Artykut oryginalny/Original paper

Reumatologia 2010; 48, 5: 301-306

Cytokiny prozapalne u dzieci z bélem stawdéw niewyjasnionego
pochodzenia oraz chorych na mtodzienicze idiopatyczne

zapalenie stawow

Proinflammatory cytokines in children with arthralgia and juvenile idiopathic arthritis

Ewa Kontny', Matgorzata Kwiatkowska? Beata Kotodziejczyk?, Anna Romicka?,

Lidia Rutkowska-Sak?

1Zaktad Patofizjologii i Immunologii Instytutu Reumatologii im. prof. dr hab. med. Eleonory Reicher w Warszawie

2Klinika i Poliklinika Wieku Rozwojowego Instytutu Reumatologii im. prof. dr hab. med. Eleonory Reicher w Warszawie

Stowa kluczowe: cytokiny prozapalne, artralgie u dzieci, mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow.

Key words: proinflammatory cytokines, arthralgia in children, juvenile idiopathic arthritis.

Streszczenie

Wielu cytokinom (m.in. czynnikowi martwicy nowotwordw, tumour
necrosis factor — TNF, interleukinom 6, 8, 17 i 23) przypisuje sie
istotng role w odpowiedzi zapalnej oraz w procesach destrukcji
chrzastki i kosci stawowej. Uwaza sie, ze w mtodzienczym
idiopatycznym zapaleniu stawdw (MIZS) oznaczanie stezenia tych
cytokin moze mie¢ pomocniczg wartos¢ diagnostyczng i by¢
uzyteczne w monitorowaniu przebiegu choroby. Niektére z cytokin
(TNF, IL-6) przyczyniaja sie rowniez do powstania i utrzymywania
sie przetrwatego bolu stawoéw zajetych procesem zapalnym.
Celem pracy byto poréwnanie profilu i stezenia powyzszych
cytokin w surowicach dzieci z MIZS oraz z bélem stawoéw, ktérego
przyczyny nie udato sie ustali¢ (,artralgia”). Stwierdzono, ze
u dzieci chorujacych na MIZS stezenia badanych cytokin wykazu-
ja znaczny stopiefn wzajemnej korelacji, a wytwarzanie niektérych
cytokin (IL-23 w postaci nielicznostawowej oraz TNF w postaci
wielostawowej) nasila sie w okresie okotopokwitaniowym.
U dzieci z ,,artralgiami” takich zaleznosci natomiast nie zaobser-
wowano (wytwarzanie cytokin byto nieskoordynowane i nieza-
lezne od pokwitania). Mimo tych roznic, w grupie dzieci z ,artral-
gia” zaréwno profil, jak i stezenia ocenianych cytokin nie réznity
sie w sposob statystycznie istotny od profilu i stezen u dzieci
z MIZS. Dlatego tez autorki niniejszej pracy uwazaja, ze u dzieci
dolegliwosci bolowe stawdw o nieustalone] przyczynie (,artral-
gie”) zobowiazuja do wnikliwej obserwacji i dalszej diagnostyki.

Summary

Many cytokines (e.g. TNF, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23) are thought to play
a critical role in the inflammatory response as well as in joint car-
tilage and bone destruction processes. In juvenile idiopathic arthri-
tis (JIA) cytokines are supposed to serve as helpful biomarkers for
diagnosis and monitoring of the disease. Proinflammatory
cytokines, such as TNF and IL-6, also contribute to the generation
and maintenance of inflammatory joint pain. The aim of the pres-
ent study was to compare the serum cytokine profile and concen-
trations in two groups of children: suffering from JIA and with joint
pain of unknown causes (arthralgia). In JIA sera concentrations of
tested cytokines were positively inter-correlated and the levels of
some of them (IL-23 and TNF in oligoarticular and polyarticular
subsets, respectively) were significantly elevated in children of
pubescent age. By contrast, in children with arthralgia cytokines
were produced in an uncoordinated way and their levels did not
change in the pubescence period. Despite these differences, both
cytokine profile and concentrations were similar in both JIA and
arthralgia groups. Therefore, we conclude that arthralgia in chil-
dren obliges clinicians to perform thorough observation and fur-
ther diagnosis.
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Wstep

Terminem mtodziencze idiopatyczne zapalenie sta-
wow (MIZS) okresla sie grupe przewlektych zapalen sta-
wow wieku dzieciecego, o podtozu autoimmunizacyjnym
i nieznanej etiologii. Zgodnie z obowigzujgcymi kryteriami,
bazujacymi na objawach klinicznych pierwszych 6 miesie-
cy choroby, wyodrebnia sie 6 podtypéw (manifestacji kli-
nicznych) MIZS [1]. Najnowsze badania, obejmujace m.in.
réznice w uwarunkowaniach genetycznych, zaburzeniach
czynnosci uktadu odpornosci wrodzonej i nabytej oraz
w funkcjonowaniu mechanizméw immunoregulacyjnych,
wskazujg z jednej strony na odrebnos¢ etiopatogenezy
poszczegblnych podtypéw MIZS. Z drugiej jednak strony,
zjawiska doprowadzajgce do destrukgji struktur stawu,
towarzyszace przede wszystkim postaci nielicznostawo-
wej i wielostawowej, wydaja sie podobne [2].

W rozwoju i podtrzymywaniu przetrwatej odpowiedzi
zapalnej oraz w procesach destrukgji chrzastki i kosci sta-
wowej istotng role przypisuje sie cytokinom. Wsréd wie-
lu cytokin, ktére funkcjonuja w sieci wzajemnych oddzia-
tywan, gtéwna role patogenng przypisuje sie czynnikowi
martwicy nowotworu (tumour necrosis factor — TNF) oraz
interleukinie 6 (IL-6), wytwarzanym przez komorki uktadu
odpornosci wrodzonej [3]. Leki neutralizujgce aktywnosé
biologiczng TNF zarejestrowano juz do leczenia dzieci
chorych na posta¢ wielostawowa MIZS, a dotychczasowe
badania kliniczne wskazuja na skutecznos¢ tej terapii
takze w postaci nielicznostawowej rozszerzajacej sie. Lek

Tabela I. Charakterystyka badanych grup dzieci.
Wartosci przedstawiajg Srednie arytmetyczne
+ SEM

Table I. Characteristics of the examined groups
of children. Values are means + SEM

Grupa Wiek Czas choroby OB CRP
(lata)  (miesigce)  (mm/h) (mg/1)

| — artralgie 11,1 40,98 16,5%6,7 13,243 4,3 +19

(n=15)

II=MIZS 10,8 +0,79 24,8 +8,2 21,1+3,84 13 +4,26

postaé nieliczno-
stawowa (n = 25)

1= MIZS
postac wielo-
stawowa (n = 11)

10,7 £1,57 29 14,9 29,2 +7,6 33,7 10,85

plvsll NS NS NS NS
plvsll NS NS 0,04 0,01
pllvs NS NS NS NS

OB — odczyn Biernackiego; CRP — biatko C-reaktywne; p — réznice
statystycznie istotne pomiedzy porownywanymi grupami dzieci;
NS — roznice nieistotne statystycznie; n — liczba pacjentow
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blokujacy aktywacje komérek przez IL-6 wykazuje nato-
miast najwieksza skutecznos¢ terapeutyczna w uogol-
nionej postaci MIZS [4, 5]. Badania u zwierzat z zapale-
niem stawéw wywotanym doswiadczalnie oraz liczne
badania u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw
(RZS) wskazuja, ze rowniez IL-17, wytwarzana gtéwnie
przez subpopulacje limfocytéw pomocniczych (tzw. limfo-
cyty Th17) i komorki tuczne, wptywa wielokierunkowo na
komorki biorace udziat w odpowiedzi immunologiczno-
-zapalnej i procesach destrukcyjnych [3, 6, 7]. Interleuki-
na 17 stymuluje m.in. wytwarzanie chemokin, innych
cytokin prozapalnych (np. IL-6 i TNF), czynnikéw i cytokin
proangiogennych (m.in. IL-8), metaloproteaz degraduja-
cych chrzastke, a takze cytokin (RANKL) i receptorow
(RANK) promujacych osteoklastogeneze i w rezultacie
destrukcje kosci [3, 6]. U ludzi réznicowanie limfocytow T
pomocniczych w komaérki Thl7 jest zalezne m.in. od IL-6,
a utrzymanie puli tych komorek (proliferacja) jest pod-
trzymywane przez IL-23 [3, 6].

Najnowsze badania u zwierzat z zapaleniem stawow
indukowanym podaniem antygenu wskazuja, ze zaréw-
no TNF, jak i IL-6 w istotny sposéb przyczyniajg sie do
powstania i utrzymywania sie przetrwatego bolu sta-
wow zajetych procesem zapalnym [8]. Wobec tego
wydaje sie, ze obie te cytokiny moga odgrywac wazna
role w odczuwaniu bélu u chorych cierpigcych na choro-
by reumatyczne. W wieku rozwojowym boéle kostno-sta-
wowo-miesniowe moga by¢ oznaka réznych choréb
[9, 10]. W MIZS objawy bélowe nie zawsze sg komuniko-
wane (np. w postaci o poczatku nielicznostawowym na
bol skarzy sie zaledwie 25% dzieci), co moze wynikac
z nieumiejetnosci rozpoznawania i/lub oceny przez dzie-
ci tych objawéw [10]. Z kolei u dzieci bez klinicznych
objawow zapalenia stawdéw lub urazu béle stawédw
moga by¢ spowodowane wieloma przyczynami (np. cho-
roba nowotworowa, jatowa martwica kosci, fibromialgia,
wadami postawy badZ nadmierng wiotkoscig wiezadet),
moga to by¢ rowniez przemijajace bole konczyn o nie-
wyjasnionej etiologii, zwane bélami wzrostowymi [9, 10].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie profilu i steze-
nia cytokin w surowicach dzieci z bélami stawow, kto-
rych przyczyny nie udato sie ustali¢ (,artralgie”), w po-
rownaniu z dzie¢mi z MIZS. W badaniach oceniano
cytokiny (TNF, IL-6, IL-8, IL-17, IL-23), ktérym przypisuje
sie kluczowa role w odpowiedzi zapalnej i procesach
destrukcyjnych w stawach oraz odczuwaniu bélu.

Materiat i metody

Badaniami objeto tacznie 51 dzieci, w tym: 25 dzieci
z nielicznostawowa i 11 dzieci z wielostawowa postacia
MIZS oraz 15 dzieci z bélami stawdw utrzymujacymi sie
przez co najmniej 6 tygodni (,,artralgie”), ktorych przyczyny
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(po wykluczeniu m.in. zdefiniowanych choréb tkanki tacz-
nej, zakazen, choréb nowotworowych, odczynéw poszcze-
piennych, urazéw itp.) nie udato sie ustalic. Charakterysty-
ke badanych grup pacjentéw przedstawiono w tabeli I.

Wszystkie dzieci z MIZS byty w klinicznie aktywnej
fazie choroby. W grupie z MIZS o poczatku nielicznosta-
wowym u 3 dzieci rozpoznano postac rozszerzajaca sie.
U Zadnego z dzieci nie stwierdzono w surowicy obecno-
sci czynnika reumatoidalnego, a obecnos¢ przeciwciat
swoistych dla cyklicznych cytrulinowanych peptydéw
(anty-CCP, oznaczane zestawem Immunoscan CCPlus fir-
my Euro-Diagnostica) stwierdzono wytacznie u 3 dzieci
z wielostawowa postacia MIZS.

Stezenia wybranych cytokin oznaczano w surowi-
cach, stosujgc swoiste dla danej cytokiny testy ELISA:
TNF i IL-17 — zestawy Duo-Set (R&D, Polska); IL-23 —
uktad wtasny z uzyciem szczurzej IgG1 swoistej dla pod-
jednostki p19 ludzkiej IL-23 (przeciwciato optaszczajace),
mysiej biotynylowanej 1gGl swoistej dla podjednostki
p40 ludzkiej IL-23 1 IL-12 (przeciwciato wykrywajgce) oraz
rekombinowane] ludzkiej 1L-23 (wszystkie odczynniki
z NatuTec eBioscience, Niemcy); IL-6 i IL-8 — uktad wtas-
ny opisany uprzednio [11].

Analize statystycznag wynikéw przeprowadzono przy
uzyciu oprogramowania Statistica 6.0 (StatSoft, Polska).
Roznice pomiedzy badanymi grupami dzieci oceniano
testami nieparametrycznymi (test U Manna-Whitneya
oraz Kruskalla-Wallisa), korelacje pomiedzy stezeniami
badanych cytokin badano, stosujac test Spearmana.
Jako istotng statystycznie przyjeto wartos¢ p < 0,05. Na
rycinach wyniki przedstawiono jako srednig arytmetycz-
na + btad standardowy (SEM).

Wyniki

Stezenia ocenianych cytokin w surowicach dzieci
z ,artalgiami” oraz nielicznostawowa i wielostawowa
postacia MIZS przedstawiono zbiorczo na rycinie L
W wielostawowej postaci MIZS Srednie stezenia wigkszo-
Sci cytokin byty wieksze niz w pozostatych grupach dzie-
ci, jednak z powodu duzego rozrzutu wynikéw réznice nie
byty istotne statystycznie. Z tych samych powodoéw nie
stwierdzono statystycznie znamiennych réznic, poréwnu-
jac grupe dzieci z ,artralgiami” z cata grupg MIZS (postac
nielicznostawowa i wielostawowa tacznie; dane nie-
przedstawione). Nalezy podkresli¢, ze w grupie dzieci
z jartralgiami” érednie stezenia cytokin byty bardzo zbli-
zone do stezeh u dzieci z nielicznostawowa postacia
MIZS (ryc. 1). Co ciekawe, w obu postaciach MIZS odno-
towano wzajemna korelacje pomiedzy stezeniami
wiekszosci badanych cytokin, co przemawia za ich skoor-
dynowanym wytwarzaniem. Takiej zaleznosci nie obser-
wowano jednak w grupie dzieci z ,,artralgiami” (tab. II).
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Ryc. 1. Stezenia cytokin prozapalnych w surowi-
cach dzieci z ,artralgiami” oraz MIZS. Wartosci
przedstawiaja Srednie arytmetyczne + SEM.

Fig. 1. Concentrations of proinflammatory
cytokines in sera of children with arthralgia and
JIA. Values are means + SEM.
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W dalszej analizie w kazdej z badanych grup wyod-
rebniono dzieci mtodsze (< 10. roku zycia) i starsze
(> 10. roku zycia; faza prepubertalna i pubertalna okresu
pokwitania) (ryc. 2). W MIZS u dzieci starszych érednie
stezenia wiekszosci cytokin byty wieksze niz u dzieci
mtodszych, a réznice istotne statystycznie zauwazono
w przypadku 2 cytokin: IL-23 w postaci nielicznostawo-
wej oraz TNF w postaci wielostawowej. W grupie dzieci
z ,artralgiami” takich réznic nie stwierdzono.

Omoéwienie

Profil cytokin w surowicy jest odzwierciedleniem
przebiegajacej odpowiedzi zapalnej. W przypadku cho-
réb reumatycznych przetrwaty proces zapalny toczy sie
w zajetych chorobowo stawach, dlatego stezenia cytokin
w ptynie stawowym s3 wieksze niz w surowicy, ale ich
profil jest podobny. Ostatnio wykazano, ze w nieliczno-

stawowej i wielostawowe] postaci MIZS profil cytokin

Tabela Il. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniami
cytokin wyrazona wspoétczynnikiem korelacji
liniowej Pearsona (1)

Table II. Relationship between the concentra-
tions of tested cytokines expressed by the linear
Pearson correlation coefficient (r)

Artralgie IL-23 IL-17 IL-8  TNF IL-6
IL-23 NS NS NS NS
IL-17 NS NS NS
IL-8 NS 0,62
TNF NS
MIZS: postaé IL-23  IL-17 IL-8  TNF IL-6
nielicznostawowa

IL-23 0,55 0,47 0,56 NS
IL-17 0,59 NS NS
IL-8 NS NS
TNF 0,72
MIZS: postaé IL-23  IL-17 IL-8  TNF IL-6
wielostawowa

IL-23 0,83 093 0,85 NS
IL-17 0,97 0,98 NS
IL-8 0,98 NS
TNF NS

Wartosci wspotczynnika r: 0,3 — < 0,5 — korelacja przecietna; 0,5 — < 0,7 —
korelacja wysoka; 0,7 — < 0,9 — korelacja bardzo wysoka; 0,9 — < 1 — korelacja
prawie petna; NS — nieistotne statystycznie
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w osoczu i ptynie stawowym jest bardzo zblizony, cho-
ciaz odmienny niz w uktadowe] postaci tej choroby [12].
To wskazuje, ze w nielicznostawowej i wielostawowej
postaci MIZS odpowied? zapalna ma wspdlny patome-
chanizm. Jednak samo okreslanie profilu cytokin ma
watpliwg wartos¢ diagnostyczna, cho¢ moze mie¢ zna-
czenie pomocnicze i by¢ uzyteczne w monitorowaniu
przebiegu choroby. Przemawia za tym m.in. fakt, ze
u 0s6b chorych na inne przewlekte choroby (np. cukrzy-
ce) stwierdza sie umiarkowane zwiekszenie stezenia
tych samych cytokin co w MIZS [5]. Wobec tego cytokiny
prozapalne, zwtaszcza te wykazujgce dziatanie plejotro-
powe i ogblnoustrojowe (TNF, IL-6), moga bra¢ udziat
w réznych zjawiskach towarzyszacych przetrwatej odpo-
wiedzi zapalnej (np. odczuwaniu bélu, procesach
destrukcyjnych czy objawach uogélnionych), niezaleznie
od rodzaju czynnika inicjujacego te odpowied?.

Wyniki niniejszej pracy potwierdzaja te obserwacje,
wskazujac na podobienstwo profilu i stezenia cytokin
prozapalnych w surowicach dzieci z ,artralgiami”
i u dzieci chorych na MIZS. Pomimo pewnych zaobser-
wowanych réznic (w przypadku ,artralgii” wytwarzanie
badanych cytokin jest mniej skoordynowane i nie wzra-
sta w okresie prepubertalnym i pubertalnym) fakt, ze
stezenia cytokin prozapalnych (m.in. TNFi IL-6) w ,,artral-
giach” i nielicznostawowej postaci MIZS sa zblizone,
przemawia za tym, ze takze w ,artralgiach” moze toczy¢
sie skryty proces zapalny. Odkrycie, ze IL-6 i TNF biora
udziat w odczuwaniu bolu stawoéw, w ktoérych toczy sie
proces zapalny, ale nie w przypadku stawéw ,zdro-
wych”, przemawia za stusznoscig tego przypuszczenia
[8]. W zwiagzku z tym zlokalizowanie tego procesu i jego
skuteczne leczenie wydaja sie niezwykle istotne. Wyka-
zano bowiem, ze wérod dorostych cierpigcych na ,artral-
gie” i wykazujacych zwiekszone ryzyko zachorowalnosci
na RZS, tj. tych, u ktérych wystepuja swoiste autoprze-
ciwciata (anty-CCP, czynnik reumatoidalny), a w komor-
kach krwi obwodowej stwierdza sie zwiekszonga ekspre-
sje gendw kodujgcych niektore cytokiny i chemokiny,
w ciggu kilku miesiecy u niemal 20% o0séb rozwija sie
petnoobjawowe RZS [13]. ,Artralgia” moze by¢ zatem
jednym z czynnikéw predykcyjnych rozwoju choréb reu-
matycznych. Mozna zaktada¢, ze u dzieci z duzym steze-
niem nie tylko klasycznych cytokin prozapalnych (TNF,
IL-6), ale takze cytokin o wybitnym potencjale destruk-
cyjnym (IL-17), ktérym przypisuje sie role patogenna tak-
ze w MIZS [14, 15], istotna jest przede wszystkim dalsza
obserwacja reumatologiczna.

Na podstawie wtasnych obserwacji i nowych danych
z pisSmiennictwa, autorzy niniejszej pracy uwazaja, ze
ocena profilu cytokin prozapalnych w surowicach dzieci
z ,artralgiami” moze mie¢ pomocnicza wartos¢ diagno-
styczng i prognostyczna. Konieczne s3 jednak dalsze
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Ryc. 2. Stezenia cytokin prozapalnych w surowicach dzieci mtodszych (< 10. roku zycia) i starszych (> 10. roku
zycia). Wartosci przedstawiajg Srednie arytmetyczne + SEM. A — dzieci mtodsze, B — dzieci starsze.

Fig. 2. Concentrations of proinflammatory cytokines in sera of younger (< 10 years old) and older (> 10 years
old) children. Values are means + SEM. A — younger children, B — older children.
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badania, uwzgledniajace wielokrotna obserwacje cho-
rych w dtuzszym przedziale czasowym.

Whioski

Uzyskane wyniki wskazuja, ze u dzieci chorujacych
na MIZS wytwarzanie niektérych cytokin (IL-23 w posta-
ci nielicznostawowe] oraz TNF w postaci wielostawowej)
nasila sie w okresie okotopokwitaniowym, a stezenia
badanych cytokin wykazuja znaczny stopieh wzajemnej
korelacji. U dzieci z ,artralgiami” takich zaleznosci nie
zaobserwowano, co wskazuje, ze w ,,artralgiach” badane
cytokiny sa wytwarzane w sposéb nieskoordynowany
i niezalezny od pokwitania. Mimo tych réznic, w grupie
dzieci z ,,artralgiami” zaréwno profil, jak i stezenia oce-
nianych cytokin (TNF, IL-6, IL-8, IL-23 i IL-17) nie rdznity
sie w sposob statystycznie istotny od profilu i stezenia
cytokin u dzieci z MIZS. Wobec tego autorzy niniejszej
pracy uwazaja, ze u dzieci dolegliwosci bélowe stawdw
0 nieustalonej przyczynie (,artralgie”) zobowigzujg do

whnikliwej obserwacji i dalszej diagnostyki.
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