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PrzydatnoS¢ oznaczania w surowicy krwi stezen interleukiny 6
(IL-6), metaloproteinaz i ich tkankowych inhibitorow
w ocenie aktywnosci reumatoidalnego zapalenia stawow

The value of the assessment of interleukin-6 (IL-6), matrix metalloproteinases and
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Streszczenie

Celem niniejszej pracy byta analiza korelacji pomiedzy stezeniem
IL-6 w surowicy krwi a stezeniem metaloproteinaz (MMPs, matrix
metalloproteinases) i ich tkankowych inhibitoréw (TIMPs, tissue in-
hibitors of metalloproteinases) oraz klinicznymi wskaznikami ak-
tywnosci choroby u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem sta-
wow (RZS). Stezenia IL-6, kolagenozy 1 (MMP-1), stromelizyny
1 (MMP-3), zelatynazy B (MMP-9), TIMP-1 i TIMP-2 oznaczono w su-
rowicy 32 chorych na RZS, opierajac sie na metodzie ELISA. W prze-
prowadzonych badaniach wykazano korelacje pomiedzy stezeniem
IL-6 a catkowitym stezeniem badanych MMPs (p<0,001) i catkowi-
tym stezeniem badanych TIMPs (p<0,001). Stwierdzono réwniez, ze
stezenie w surowicy IL-6 catkowitych stezen badanych MMPs
i TIMPs korelowato z szybkoscig opadania krwinek czerwonych, ste-
zeniem biatka C-reaktywnego, liczbg bolesnych i obrzeknietych sta-
wow oraz wskaznikiem stawowym Ritchiego. Nalezy sadzi¢, ze ana-
liza stezen IL-6, badanych MMPs i TIMPs moze by¢ przydatna
w ocenie aktywnosci reumatoidalnego zapalenia stawow.

Wstep

Reumatoidalne zapalenie stawdéw (RS) jest przewle-
ktym zapalnym schorzeniem uktadowym tkanki tacznej,
w przebiegu ktérego dochodzi do niszczenia struktur sta-

Summary

The aim of the study was to explore whether the serum level
of interleukin 6 (IL-6) is correlated with matrix metalloprote-
inases (MMPs) and tissue inhibitors of metalloproteinases
(TIMPs), and with clinical markers of the disease activity in
rheumatoid arthritis (RA). Concentrations of IL-6, interstitial
collagenase (MMP-1), stromelysin-1 (MMP-3), gelatinase B
(MMP-9), TIMP-1 and TIMP-2 were measured with an ELISA
technique in serum of 32 RA patients. We found the correla-
tions between IL-6 and total measured MMPs (p<0.001), and
total measured TIMPs (p<0.001). Furthermore, serum IL-6,
MMPs and TIMPs correlated with the erythrocyte sedimenta-
tion rate, C reactive protein level, the number of tender and
swollen joints, and Ritchie articular index (RAI). We conclude
that analysis of the serum IL-6, MMPs and TIMPs levels may be
useful in the assessment of the RA activity.

wowych i okotostawowych. W rezultacie prowadzi ono
do ograniczenia mozliwosci wykonywania przez chorego
codziennych czynnosci zyciowych. Istotna role w patoge-
nezie RZS wydaja sie petni¢ limfocyty, makrofagi i syno-
wiocyty, ktére niszcza tkanki stawowe poprzez wiele me-
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chanizméw, w tym przez produkowane przez siebie cyto-
kiny oraz metaloproteinazy (MMPs, matrix metalloprote-
inases) [1, 2]. Obok kluczowych prozapalnych cytokin, ta-
kich jak czynnik martwicy nowotworéw o (TNF-a,
tumour necrosis factor a) i interleukina 1B (IL-1B), w pato-
genezie RZS istotng role odgrywa IL-6 [3-6]. Wykazuje
ona potencjat do pobudzania produkgji biatek ostrej fazy,
i to nawet wiekszy niz IL-1f [7]. IL-6 jest ponadto czynni-
kiem wzrostu dla limfocytéw B i stymuluje wydzielanie
immunoglobulin. Cytokina ta aktywuje takze komérki T
i pobudza proliferacje fibroblastéw [8]. W przebiegu RZS
niezmiernie wazne jest zwiekszanie przepuszczalnosci
srodbtonka dla limfocytow przez IL-6 [4], co w rezultacie
pozwala na ich migracje do btony maziowej stawow. Wta-
SciwosE ta jest szczegblnie istotna w zainicjowaniu i roz-
woju reumatoidalnego procesu zapalnego w obrebie sta-
wowej btony maziowej. IL-6 odgrywa réwniez posrednio
role w procesie degradacji chrzastki stawowej. Zwigzane
jest to z blokowaniem przez nig proliferacji chondrocytéw
i tworzenia proteoglikanéw oraz stymulowaniem rozpadu
proteoglikanéw wywotanemu przez IL-1B [9]. Ponadto
IL-6 jest odpowiedzialna za wystapienie goraczki i pobu-
dzanie katabolizmu, prowadzace do kacheksji [4]. Znacze-
nie IL-6 w patogenezie RZS potwierdzaja préby kliniczne
terapii, skierowane przeciwko tej cytokinie, ktérych skut-
kiem jest zmniejszenie aktywnosci choroby [10]. Nalezy
jednak pamieta¢, ze IL-6 przejawia rowniez wtasciwosci
cytokiny przeciwzapalnej. Wykazano, ze IL-6 zmniejsza
synteze TNF-a. i IL-1B [4] oraz pobudza wytwarzanie tkan-
kowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMPs, tissue inhi-
bitors of metalloproteinases) [11]. TIMPs sg, jak wiadomo,
inhibitorami metaloproteinaz (MMPs, matrix metallopro-
teinases) bioracych udziat w procesach degradacji i prze-
budowy tkanek stawowych [11, 12]. Celem pracy byta ana-
liza korelacji pomiedzy stezeniem IL-6 w surowicy a ste-
zeniem metaloproteinaz, ich tkankowych inhibitoréw
oraz klinicznymi wskaznikami aktywnosci choroby u cho-
rych na reumatoidalne zapalenie stawow.

Grupa badana i metody

Badaniami objeto 32 chorych (25 kobiet i 7 mezczyzn)
z reumatoidalnym zapaleniem stawéw rozpoznanym na
podstawie kryteriow Amerykanskiego Kolegium Reuma-
tologicznego (ACR, American College of Rheumatology)
z 1987 r. [13]. Wsréd analizowanych pacjentéw Srednia
wieku wynosita 55,1+12,7 roku, a czas trwania choroby
17,1+6,9 roku. W trakcie 3 ostatnich miesiecy przed bada-
niem niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) stosowa-
ne byty przez wszystkich chorych, a 23 przyjmowato takze
leki modyfikujace przebieg choroby (17 metotreksat
i 6 sulfasalazyne). Aktywnos¢ choroby analizowano na
podstawie liczby bolesnych i obrzeknietych stawéw,
wskaznika stawowego Ritchiego [14], szybkosci opadania
krwinek czerwonych (OB) oraz stezenia biatka C-reakty-
wnego (CRP, C-reactive protein).
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W badaniach wykorzystano krew pobierang z zyty
tokciowej, ktéra nastepnie wykrzepiano przez 30 min,
po czym wirowano przez 10 min (1000 x g). Surowice
pochodzaca od poszczegblnych chorych dzielono na po-
jedyncze prébki, ktére mrozono w temperaturze
-80°C. Uzywajac komercyjnych zestawdw ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay), oznaczano w surowicy ste-
zenia IL-6 (Bender MedSystems, Vienna, Austria) oraz
MMP-1, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 i TIMP-2 (Biotrak, Amer-
sham Pharmacia Biotech Limited, Little Chalfont Buckin-
ghamshire, England), Scisle stosujac sie do instrukgji pro-
ducenta. Stezenia IL-6 wyrazono w pg/ml, natomiast
MMPs i TIMPs w ng/ml. Czutos¢ poszczegblnych zesta-
wow ELISA byta nastepujaca: 1,4 pg/ml (IL-6); 1,7 ng/ml
(MMP-1); 2,35 ng/ml (MMP-3); 0,6 ng/ml (MMP-9); 1,25
ng/ml (TIMP-1) i 3,0 ng/ml (TIMP-2).

Analizy statystycznej dokonano na podstawie korela-
cji Spearmana. Korelacje uznawano za znamienna przy
p<0,05.

Wyniki

W rezultacie przeprowadzonych analiz stwierdzono
dodatnig korelacje (r=0,647; p<0,001) pomiedzy steze-
niem IL-6 i tacznym stezeniem wszystkich badanych me-
taloproteinaz (MMP-1, MMP-3 i MMP-9) w surowicy cho-
rych na RZS (ryc. 1.). Znamienna statystycznie zaleznos¢
(r=0,591; p<0,001) wykazano réwniez pomiedzy steze-
niem IL-6 i tagcznym stezeniem badanych tkankowych in-
hibitoréw metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2) w surowicy
badanych pacjentow (ryc. 2.).

W surowicy pacjentéw z RZS stezenie IL-6 korelowato
ze wskaznikami aktywnosci choroby, takimi jak szybkosé
opadania krwinek czerwonych (OB) (r=0,721; p<0,001),
stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) (r=0,601; p<0,001),
liczba bolesnych (r=0,518; p<0,01) i obrzeknietych sta-
wow (r=0,525; p<0,01) czy wskaznik Ritchiego (r=0,464;
p<0,01). Réwniez taczne stezenie badanych metaloprote-
inaz (MMP-1, MMP-3 i MMP-9) korelowato z OB (r=0,737;
p<0,001), CRP (r=0,371; p<0,05), liczbg bolesnych
(r=0,533; p<0,01) i obrzeknietych stawéw (r=0,590;
p<0,001) czy wskaznikiem Ritchiego (r=0,469; p<0,01).
Ponadto taczne stezenie badanych tkankowych inhibito-
row metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2) korelowato z OB
(r=0,506; p<0,01), CRP (r=0,355; p<0,05), liczbg bolesnych
(r=0,510; p<0,01) i obrzeknietych stawow (r=0,477;
p<0,01) czy wskaznikiem Ritchiego (r=0,373; p<0,05).

Dyskusja

Biorac pod uwage czestos¢ wystepowania w popu-
lacji oraz prowadzacy do inwalidztwa przebieg, reuma-
toidalne zapalenie stawdw stanowi niezmiernie wazny
problem spoteczny. W przebiegu choroby u wielu pa-
cjentébw oprocz zmian stawowych rozwijajg sie takze
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Ryc. 1. Korelacja pomiedzy stezeniem interleu-
kiny 6 (IL-6) a tacznym stezeniem badanych
metaloproteinaz (MMP-1, MMP-3 i MMP-9)
w surowicy chorych na reumatoidalne zapale-
nie stawow.

powiktania narzadowe, stanowigce zagrozenie dla ich
zdrowia i zycia. Sktonito to wielu badaczy do zwrécenia
szczegblnej uwagi na te uktadowga chorobe tkanki tacz-
nej. Wykazano, ze wazng role w destrukcji tkanek sta-
wowych i okotostawowych odgrywaja limfocyty, ma-
krofagi i synowiocyty. Przyjmuje sie, ze biorg one udziat
w reumatoidalnym procesie zapalnym, m.in. poprzez
wytwarzanie prozapalnych cytokin i metaloproteinaz
[1, 2]. Do prozapalnych cytokin bioracych udziat w pato-
genezie schorzenia oprécz TNF-o i interleukiny 1B
(IL-1B) nalezy réwniez IL-6 wytwarzana przez monocyty,
komorki srédbtonka, fibroblasty i limfocyty T. Produkcja
IL-6 jest stymulowana przez IL-1B i TNF-a [4, 15]. W RZS
obecnosé IL-6 wykazano w btonie maziowej stawoéw,
w ptynie stawowym oraz w surowicy krwi. Ekspresja
IL-6 w btonie maziowej stawéw, ptynie stawowym
i krwi u chorych na RZS jest wieksza w poréwnaniu
z pacjentami z chorobg zwyrodnieniowg stawéw oraz
osobami zdrowymi [3, 4, 6]. Jak wiadomo, IL-6 petni
wiele waznych funkcji w procesie zapalnym, o ktérych
wspomniano we wstepie.

W przebiegu reumatoidalnego procesu zapalnego
tkanki stawowe i okotostawowe niszczone s3 przez
metaloproteinazy syntetyzowane przez makrofagi
i synowiocyty [1, 2, 11]. Sposréd metaloproteinaz wy-
roznia sie m.in. kolagenaze (MMP-1), stromelizyne
1 (MMP-3) i Zelatynaze B (MMP-9). Obecno$¢ MMPs
stwierdzono nie tylko w maziéwce stawowej czy
w ptynie stawowym, ale takze w surowicy krwi pa-
cjentéw z RZS [16, 17]. Niszczaca aktywnos¢ metalo-
proteinaz jest regulowana m.in. przez wytwarzanie ich
w postaci nieaktywnych proenzyméw, jak i przez ich
inhibitory, do ktérych naleza tez tkankowe inhibitory

r=0,591; p<0,001
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Ryc. 2. Korelacja pomiedzy stezeniem IL-6
a tagcznym stezeniem badanych tkankowych in-
hibitorow metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2)
w surowicy chorych na reumatoidalne zapale-
nie stawow.

metaloproteinaz. Stwierdzono, ze produkcja TIMPs
jest pobudzana m.in. przez IL-6 [11].

W poprzedniej pracy wykazalismy korelacje steze-
nia IL-6 w surowicy chorych na RZS ze stezeniem kola-
genazy, stromelizyny 1 i Zelatynazy B. Stwierdzilismy
rowniez korelacje IL-6 z tkankowymi inhibitorami meta-
loproteinaz, zaréwno TIMP-1, jak i TIMP-2 [18]. W obec-
nym opracowaniu postanowilismy zwréci¢ szczegblna
uwage i przedstawic¢ korelacje IL-6 zaréwno z tacznym
stezeniem badanych metaloproteinaz (MMP-1, MMP-3
i MMP-9), jak i tacznym stezeniem badanych tkanko-
wych inhibitoréow metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2).
Wykazalismy zaréwno korelacje pomiedzy stezeniem
IL-6 a catkowitym stezeniem badanych MMPs, jak i cat-
kowitym stezeniem badanych TIMPs. Wydaje sie, ze
taczne analizowanie stezen badanych MMPs i TIMPs
zaangazowanych w patogeneze choroby jest wtasciw-
sze w ocenie aktywnosci procesu reumatoidalnego.

Ponadto w obecnej pracy stwierdzilismy korelacje
nie tylko stezeh IL-6, ale i tgcznych stezen badanych
metaloproteinaz (MMP-1, MMP-3, MMP-9) oraz tkanko-
wych inhibitorow metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2)
w surowicy krwi ze wskaznikami aktywnosci choroby,
takimi jak szybkos¢ opadania krwinek czerwonych, ste-
zenie biatka C-reaktywnego, liczba bolesnych i obrzek-
nietych stawdw oraz wskaznik stawowy Ritchiego. Tak-
ze w innych badaniach u chorych na RZS wykazano ko-
relacje IL-6 z OB i CRP [3, 6, 19, 20]. Wiadomo réwniez,
Ze stezenie IL-6 koreluje ze stezeniem takich cytokin,
jak IL-1B i TNF-a, uwazanych za odgrywajace kluczowa
role w patogenezie RZS [21]. W opracowaniach innych
autoréw zaobserwowano réwniez korelacje pomiedzy
stezeniem w surowicy MMP-3 a OB i liczba obrzeknie-
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tych stawéw [22-24] oraz pomiedzy stezeniem TIMP-1
a OB [23]. Wyniki naszych badah w powigzaniu z dany-

m

i z piSmiennictwa sugeruja, ze okreslanie w surowicy

chorych na RZS stezenia IL-6, t3cznego stezenia bada-
nych MMPs (MMP-1, MMP-3 i MMP-9) oraz TIMPs

(T

IMP-1 i TIMP-2) moze by¢ pomocne w ocenie aktyw-

nosci choroby i monitorowaniu leczenia.

1.

2.

Re

Whnioski

W surowicy chorych z reumatoidalnym zapaleniem
stawow stezenie interleukiny 6 koreluje z tgcznym
stezeniem badanych metaloproteinaz (MMP-1, MMP-
3 i MMP-9) oraz tkankowych inhibitoréw metalopro-
teinaz (TIMP-1 i TIMP-2).

. Stezenie IL-6, taczne stezenie badanych metalopro-

teinaz (MMP-1, MMP-3 i MMP-9) oraz tkankowych
inhibitoréw metaloproteinaz (TIMP-1 i TIMP-2) w su-
rowicy chorych na RZS koreluje ze wskaznikami ak-
tywnosci choroby, takimi jak szybkos¢ opadania
krwinek czerwonych, stezenie biatka C-reaktywnego,
liczba bolesnych i obrzeknietych stawéw oraz wskaz-
nik stawowy Ritchiego.

. Analiza stezenia IL-6, tacznego stezenia badanych

metaloproteinaz (MMP-1, MMP-3 i MMP-9) oraz
tkankowych inhibitoréow metaloproteinaz (TIMP-1
i TIMP-2) w surowicy chorych moze by¢ pomocna
w ocenie aktywnosci RZS i monitorowaniu leczenia.
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