziatanie wielu innych
czynnikoéw, takich jak biatko macierzy zewnatrzkomoérkowej
—kolagen typu IV oraz rézne receptory integryn, ktére wa-
runkujg migracje komaérek [8].

Sprzeczne dane prezentujg Edmondson i wsp. [13],
ktérzy uwazaja, ze keratynocyty wydzielajag bFGF w zbyt
matym stezeniu, aby pobudza¢ proliferacje melanocy-
téw [3, 18]. Na podstawie badan in vivo zaktadaja oni,
ze bFGF zwieksza liczbe melanocytéw jedynie w obec-
nosci hormonu wzrostu i/lub insulinowego czynnika
wzrostu (IGF-1).

Jeszcze inne wyniki prezentujg Ozdemir i wsp. [14], kt6-
rzy wykazali, ze u pacjentéw z bielactwem stezenie bFGF
w surowicy jest wyzsze istotnie statystycznie niz u zdro-
wych (p<0,001), co wg autoréw odpowiada za hamowa-
nie melanogenezy.

Badania przeprowadzone przez Yanga i wsp. [15] wska-
zuja, ze usuniecie bFGF z hodowli melanocytéw zmniejsza
cytotoksyczny wptyw 4-TBP (ang. 4-tertiary butylphenol).
Sugeruje to, ze bFGF zwieksza wrazliwos¢ melanocytow
na toksyczny wptyw 4-TBT, a tym samym moze odgrywac
role w patogenezie bielactwa.

Moretti i wsp. [3] przeprowadzili badania immunohi-
stochemiczne majace na celu poréwnanie ekspresji
réznych cytokin w obrebie plam bielaczych, skéry na gra-
nicy odbarwien oraz skory niezmienionej. Autorzy zaob-
serwowali w obrebie plam bielaczych znaczne obnizenie
ekspresji cytokin stymulujacych komérki barwnikowe
— GM-CSF, SCF i bFGF. Przeciwnie badacze donosza o wy-
sokim stezeniu IL-6, TNF-a 0 dziataniu hamujacym na
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melanogeneze w obrebie odbarwionych zmian. Ponadto
niezaleznie od miejsca pobrania wycinka skoéry obserwo-
wano bardzo niska aktywnos¢ TGF-B.

TGF-B tworzy rodzine biatek wywierajaca wielokierun-
kowe dziatanie, odpowiadajac za proliferacje, r6znicowa-
nie i apoptoze komoérek [16]. W skdrze wtasciwej zwiek-
sza odktadanie macierzy miedzykomaérkowej oraz pobudza
angiogeneze w procesie gojenia ran. W naskérku hamu-
je wzrost komaérek, biorgc tym samym udziat w homeo-
stazie tkankowej [17].

TGF-B produkowany przez pobudzone keratynocyty
jest czynnikiem o silnych wtasciwosciach immunosu-
presyjnych. Hamuje proliferacje limfocytéw T i B oraz
aktywnos¢ komérek NK [18]. Uwaza sie, ze w obrebie
plam bielaczych zmniejszona jest liczba regulatorowych
limfocytow T CD25+ (T regs), ktére produkujg IL-10
i TGF-B. Brak tych immunosupresyjnych cytokin umoz-
liwia proliferacje i migracje limfocytéw T cytotoksycz-
nych, prowadzac do depigmentacji [19]. Cze5¢ autordw
sugeruje, ze wtasciwosci immunosupresyjne cytokin
TGF-B i IL-10 mozna w przysztosci wykorzystac w lecze-
niu bielactwa [20].

Odmienny poglad przedstawili Alanko i Saksela [17],
ktorzy wykazali, ze TGF-B moze wywiera¢ dziatanie
proapoptotyczne w stosunku do melanocytow. W wa-
runkach prawidtowych produkowane przez keratynocy-
ty warstwy podstawnej czynniki wzrostowe, takie jak
bFGF oraz czynnik wzrostu nerwow, chronig melanocyty
przed apoptozg indukowang TGF-B. TGF-§ pobudza ERK
(ang. extracellular signal-regulated kinase), co takze mo-
ze przyczynit sie do hamowania melanogenezy [16].

Wielu autoréw mimo prezentowanych rozbieznych
wynikéw jest zgodnych, ze bFGF i TGF-B1 odgrywaja
role w patogenezie bielactwa. Brak w pismiennictwie
jednoznacznych wnioskéw sktonit autoréw do przepro-
wadzenia oznaczen stezenia tych cytokin w surowicy
pacjentéw z bielactwem.

W przeprowadzonych oznaczeniach nie obserwowano
istotnej statystycznie réznicy w stezeniach bFGF i TGF-
miedzy grupa badang i kontrolng. Moze to wynikac ze
zbyt matej liczby przebadanych chorych, réznic dotycza-
cych wieku pacjentéw, dtugosci trwania bielactwa i moga-
cym stad wynikac stopniu aktywnosci choroby. Autorzy
uwazajg, ze bFGF i TGF-B odgrywaja role w patogenezie
bielactwa, a badanie nalezy traktowac jako pilotazowe, sta-
nowiace fragment dalszej catosci.

Stosowane dotychczas metody leczenia bielactwa,
tj. fototerapia, preparaty miejscowe, przynosza jedynie
krotkie okresy remisji i czeSciowa poprawe zmian skor-
nych. Lepsze poznanie mechanizméw patogenetycz-
nych w bielactwie utatwi opracowanie nowych metod
terapeutycznych, ktérymi moze okazac sie wykorzysta-
nie dziatania mitogennego bFGF i immunosupresyjne-
go TGF-B.
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