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Sthrn

Pozadie problému: Systémova skleréza (SSc) je charakterizovana poru-
chami metabolizmu kolagénu; ich vysledkom je fibréza mikkych spo-
jivovych tkaniv. Prie¢novizbové zli¢eniny kolagénu pyridinolin (Pyr)
a deoxypyridinolin (Dpyr) si degradaéné produkty kolagénu vy-
lu¢ované mocom. ZvySena koncentracia pyridinolinu, najma jeho frak-
cie pochadzajucej z mikkych tkaniv (soft tissue pyridinoline, stPyr)
bola opisana u pacientov so SSc. Nevyjasneny zostava tkanivovy zdroj
stPyr pri SSc.

Ciel prdce: Porovnat koncentracie Pyr, Dpyr a stPyr v mociu pacientov
50 SSc, osteoporézou (OP) a zdravych kontrol. Zistit, ¢i parameter stPyr
odraza rozsah kozného, resp. organového postihnutia u pacientov so SSc.
Metody: Sledované sibory tvorilo 24 pacientov so SSc, 22 pacientov
s OP a 11 zdravych kontrol. Koncentracie Pyr a Dpyr v rannom mo¢i
sa urcovali metédou HPLC s fluorescenc¢nou detekciou.

Vysledky: Pyr aj Dpyr boli signifikantne zvySené u pacientov so SSc
v porovnani so zdravymi kontrolami. Vyrazne zvySené boli hodnoty
stPyr u pacientov so SSc oproti zdravym kontrolam aj pacientoms OP
(62,9+50,0 vs 23,3+6,9 a 21,9+21,2 nmol/mmol Kreatininu, p < 0,005).
Medzi skore kozného postihnutia a hodnotami stPyr sme zistili signi-
fikantnu pozitivnu korelaciu (r;=0,57, p=0,0063). Vyraznui korelaciu
sme zaznamenali aj medzi skére organového postihnutia a stPyr
(r=0,58, p=0,0057).

Ziver: Zvy$ené hodnoty stPyr u pacientov so SSc a ich signifikantna
korelacia s mierou kozného i organového postihnutia poukazuju na
to, Ze zdrojom Pyr moZu byt fibrotizované tkaniva.

KIiucové slova: systémova skleroza, pyridinolin, deoxypyridinolin,
kolagén.

Systémova skleréza (SSc) je choroba spojivového tka-
niva nezname;j etioldgie charakterizovand zvysenou tvorbou
zloziek extracelularneho matrixu, najmé kolagénu, v kozi

Summary

Background of the problem: Systemic sclerosis (SSc) is characterized
by disturbance of collagen metabolism resulting in fibrosis of the soft
connective tissues. Cross-link compounds of collagen, pyridinoline (Pyr)
and deoxypyridinoline (Dpyr), are the degradation products of colla-
gen secreted by urine. The increased concentration of pyridinoline,
especially the fraction originating from soft connective tissues (soft tis-
sue pyridinoline, stPyr), has been described in patients with systemic
sclerosis, however, its tissue source remains to be explained.

Aim of the investigation: The authors tried to compare Pyr, Dpyr and
stPyr urine concentration in patients with SSc, osteoporosis (OP) and
healthy persons, and to find out if stPyr reflects the extent of the skin
and organ involvement in patients with SSc.

Methods: The investigated group consisted of 24 patients with SSc, 22 pa-
tients with OP, and 11 healthy persons. Pyr and Dpyr in samples of morning
urine were estimated by HPLC method using fluorescence detection.
Results: Pyr and Dpyr were found to be increased significantly in pa-
tients with SSc when compared with healthy controls. Markedly in-
creased values of stPyr were found in patients with SSc in comparison
to both healthy controls and patient with OP (62.9+50.0 vs 23.3+6.9
and 21.9+21.2 nmol/mmol creatinine, p < 0.005). A significant positive
correlation was found out between the score of skin involvement and
stPyr values (r;=0.57, p=0.0063). A marked correlation was also noted
between the score of organ involvement and stPyr (r,=0.58, p=0.0057).
Conclusion: The increased values of stPyr in patients with SSc and
their correlation with the range of skin and organ involvement suggest
that fibrotized tissues may be the source of Pyr.

Key words: systemic sclerosis, pyridinoline, deoxypyridinoline, collagen.

a niekedy vo vnutornych organoch. Samy fibrotické zmeny
su vSak vysledkom celej kaskady predchadzajucich imuno-
patologickych a vaskulopatickych procesov (13, 16).
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Tvorba tzv. prie¢novdzbovych zlucenin v telopeptidovych
doménach kolagénu ma kIucovi ulohu pri stabilizacii supra-
molekulovych Struktir kolagénu v spojivovych tkanivach.
Oxidativnou deaminaciou zvyskov lyzinu, resp. hydroxylyzi-
nu, za ucasti lyzyloxidazy (EC 1.4.3.) vznikaju reaktivne alde-
hydické skupiny (allyzin, resp. hydroxyallyzin). Kondenzaciou
tychto allyzinov s reaktivnymi zvySkami aminokyselin lyzi-
nu, hydroxylyzinu a histidinu v réznych kombinaciach vzni-
kaju finalne trivalentné a tetravalentné prie¢novéazbové zluce-
niny typické pre urcity druh tkaniva. Délezitym faktom je, Ze
charakter dominujucej viazby v tkanive ur¢uje miera hydroxy-
lacie lyzinu v telopeptidovych doménach kolagénu (12).

Pyridinolin (Pyr) a deoxypyridinolin (Dpyr) su trivalent-
né priecnovédzbové zluceniny vyskytujice sa najmé v kost-
nom kolagéne typu I a chrupkovom kolagéne typuII. V zdra-
vej ludskej koZi bolo opisané len velmi malé zastupenie tychto
zlu€enin (7) (v skorsich pracach boli dokonca pod detek-
¢nym limitom analytickej metddy (1)). Pyridinoliny uvol-
nené pri degradacii spojiva su pre metabolizmus organizmu
nevyuzitelné a vylucuji sa mocom. Polovica celkového ko-
lagénu v tele sa nachadza v kostiach; je v nich relativne naj-
vicSie zastapenie Pyr a najvy$si pomer Dpyr:Pyr. Preto sa
povazuju tieto zluc¢eniny v moci najmé za markery kostnej
resorpcie a intenzivne sa Studuju pri osteoporoze (9, 10, 15).

LaMontagna a spol. (3) roku 1995 zistili signifikantné
zvysenie koncentracie Pyr v moci aj u pacientov so SSc.
Na zaklade zhodnotenia korelacie Pyr s denzitometricky-
mi nalezmi (BMD) interpretovali toto zvySenie ako dosle-
dok akceleracie osteoresorpcie pri SSc.

Stone a spol. (14) sa domnievaju, Ze zvySena koncen-
tracia Pyr pri SSc nemusi byt nasledok len zvysenej osteo-
resorpcie, ale méze pochadzat aj z mikkych tkaniv. Pred-
lozili jednoduchy spdsob, ako priblizne kvantifikovat frakciu
Pyr v mo¢i pochadzajucu z makkych tkaniv (,soft-tissue
Pyr®, stPyr): kedZe pomer Pyr:Dpyr v kostnom kolagéne je
asi 3,5:1, da sa predpokladat, zZe:

stPyr = Pyr — 3,5 x Dpyr (v nmol/mmol kreatininu).

Ukazalo sa, ze hodnoty stPyr boli u pacientov so SSc
v porovnani so zdravymi kontrolami signifikantne zvyse-
né. NavySe autori zistili aj zvySené koncentracie degra-
daénych produktov elastinu (desmozinu a izodesmozinu)
v mo¢i pri SSc. To ich viedlo k predpokladu, Ze poten-
cialnym tkanivovym zdrojom stPyr pri SSc m6zu byt plu-
ca. Porovnanie s inymi plicnymi chorobami (cysticka fib-
réza, chronické obstrukéné plucne ochorenie) tento
predpoklad nepotvrdilo. Pozorovali v§ak vyraznu asocia-
ciu medzi zvySenim stPyr a trecim Selestom Sliach, ktoré
preto oznacili za jeden z moznych zdrojov Pyr.

PredloZena praca je prispevkom k tejto velmi zaujima-
vej, zatial nevyjasnenej problematike tykajicej sa zvysené-
ho vyskytu Pyr v moc¢i pacientov so SSc.

MATERIAL A METODY

V subore pacientov so SSc sme urcovali hodnoty Pyr, Dpyr
a stPyra porovnali ich so zdravymi kontrolami (HC) a pacient-
mis osteopordzou (OP). Semikvantitativne vyhodnotenie koz-
ného a organového postihnutia pri SSc sme korelovali s na-
meranymi hodnotami stPyr. Porovnali sme aj pacientov
s klinicky progredujicim a stabilizovanym obrazom choroby.

Sledované subory sa skladali z 24 pacientov so SSc
a z 24 pacientov s denzitometricky potvrdenou OP. Sucas-
fou Studie bolo aj 11 zdravych dobrovolnikov s denzitomet-
ricky vylu¢enou OP. Demografické udaje a klinicka cha-
rakteristika pacientov so SSc su v tabulke 1.

Tab. 1. Zakladné demografické a klinické udaje o pacientoch so SSc.

Pocet pacientov 24
Zeny/muzi 23/1
Vek (roky, priemer+standardna odchylka) 50+14
Vekové rozpitie (roky) 23-75
Trvanie ochorenia (roky, priemer+§tand.odchylka)  7,2+5,4
Casové rozpitie (roky) 1-21
Forma ochorenia (stabilizovana/progredujuca) 16/8
Postihnutie vnutornych organov:

Ezofag 13 (54 %)
Pluca 12 (50 %)
Srdce 10 (41 %)
Oblicky 2 (8 %)

Rozsah dermosklerdzy sa hodnotil semikvantitativne
podla Rodnana a spol. (11). Pri hodnoteni rozsahu organo-
vého postihnutia sa pouzila semikvantitativna metdda pub-
likovana v praci Hughesa a spol. (2).

Vzorky ranného mocu ziskané od pacientov so SSc, OP
a zdravych kontrol sa skladovali pri -20 °C az do uskutoc-
nenia analyzy. Pyr a Dpyr v moci sa urcovali metédou vy-
sokoucinnej ionexovej chromatografie s fluorescenc¢nou
detekciou (5). Po Standardnej priprave vzorky z hydrolyza-
tu mocu na koldénke s mikropartikularnou celulézou sa Pyr
a Dpyr izokraticky separovali na sulfobutylovom katexe
(HEMA BIO 1000 SB) a detegovali pri excitacnej vinovej
dizke 295 nm a emisnej vinovej dizke 400 nm.

Chromatograficky systém bol zostaveny z pumpy LC10
AD, detektora RF 551, integratora CR6 A (Shimadzu, Ja-
ponsko), davkovaca R 7725 (Rheodyne, USA) a kolény
250x4 mm HEMA BIO 1000 SB (Tessek, CR).

Mobilna faza bola pripravend zmiesanim 0,45 mol/l roz-
toku siranu sodného (filtrovaného na 0,4 pm membrane
Synpor) a 0,3 mol/l acetatového tlmivého roztoku (pH 3,0)
v pomere 9:23. Prietok mobilnej fazy bol 0,8 ml/min.

Ako kalibra¢ny roztok pyridinolinov sa vyuzil kalibracny
roztok, ktory je sucastou kitu ,,Crosslinks by HPLC* firmy
Biorad (Mnichov, Nemecko). Kreatinin sa urcoval spektro-
fotometricky na automatickom analyzatore Hitachi-Boehrin-
ger Mannheim 911.



203

300 = *

200 <

Pyr (nmol/mmol kr.)

»
.
*
o
100 o p o4
*%e

HC OP $Sc

Obr. 1. Pyr v mo¢i u kontrol (HC), pacientov s OP a SSc.
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Obr. 2. Dpyr v mo¢i u kontrol (HC), pacientovs OP a SSc.

Na statistické spracovanie vysledkov sa pouzil nepa-
rovy Mannov—Whitneyov test a na korela¢nu analyzu
Spearmanov korela¢ny koeficient.

VYSLEDKY

Hodnoty Pyr aj Dpyr boli signifikantne zvySené u pacien-
tov so SSc v porovnani so zdravymi kontrolami (uvedené hod-
noty predstavuju stredné hodnoty + Standardné odchylky: Pyr
136,5496,0 vs 47,7+9,1 nmol/mmol kreatininu, p<0,001, Dpyr
20,6+16,7 vs 6,9+1,6 nmol/ mmol kreatininu, p<0,001) (obraz-
ky 1 a 2).V porovnani so zdravymi kontrolami bola u pacien-
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Obr. 3. stPyr v modéi u kontrol (HC), pacientov s OP a SSc.
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Obr. 4. stPyr v mociu pacientovs SScs paralelnym vyskytom OP, resp.
bez OP.

tov so SSc vyrazne zvySena, viac nez dvakrat, stredna hodnota
stPyr (62,9+£50,5 vs 23,3+6,9 nmol/mmol kreatininu, p<0,005).
Stredné hodnoty stPyru pacientov s OP (21,9+21,2 nmol/mmol
kreatininu) a zdravych kontrol sa signifikantne nelisili (obr. 3).

U polovice sklerodermickych pacientov (n=12) bola
v Case Studie diagnostikovana OP. Hodnoty stPyr sa u pa-
cientov so SSc a OP, resp. bez OP signifikantne nelisili
(stredné hodnoty 56,5+50,2 vs 69,3+51,2 nmol/mmol krea-
tininu, p=0,68) (obr. 4).

Medzi skore kozného postihnutia a hodnotami stPyr sme
zistili signifikantna pozitivnu korelaciu (r;=0,57, p=0,0063).
Vyraznu korelaciu sme zaznamenali aj medzi skore orga-
nového postihnutia a stPyr (r;=0,58, p=0,0057).
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Obr. 5. stPyr v mo¢i u SSc pacientov so stabilizovanou a progreduji-
cou formou ochorenia.

Subor pacientov so SSc sa rozdelil na zéklade priebehu
ochorenia na stabilizované (n=16) a progredujuce formy SSc
(n=8). Stredna hodnota stPyr u pacientov s progredujicim
ochorenim bola 107,2+52,7 nmol/mmol kreatininu, u stabili-
zovanych 40,7+31,1 nmol/mmol kreatininu (p<0,02) (obr. 5).

DISKUSIA

Ziskané vysledky potvrdzuji pozorovania LaMontagna
a spol. (3) a Stonea a spol. (14), Ze u pacientov so SSc sa vy-
skytuji zvysené koncentracie Pyr v moci. Jednoznacne vyssie
hodnoty stPyr u chorych so SSc v porovnani s chorymi s OP
1 signifikantna koreldcia medzi stPyr a skore organovéhoi koz-
ného postihnutia vSak poukazuje na odli$ny tkanivovy zdroj zvy-
seného Pyr v moci u tychto pacientov. Skutocnost, Ze stredna
hodnota stPyrv skupine pacientov s paralelnym vyskytom SSc
aj OP neprevysuje strednmil hodnotu stPyr pri SSc bez OP je v su-
lade s predpokladom, Ze parameter stPyr neodraza zvysenu de-
gradaciu kostného kolagénu, ale skér metabolizmus mékkych
tkaniv. Nemozno teda interpretovat zvySenie Pyr v. moci pri SSc
len ako désledok zrychlenia osteoresorpcie (aj ked pozorované
zvySenie Dpyr potvrdzuje aj pritomnost tohto fenoménu).

Zdrojom Pyr mdzu byt fibrotizované tkaniva pacientov
so SSc. Je zname, Ze mnozstvo Pyr v tkanive postihnutych
organov prepocitané na mol kolagénu sa zvysuje u pacien-
tov s chronickym fibrotickym plicnym ochorenim (4) aj
pri fibrotickych ochoreniach pecene réznej etioldgie (8).
Ako potencialny zdroj nemozno vylucit ani kozu, v ktorej
tiez dochddza k akumuldacii Pyr za urcitych patologickych
podmienok napriklad v hypertrofickych jazvach (6).

Na zéklade ziskanych poznatkov mozno predpokladat,
ze zvySené vylucovanie Pyr a Dpyr u pacientov so SSc ne-
odraza len lokalizované sekundarne zmeny kostného obra-

tu a zapalové postihnutie $liach, ale aj kvalitativne zmeny
stabilizacie kolagénovych fibril prie¢novizbovymi zluce-
ninami pyridinolinového typu vo fibrotizovanych mékkych
tkanivach. Z hladiska klinického vyznamu urcovania stPyr
je zaujimavé, Ze zvySené hodnoty stPyr v moci nachadza-
me najmé u pacientov s progredujucou formou ochorenia.
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