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STRESZCZENIE

Wprowadzenie: Celiakia jest chorobg wywotang przez uwarunkowang genetycznie nieprawidtowg
odpowiedz immunologiczng na spozywany gluten, w wyniku ktérej dochodzi do lokalnej aktywacji
ukfadu immunologicznego w btonie Sluzowe;j jelita cienkiego. W odpowiedzi na nig dochodzi do
pobudzenia komdrek T zaréwno w jelicie jak i krwi obwodowej i produkgji cytokin, ktére podtrzymujg,
reakcje zapalng. Komarki btony sluzowej jelita cienkiego w chorobie trzewnej produkujg profil Th1/ThO
cytokin z przewaga IFN-y Profil cytokin produkowanych przez komorki krwi obwodowej najczesciej
wskazuje na typ Th1 odpowiedzi, co potwierdza dominujgaca role cytokin prozapalnych w patogenezie
celiakii.

Cel pracy: Celem pracy byto okreslenie stezenia wybranych cytokin w surowicy krwi u dzieci i
miodziezy z aktywna i nieaktywng postacig choroby trzewnej.

Materiat i metody: Stezenie interleukiny 2 (IL-2) i 6 (IL-6) oraz rozpuszczalnego receptora dla IL-2
(sIL-2R) w surowicy krwi oznaczano u 56 pacjentéw z aktywng i u 54 pacjentéw nieaktywng postacia
choroby trzewnej. U 80 pacjentdéw oznaczono stezenie interferonu y (IFN-y) w surowicy krwi. Do
oznaczania uzyto fabrycznych zestawéw testéw ELISA. Uzyskane wyniki badan poddano analizie
statystycznej.

Wyniki: Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze $rednie
wartosci stezen slIL-2R (p<0.05) i IL-6 (p<0.001) w surowicy pacjentéw nieprzestrzegajacych diety
bezglutenowej. Nie stwierdzono réznic w srednich wartosciach stezen IFN-y w poréwnywanych
grupach. Stezenia IL-2 u wszystkich pacjentéw byly niewykrywalne.

Whioski: Istotnie statystycznie wyzsze stezenia sIL-2R i IL-6 w grupie pacjentéw z aktywng postacig
choroby trzewnej mogg potwierdzaé role tych cytokin w immunopatogenezie choroby trzewne;j.

SUMMARY

Introduction: Celiac disease is caused by genetically determined abnormal immunological response
to ingested gluten resulting in local activation of immune system of small intestine mucosa. In
response to the latter, comes to activation of the T cells both in intestine and peripheral blood as well
as production of cytokines, which sustain the inflammatory reaction. In celiac disease the cells of small
intestine mucosa produce cytokines of the Th1/ThO profile with predominance of IFN-y. The most
frequent profile of cytokines produced by peripheral blood presents the Th1 type of response, which
supports the predominant role of pro-inflammatory cytokines in celiac disease.

Aim of study: The aim of the study was determining concentrations of chosen cytokines in serum of
patients with active and non-active celiac disease.

Material and methods: Concentrations of sIL-2R and IL-6 in serum were determined in 56 patients
with active and 54 patients with non-active celiac disease. In 80 patients serum concentrations of IFN-
y was determined. Manufactured sets of ELISA test were used in study. The results were subjected to
statistical analysis.

Results: On the basis of the results statistically important higher mean values of sIL-2R (p<0.05) and
IL-6 (p<0.001) concentrations were determined in serum of patients. No differences in average values
of concentrations of IFN-y were found. In all patients concentrations of IL-2 were undetectable.
Conclusions: Significantly higher concentrations of sIL-2R and IL-6 in group of patients who did not
comply to gluten-free diet may support the role of those cytokines in immunopathogenesis of celiac
disease.

Stowa kluczowe: choroba trzewna, interleukina 2, rozpuszczalny receptor dla interleukiny 2,
interleukina 6, interferon y
Key words: celiac disease, interleukin 2, soluble receptor for interleukin 2, interleukin 6, interferon y



WPROWADZENIE

Mimo dtugoletnich badan podioze patogenetyczne choroby trzewnej nie zostato do konca wyjasnione.
Obecnie méwi sie o prawdopodobnym wspétdziataniu kilku czynnikéw w rozwoju tego schorzenia.
Odzwierciedleniem tego jest obowigzujgca obecnie definicja choroby trzewnej, ktéra opisuje celiakie
jako trwatg enteropatie wywotang przez uwarunkowang genetycznie nieprawidtowg odpowiedz
immunologiczng na spozywany gluten, w wyniku ktérej dochodzi do lokalnej aktywac;ji uktadu
immunologicznego w bfonie sluzowej jelita cienkiego oraz sekrecji cytokin zaréwno lokalnie w jelicie,
jak i we krwi obwodowej (1, 2).

Wiekszo$¢ naukowcow jest zgodna, ze podstawowym mechanizmem patofizjologicznym lezacym u
podtoza choroby trzewnej sg zjawiska immunologiczne zachodzace w btonie Sluzowej jelita cienkiego
(3, 4). Taki kierunek badan wyznaczyta w latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku Ferguson, ktéra
stwierdzita w wycinkach z jelita cienkiego pobranych od pacjentéw z chorobg trzewng podwyzszone
poziomy cytokin i ustalita ich zwigzek z dziataniem gliadyny (5). W tym samym czasie udowodniono,
ze rowniez limfocyty krwi obwodowej odpowiadajg na stymulacje glutenem zwiekszong sekrecjg
cytokin, ale odpowiedz ta roznita sie od stwierdzanej w obrebie jelita. Lahat i wsp. wykazali, ze
komérki btony Sluzowej jelita cienkiego w chorobie trzewnej produkuja profil Th1/Th0 cytokin z
przewaga IFN-y (2). Oprécz interferonu w bioptatach stwierdzano rowniez sekrecje TNF-a, IL-6,
rzadziej IL-4, IL-5i IL-10 (6, 7). Profil cytokin produkowanych przez komodrki jednojadrzaste krwi
obwodowej najczesciej wskazywat na typ Th1 odpowiedzi z dominujaca sekrecjg IFN-y. Istniejg
réwniez doniesienia o typie Th1/Th0 (1, 8, 9).

CEL PRACY:

Celem pracy byto okreslenie stezenia IL-2 i jej rozpuszczalnego receptora (sIL-2R) oraz IL-6 i IFN-y w
surowicy krwi u dzieci i mtodziezy z aktywng i nieaktywng postacig choroby trzewne;j.

MATERIAL | METODY

Na przeprowadzenie badan kazdorazowo uzyskano zgode opiekuna prawnego pacjenta, a w
przypadku oséb, ktore ukonczyty 12 rok zycia rowniez zgode tej osoby. Protokét badawczy jest
zgodny z Konwecjg Helsinskg i uzyskat akceptacje Komisji Bioetycznej przy Akademii Medycznej im.
L. Rydygiera w Bydgoszczy.

Stezenia IL-2, sIL-2R i IL-6 oznaczano jednorazowo w 110 probkach krwi pobranych od pacjentéw z
choroba trzewnga. Dodatkowo u czesci pacjentéw (n=80) dokonano réwniez oznaczenia stezenia IFN-
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redni wiek badanych wynosit 13.1 lat. U pacjentéw nie stwierdzono niedoboru masy ciata i/lub
wzrostu. Sredni czas trwania choroby od momentu rozpoznania wynosit 10.6 lat (1 do 20 lat). U
wszystkich pacjentéw jako metode leczenia stosowano diete bezglutenowa. Na podstawie danych z
wywiadu oraz wynikéw miana przeciwciat antyendomyzjalnych (EmA) badanych podzielono na dwie
grupy: grupa | - EmA(+) pacjenci nie przestrzegajacy diety bezglutenowej, z aktywna postacig choroby
(n=56) i grupa Il EmA(-) pacjenci przestrzegajacy diety, z nieaktywna postacig celiakii (n=54). W
grupie Il $redni okres przestrzegania diety wynosit 10.2 lat (4-16 lat).

Materiat do badan stanowita krew pobierana z zyty tokciowej w ilosci 3 ml, ktérg wirowano przez 5-7
minut przy 4000 obrotéw/min. Do oznaczania stezenia wybranych cytokin w surowicy krwi uzyto
fabrycznych zestawow mikroptytek ELISA firmy Bender MedSystems optaszczonych mysimi
przeciwciatami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko danej cytokinie. Uzyskane wyniki badan
poddano analizie statystycznej z uzyciem testu sumy rang Kruskala-Wallisa i testu t-Studenta.

WYNIKI

Na podstawie analizy statystycznej wieku, centyla masy ciata i wzrostu ustalono, ze badane grupy byty
jednorodne pod wzgledem badanych parametrow (tab. 1).

We wszystkich badanych grupach poziomy IL-2 w surowicy byty niewykrywalne (podobnie jak u oséb
zdrowych).

Srednie stezenie rozpuszczalnego receptora dla IL-2 (sIL-2R) w surowicy krwi w badanych grupach
miescito sie w granicy normy (NORMA 1,0 — 4,2 ng/ml) i wynosito odpowiednio: dla grupy | — 1,76
ng/ml i dla grupy Il — 1,35 ng/ml (ryc. 1).

Wykrywalne poziomy IL-6 stwierdzono w surowicy 57 pacjentéw (odpowiednio u 29 w grupie | i 28 w
grupie I1). Srednie stezenie IL-6 u tych pacjentéw miescito sie w granicy normy (NORMA 1,4 — 14,1



pg/ml) i wynosito odpowiednio: dla grupy | — 9,062 pg/ml i dla grupy Il — 4,595 pg/ml (ryc. 2).

Analizy stezenia IFN-y dokonano jedynie u 80 pacjentéw (odpowiednio u 26 z grupy | i 54 z grupy II).
Srednie stezenie IFN-y u wszystkich badanych pacjentéw miescito sie w granicach szerokiej normy
(NORMA 1,5-168 pg/ml) i wynosito odpowiednio: dla grupy | — 3,760 pg/ml i dla grupy Il — 4,159 pg/ml
(ryc. 3).

Za pomocg testu t-Studenta poréwnywano wartosci $rednie pozioméw badanych cytokin w
poszczegodlnych grupach (tab. 2). W wyniku testowania ustalono, ze $rednie warto$ci sIL-2R i IL-6 sg
istotnie wieksze w | grupie niz w Il. Nie wykryto réznic wartosci srednich IFN-y w poréwnywanych
grupach.

OMOWIENIE

Choroba trzewna jest wywotana przez uwarunkowang genetycznie nieprawidtowg odpowiedz
immunologiczng na spozywany gluten. W immunopatogenezie celiakii dominujgca role odgrywaja
limfocyty T. Dochodzi do rozwoju reakcji immunologicznej w btonie sluzowej jelita, ktorej efektem sg
zaburzenia réznicowania enterocytow z tworzeniem typowych zmian histopatologicznych (10).

Wielu badaczy podkresla, ze w patogenezie choroby trzewnej decydujaca role petnig cytokiny
prozapalne, ktérych obecno$c¢ stwierdzono w naciekach w btonie $luzowej jelita cienkiego pacjentéw z
aktywng postacig choroby (11, 12). Badania immunohistochemiczne udowodnity obecnos¢
podwyzszonej liczby komérek blaszki wtasciwej produkujacych IFN-y u nie leczonych pacjentéw z
celiakig. U tych samych pacjentéw w bioptatach z jelita cienkiego stwierdzono wyraznie podwyzszone
poziomy mRNA dla IFN-y. Poziomy transkrypcji byty 10-100 razy wyzsze u pacjentéw nie leczonych w
poréwnaniu z chorymi przestrzegajgcymi diety bezglutenowej i okoto 1000 razy wyzsze w poréwnaniu
z grupg kontrolng o histologicznie prawidtowej sluzéwce. Stymulacja gliadyng bioptatow btony
Sluzowej jelita pacjentdw z remisjg histologiczng spowodowata wzrost ekspresji mMRNA dla IFN-y do
poziomu zblizonego do stwierdzanego w aktywnej postaci choroby. Wprowadzenie diety
bezglutenowej dawato znaczgce zmniejszenie ekspresji mRNA dla tej cytokiny (13).

W odpowiedzi na lokalng aktywacje uktadu immunologicznego, rowniez we krwi obwodowej wzrasta
ilos¢ krazacych komoérek produkujacych cytokiny (1, 2, 8).

Liczne badania wykazaty nieznaczne réznice w profilu cytokin we krwi os6b chorych na celiakie w
poréwnaniu z grupg kontrolng. Stymulacja gliadyna u pacjentéw z chorobg trzewng powodowata
wydzielanie przez komorki krwi IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 i IL-10. W grupie kontrolnej po stymulacji nie
obserwowano sekrecji IFN-y i IL-4, a jedynie IL-2, IL-6 i IL-10 (1, 8).

Liczne doswiadczenia in vitro i in vivo wykazaty, ze po aktywacji komérek T blaszki wtasciwej dochodzi
do ekspres;ji receptora dla IL-2 i produkgji cytokin (14). Stymulacja in vitro komérek jednojadrzastych
krwi obwodowej powodowata wzrost poziomu IL-2 u 40% z nieleczong postacig choroby oraz u 42%
przestrzegajacych diety (15). Jedynie u chorych z aktywng postacig choroby stwierdzano wysokie
stezenie zaréwno IL-2, jak i jej rozpuszczalnego receptora (slL-2R) w surowicy krwi, cho¢ nie zawsze
stwierdzano pomiedzy nimi korelacje. Thtumaczono to niesynchronicznym uwalnianiem obu tych biatek
(16). W badaniach wtasnych nie stwierdzono wykrywalnych pozioméw IL-2 w surowicy krwi, wykazano
natomiast podwyzszone poziomy slL-2R w grupie pacjentéw z aktywng postacig choroby trzewnej w
poréwnaniu z osobami przestrzegajacymi diety bezglutenowej. Jest to zgodne z wynikami, jakie
uzyskali Romaldini i wsp. (11). W swojej pracy oceniali oni surowicze poziomy sIL-2R, IL-6 i TNF-a u
leczonych i nie leczonych pacjentéw z chorobg trzewng. Stwierdzili podwyzszone poziomy sIL-2R i IL-
6 w surowicy pacjentéw nieleczonych w poréwnaniu z leczonymi i z grupg kontrolng. Nie obserwowali
réznic w poziomie TNF-a. Po 12-miesiecznym okresie Scistego przestrzegania diety obserwowali
wyrazny spadek jedynie poziomu sIL-2R, chociaz zaréwno stezenie sIL-2R i IL-6 byty nadal wyzsze
niz w grupie kontrolnej. Podobne spostrzezenia poczyniono w badaniach wtasnych, w ktérych
stwierdzono istotnie wyzsze poziomy IL-6 u pacjentéw z aktywng postacig choroby trzewnej w
poréwnaniu z grupg leczong. Kontakou i wsp. opisywali podwyzszone poziomy IL-6 we krwi
obwodowej, ktére dodatkowo wzrastaty po prowokac;ji glutenem, zaréwno u pacjentéw z aktywng
celiakia, jak i remisjg histologiczna (17). W warunkach in vitro stymulacja gliadyng réwniez indukowata
wzrost poziomu IL-6 w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej u 100% pacjentéw z chorobg
trzewna przestrzegajgcych lub nieprzestrzegajacych diety bezglutenowej. Poziom IL-6 po
wprowadzeniu diety bezglutenowej ulegat obnizeniu réwnolegle ze spadkiem poziomu IL-1(.
Niektorzy autorzy proponujg nowy schemat monitorowania przebiegu choroby polegajacy na
oznaczaniu poziomu IL-2 w potgczeniu z IL-6 w surowicy krwi (8). Uzyskane w badaniach wtasnych
wyniki potwierdzajg warto$¢ oznaczania sIL-2R i IL-6 w surowicy jako markeréw aktywnosci choroby.
Na podstawie uzyskanych wynikow nie stwierdzono réznicy w poziomach IFN-y pomiedzy pacjentami
z chorobg trzewng przestrzegajacymi i nie przestrzegajacymi diety bezglutenowej. Podobne wyniki



uzyskali Mizrachi i wsp., ktérzy réwniez nie stwierdzili wzrostu poziomu IFN-y we krwi u chorych z
celiakiag. Badanie swoje poszerzyli jednak o ocene stosunku odpowiedzi typu Th1 i Th2 i stwierdzili, ze
u pacjentow tych dochodzi do podwyzszenia wskaznika IFN-y/IL-10 i IL-2/1L-10 (9). Do odmiennych
whnioskow doszli badacze, ktoérzy oceniali poziom cytokin w komérkach T krwi obwodowej po
stymulaciji gliadyna. U os6b z chorobg trzewng wykryli oni podwyzszone poziomy IFN-y — odpowiednio
u 33% z aktywng postacig choroby i u 25% przestrzegajacych diety. Nie wykazali natomiast jego
obecnosci u oséb zdrowych (18).

W pismiennictwie znalez¢é mozna réwniez nieliczne doniesienia dotyczace zwiekszonego poziomu
innych cytokin prozapalnych w celiakii. Opisywano m.in. podwyzszony poziom mRNA TNF-a i w
btonie sluzowej i TNF-a w limfocytach T krwi obwodowej u pacjentéw z aktywng postacig choroby
(11). U chorych przestrzegajacych diety bezglutenowej stwierdzano jedynie podwyzszone poziomy
mRNA dla TNF-B. Zasugerowano jednak, ze ta zaburzona ekspresja TNF moze by¢ uwarunkowana
genetycznie, bowiem locus alleli kodujgcych TNF sagsiaduje z genami uktadu HLA, ktoérych rola w
patogenezie choroby trzewnej jest niepodwazalna (19).

Inne doniesienia podkreslajg znaczenie zaburzonej ekspresji TGF- w patogenezie celiakii (20).
Podwyzszone poziomy tego czynnika wykazano w blaszce wtasciwej btony sluzowej jelita pacjentow z
aktywng postacig choroby tuz pod nabtonkiem. By¢ moze zatem wzrost jego poziomu wynika z
lokalnej reakcji zapalnej (21).

Poniewaz u podtoza zmian obserwowanych w chorobie trzewnej lezy nieprawidtowa rekcja
immunologiczna, ingerencja w te odpowiedz mogtaby pozwoli¢ na stworzenie nowych metod leczenia
choroby trzewnej. Pod koniec XX wieku, kiedy udowodniono udziat cytokin w patogenezie choroby
trzewnej, uwage skupiono na poszukiwaniu metod modulowania ich sekrecji. Stwierdzono, ze zmiany
histologiczne w btonie sluzowej (zanik kosmkoéw, hyperplazja krypt) moga by¢ blokowane przez
dodanie przeciwciat anty-IFN-y lub anty-TNF-a (22). W warunkach in vitro badano rowniez efekt
dziatania przeciwciat anty-IFN-y, anty-IL-2 i anty —TNF-a na zaktywowane klony komérek T. Chociaz
przeciwciata anty-IFN-y i anty-TNF-a dziataly synergistycznie, to jednak hamujacy wptyw na indukcje
reakcji zapalnej przez aktywne komorki T wykazywaty jedynie przeciwciata anty-IFN-y. Mimo zatem
rozwoju wiedzy na temat mechanizméw patogenetycznych w celiakii nadal jedyng w petni skuteczng
metodg leczenia pozostaje dieta bezglutenowa.

Badania finansowane przez Komitet Badan Naukowych nr projektu KBN 3P05E 09622

WNIOSKI:

Uzyskane w badaniach wiasnych wyniki moga potwierdza¢ role IL-2 i IL6 w immunopatogenezie
choroby trzewne;.
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Wiek Centyl masy Centyl wzrostu
Age Weight centile Height centile
n Sredni sSD Srednia sD Sredni sSD
mean mean mean
Grupa | 56 | 134 5.1 4.1 16 3.8 17
Group |
Grupa Il 54 | 129 3.5 4.1 17 3.7 1.8
Group Il
t-statystyka 0.59 0.0 0.59
t-statistics
p-value NS NS NS

* kanatom centylowym przypisano wartosci liczbowe, np. kanat < 3 centyla — 1, kanat 3-10 centyla — 2
itd.

* for centile channels a number values were attributed, e.g. channel < 3 centile — 1, channel 3-10
centile — 2 etc.

Tab. I. Charakterystyka pacjentéw w grupie 1 i Il.

Table 1. Characteristics of patients in group | and Il



slL-2R (ng/ml) IL-6 (pg/ml) IFN-y (pg/ml)
Grupa | Grupa ll Grupa | Grupa ll Grupa | Grupa ll
Group | Group Il Group | Group Il Group | Group Il
n 56 54 29 28 26 54
min 0,64 0,25 1,494 1,422 3,206 3,044
max 5,00 3,81 28,070 37,118 5,972 12,500
srednia
mean 1,76 1,35 9,062 4,595 3,760 4,159
SD 0,88 0,83 8,115 6,677 0,610 1,950
mediana
median 1,56 1,09 7,010 2,880 3,610 3,542
t-statystyka
t-statistics 2.49 -1.01
p-value <0.015 NS

Tab. 2. Analiza statystyczna wynikéw badan wybranych cytokin w grupie pacjentow z aktywng i
nieaktywng chorobg trzewna.
Table 2. Statistical analysis of chosen cytokine concentrations in patients with active and non-active

celiac disease.
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