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S u m m a r y

The concentration and microheterogeneity of acute-phase pro-
teins (APP) differ in acute and chronic types of inflammation. The
qualitative changes of some acute-phase glycoproteins are
referred to as major microheterogeneity. Affinity electrophoresis
with a lectin, concanavalin A (ConA), as a ligand has been suc-
cessfully used to determine acute-phase glycoproteins micro-
heterogeneity. The concentration and microheterogeneity of
acute-phase proteins can be used in early diagnosis, management
and prognosis of chronic inflammatory stages including Systemic
Sclerosis (SS).
The study included 45 patients with SS with a mean age of 
46.2 years. All patients fulfilled the American Rheumatism Associ-
ation revised criteria for classification of SS. The control group
comprised 15 healthy individuals with a mean age of 42.3 years. 
Serum levels of acid-glycoprotein (AGP), antichymotrypsin (ACT)
and ceruloplasmin (CP) were measured by electroimmunoassay
using anti-AGP, anti-ACT and anti-CP antibodies. The level of 
C-reactive protein (CRP) was determined by radial immunodiffu-
sion with anti-CRP antibodies. The microheterogeneity of the
acute-phase proteins was assessed by agarose affinity elec-
trophoresis using Con A as a ligand, as described by Břg-Hansen.
The increased concentration of only a few proteins (AGP, CRP, CP)
was found. A moderate rise of CRP, CP and AGP levels in about
50% of SS cases was associated with arthritis and cutaneous
ulcers. High levels of proteins were observed in a group with pul-
monary and heart involvement. Microheterogeneity of acute-
phase proteins was changed in studied patients and showed dif-
ferent pictures. Our results support the changed acute-phase
response in patients with systemic sclerosis.

S t r e s z c z e n i e

Stężenie i mikroheterogenność białek ostrej fazy (BOF) ulega
zmianom w ostrych i przewlekłych stanach zapalnych. Zmiany
jakościowe niektórych białek ostrej fazy są określane jako mikro-
heterogenność główna. Elektroforeza dwóch kierunków powino-
wactwa z konkanawaliną A (ConA) jako ligandem jest z powodze-
niem stosowana do oceny mikroheterogenności glikoprotein
ostrej fazy. Określenie stężenia i mikroheterogenności BOF może
być użyteczne we wczesnej diagnostyce i prognozowaniu prze-
wlekłych procesów zapalnych, w tym twardziny układowej (TU).
Do badania zakwalifikowano 45 pacjentów z TU w średnim wieku
46,2 roku. Wszyscy chorzy spełniali kryteria klasyfikacyjne ARA dla
rozpoznania twardziny układowej. Grupę kontrolną stanowiło 
15 zdrowych ochotników (średni wiek 42,3 roku).
Stężenia kwaśnej glikoproteiny (AGP), antychymotrypsyny (ACT),
ceruloplazminy (CP) były określane w surowicy metodą elektroim-
munoforezy z użyciem przeciwciał anty-AGP, anty-ACT, anty-CP.
Stężenie białka C-reaktywnego (C-reactive protein – CRP) było
określane metodą radialnej immunodyfuzji z użyciem przeciwciał
anty-CRP. Mikroheterogenność BOF oceniono metodą elektrofore-
zy dwóch kierunków z ConA na żelu agarazowym, jak opisywał
Bo/g-Hansen. W grupie chorych z TU obserwowano zwiększenie
stężenia kilku z badanych białek ostrej fazy (AGP, CRP, CP). Umiar-
kowane zwiększenie stężenia CRP, AGP, CP obserwowano u 50%
chorych z twardziną układową, u których stwierdzono zapalenie
stawów oraz owrzodzenia skóry. Bardzo duże zwiększenie stęże-
nia białek ostrej fazy występowało w grupie pacjentów z zajęciem
serca i płuc. Mikroheterogenność BOF była zmieniona u badanych
chorych i wykazywała zmienne, niejednoznaczne obrazy. Wyniki
potwierdzają obecność zmian w odpowiedzi ostrej fazy u chorych
z twardziną układową.
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Wstęp

Twardzina układowa (TU), choroba należąca do ukła-
dowych chorób tkanki łącznej, charakteryzuje się nasilo-
nym procesem włóknienia. Uważa się, że proces włók-
nienia jest ostatnią fazą procesów patogenetycznych
twardziny układowej. Poprzedzają ją fazy zapalenia sys-
temowego oraz niszczenia naczyń. W pracach dotyczą-
cych patogenezy tej choroby największy nacisk kładzie
się na procesy dotyczące zmian naczyniowych – procesu
uszkodzenia o typie waskulopatii i możliwości nakłada-
nia się zmian o charakterze zapalenia naczyń [1–3]. Nie-
wiele publikacji poświęcono wcześniejszym procesom,
poprzedzającym wystąpienie zmian naczyniowych. Wia-
domo, że są one obecne u wielu pacjentów z TU. Dowo-
dem na to jest obecność autoprzeciwciał, stwierdzanych
u około 20% chorych na wiele lat przed rozwojem TU [4].
Świadczą one o zaangażowaniu w proces zapalny reakcji
humoralnej i komórkowej. 

Odpowiedź ostrej fazy jest najwcześniejszą reakcją
ustroju na toczące się w nim procesy zapalne. Określana
jest m.in. za pomocą laboratoryjnych testów diagno-
stycznych, które są użyteczne w potwierdzeniu obecno-
ści procesu zapalnego, stopnia jego zaawansowania
i rozległości. Zmiany jakościowe w białkach ostrej fazy,
będących glikoproteinami, są nazywane mikrohetero-
gennością główną. Stężenie i mikroheterogenność bia-
łek ostrej fazy (BOF) są różne w procesach ostrych i prze-
wlekłych [5]. Elektroforeza dwóch kierunków, przy użyciu
konkanawaliny A (ConA) jako liganda, z dużym 
powodzeniem jest stosowana do określenia zjawiska
mikroheterogenności BOF. Przydatność tej metody dia-
gnostycznej wykazano m.in. u chorych z ostrymi i prze-

wlekłymi procesami zapalnymi, w tym w reumatoidal-
nym zapaleniu stawów (RZS), toczniu rumieniowatym
układowym (TRU), zesztywniającym zapaleniu stawów
kręgosłupa (ZZSK) i chorobie nowotworowej. 

Celem pracy była ocena przydatności stężeń i warto-
ści współczynnika glikozylacji białek ostrej fazy u cho-
rych z TU, a także ocena zależności stężeń białek ostrej
fazy i wartości współczynnika glikozylacji białek ostrej
fazy od obecności takich powikłań, jak włóknienie płuc,
zapalenie mięśni, owrzodzenia skóry czy zapalenie sta-
wów.

Materiał i metody

Do badania zakwalifikowano 49 chorych na TU w śred -
nim wieku 46,2 roku. Byli oni hospitalizowani w Klinice
Reumatologii UMB od marca 2004 r. do lipca 2007 r.
Wszyscy chorzy spełniali kryteria klasyfikacyjne TU [6].
Grupę kontrolną stanowiło 15 osób zdrowych w wieku
42,3 roku. Szczegółową charakterystykę badanych
przedstawiono w tabeli I. W badanych grupach wyklu-
czono obecność infekcji o charakterze bakteryjnym,
wirusowym lub grzybiczym (badanie kliniczne, posiewy
płynów ustrojowych i wydzielin). Na przeprowadzenie
badań uzyskano zgodę Komisji Etycznej Uniwersytetu
Medycznego w Białymstoku.

Stężenia kwaśnej glikoproteiny (AGP), antychymo-
trypsyny (ACT), białka C-reaktywnego (CRP) oznaczono
metodą immunoelektroforezy rakietkowej wg Laurella
[7] z użyciem przeciwciał przeciw odpowiedniemu białku

Badane parametry Grupa badana Grupa kontrolna

liczebność 49 15

średni wiek (lata) 46,2 42,3

płeć (K/M) 47/2 14/1

czas od wystąpienia 3 miesiące–32 lata 

pierwszych objawów (śr. 8,9 roku)

postać obwodowa/ 35/14

rozlana

częstość objawów 92

Raynauda (%)

częstość występowania 65

przeciwciał przeciw-

jądrowych (ANA) (%)

Tabela I. Charakterystyka grupy badanej
Table I. Characteristic of the studied group

CRP AGP CP ACT AMG OB

600

500

400

300

200

100

0

Ryc. 1. Wartości stężenia wybranych białek
ostrej fazy oraz OB u chorych z TU ze współwy -
stępowaniem różnych powikłań narządowych.
Fig. 1. Concentration of some acute phase pro-
teins and value of ESR in patients with Systemic
Sclerosis with different clinical manifestation.

chorzy z twardziną układową
chorzy z twardziną układową i włóknieniem płuc
chorzy z twardziną układową i zapaleniem mięśni
grupa kontrolna
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firmy Sigma. Heterogenność białek ostrej fazy badano
przy użyciu immunoelektroforezy dwóch kierunków
z zastosowaniem konkanawaliny A jako liganda [8].
Konkanawalinę rozpuszczoną w 500 µl wody destylowa-
nej dodawano do 1% roztworu agarozy, a następnie
wylewano na szklaną płytkę pierwszego kierunku. Po
zastygnięciu żelu wycinano w nim studzienki o średnicy
1 mm. W studzienkach umieszczano 10 µl rozcieńczonej
surowicy badanej (1 : 10). Jako markera używano albu-
miny znaczonej błękitem, który wędrował jednocześnie
z badanymi surowicami. Elektroforezę rozwijano w cią-
gu 60–70 min, przy następujących parametrach prądu:
natężenie 20–30 mA, moc – 8 W, napięcie – 200 V. 

Po zakończeniu wędrówki żel cięto na paski, które
przenoszono na płytki drugiego kierunku. Na płytkach
tych znajdował się żel z α-metylo-mannozydem oraz
przeciwciałem dla kwaśnej glikoproteiny. α-metylo- 
-mannozyd zastosowano celem rozpuszczenia komplek-
sów lecytynowo-glikoproteinowych. Po zmianie kierun-
ku elektroforezę rozwijano w ciągu 18 godzin przy 
zasilaniu 80 V. Następnie płytki suszono w gorącym
powietrzu, barwiono błękitem kumasyny. Pole po -
wierzchni objęte precypitatami obliczano planimetrycz-
nie. Wyliczano współczynnik reaktywności dla kwaśnej
glikoproteiny – RC-AGP zgodnie ze wzorem:

suma pól wariantów reagujących z konkanawaliną A
RC = .

suma pól wariantów niereagujących z konkanawaliną A
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Badane parametry Grupa Grupa  

badana kontrolna

białko C-reaktywne 17,6 ±11,8 8,1 ±3,1 mg/dl

(CRP) (mg/dl)

α1-glikoproteina 187,6 ±27,1 98,7 ±18,6 

(AGP) (mg/dl)

ceruloplazmina 67,8 ±14,6 28,7 ±11,5 

(CP) (mg/dl)

α1-antychymotrypsyna 213,6 ±12,4 198,8 ±11,3 

(ACT) (mg/dl)

α2-makroglobulina 423,1 ±45,1 367,8 ±54,2 

(AMG) (mg/dl)

współczynnik reaktywności 0,87 ±0,12 1,02 ±0,13 

AGP (RC-AGP) 

współczynnik reaktywności 3,8 ±0,4 4,25 ±0,28 

ACT (RC-ACT) 

Tabela II. Stężenia białek ostrej fazy u pacjen-
tów z twardziną układową i w grupie kontrolnej
Table II. Concentration of the acute phase prote-
ins in patients with systemic sclerosis and in the
control group

chorzy z TU grupa kontrolna

5,0

4,5

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0

Ryc. 2. Wartości współczynnika glikozylacji
wybranych białek ostrej fazy (RC-AGP – współ-
czynnik glikozylacji kwaśnej glikoproteiny, 
RC-ACT – współczynnik glikozylacji antychymo-
trypsyny) u chorych z twardziną układową (TU).
Fig. 2. Value of reactivity coefficient of some
acute phase proteins (RC-AGP – reactivity coeffi-
cient of AGP, RC-ACT – reactivity coefficient of
ACT) in patients with systemic sclerosis.

RC-AGP
RC-ACT

CRP – białko C-reaktywne, AGP – kwaśna glikoproteina, ACT– α1-antychy-
motrypsyna, CP – ceruloplazmina, AMG – α2-makroglobulina, RC-AGP –
współczynnik reaktywności kwaśnej glikoproteiny, RC-ACT – współczynnik
reaktywności α1-antychymotrypsyny
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Ryc. 3. Wartości współczynnika glikozylacji
wybranych białek ostrej fazy (RC-AGP – współ-
czynnik glikozylacji kwaśnej glikoproteiny, 
RC-ACT – współczynnik glikozylacji antychymo-
trypsyny) u chorych z twardziną układową (TU). 
Fig. 3. Value of reactivity coefficient of some
acute phase proteins (RC-AGP – reactivity coeffi-
cient of AGP, RC-ACT – reactivity coefficient of
ACT) in patients with systemic sclerosis.
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Analizę statystyczną przeprowadzono metodą staty-
styki opisowej z użyciem standardowych testów niepa-
rametrycznych.

Wyniki

W grupie chorych z TU obserwowano zwiększenie
stężenia niektórych białek ostrej fazy (AGP, CRP, CP).
Szczegółowe wyniki przedstawiono na rycinie 1 i w tabeli
II. Łagodne zwiększenie stężenia CRP, CP i AGP u 48%
chorych z TU było obserwowane głównie w grupie
z zapaleniem stawów oraz obecnością owrzodzeń skór-
nych. W nielicznej (8 pacjentów) grupie chorych stężenie
BOF było znacznie zwiększone. U wszystkich tych pacjen-
tów stwierdzono obecność istotnych powikłań narządo-
wych, takich jak śródmiąższowa choroba płuc, cechy zapa-
lenia naczyń oraz objawy świadczące o zajęciu mięśni.

Wartość współczynnika glikozylacji białek ostrej fazy
w grupie chorych z TU (AGP, ACT) korelowała z wartoś -
ciami stężeń BOF i nie była niższa w porównaniu z gru-
pą kontrolną (ryc. 2 i 3). U części pacjentów stwierdzono
znacznie obniżone wartości wskaźnika glikozylacji, co
korelowało z obecnością istotnych powikłań narządo-
wych – śródmiąższową chorobą płuc, zajęciem naczyń
oraz zapaleniem mięśni.

Dyskusja

Patogeneza twardziny układowej jest złożona. Wyda-
je się jednak, że za rozwój zmian typowych dla choroby
są odpowiedzialne trzy główne czynniki: 1) uszkodzenie
naczyń, 2) aktywacja układu immunologicznego/reakcja
zapalna, 3) proces włóknienia [9].

Odpowiedź komórkowa i humoralna odgrywają
istotną rolę w patogenezie TU. Aktywacja odpowiedzi
humoralnej jest odzwierciedlona w postaci obecności
licznych autoprzeciwciał [10]. Odpowiedź komórkowa,
która odpowiada za podtrzymanie przewlekłego stanu
zapalnego u chorych na TU przejawia się infiltracją 
skóry oraz narządów wewnętrznych przez komórki 
jednojądrowe [11, 12]. Ekspansja komórek T CD4+
w tkankach odpowiada ze wiele objawów klinicznych
występujących w przebiegu TU [13]. 

Niewiele jest wiadomo na temat reakcji ostrej fazy
u chorych z TU. Wydaje się, że – podobnie jak w innych
procesach zapalnych – pojawia się ona we wczesnych
etapach choroby, często przed ujawnieniem się jej kli-
nicznych objawów. Nieliczne badania prowadzone nad
oceną stężeń BOF przedstawiają niejednoznaczne wyni-
ki. W badaniach Mara i wsp. wykazano zwiększenie 
stężenia takich białek, jak antychymotrypsyna oraz
α2-makroglobulina [14]. Seibold i wsp. wykazali jedynie
zwiększenie stężenia antychymotrypsyny u chorych z TU
[15]. W pracy Becvar i wsp. poddano ocenie zależność

różnych powikłań narządowych od obecności wskaźni-
ków stanu zapalnego [16]. Do najistotniejszych czynni-
ków, które powodują zwiększenie stężenia BOF w suro-
wicy chorych na TU, zalicza się zapalenie stawów,
obecność owrzodzeń w obrębie opuszek palców oraz
śródmiąższową chorobę płuc. W bardzo dużej grupie
pacjentów, ocenianej w badaniu klinicznym grupy
EUSTAR, wyodrębniona grupa pacjentów z TU i zapale-
niem stawów charakteryzowała się także wyższym niż
w pozostałych grupach zwiększeniem stężenia marke-
rów ostrej fazy w typ CRP [17]. Mechanizmy regulacji stę-
żeń białek ostrej fazy bezsprzecznie są bezpośrednio
zależne od cytokin prozapalnych, takich jak IL-6, IL-1,
TNF-α. Podobne wnioski wyciągnęli w swojej pracy
Kucharz i wsp. [18]. Stężenie tych cytokin u pacjentów
z TU było umiarkowanie zwiększone lub prawidłowe
[19]. Wyniki niniejszej pracy wskazują na niejednorod-
ność zmian w reakcji ostrej fazy u chorych z TU oraz
potwierdzają, że takie powikłania, jak zapalenie stawów,
zapalenie mięśni czy zapalenie śródmiąższowe płuc,
przebiegają ze zwiększeniem stężeń białek ostrej fazy. 
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