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Streszczenie

Stezenie i mikroheterogennos¢ biatek ostrej fazy (BOF) ulega
zmianom w ostrych i przewlektych stanach zapalnych. Zmiany
jakosciowe niektérych biatek ostrej fazy sg okreslane jako mikro-
heterogennos¢ gtéwna. Elektroforeza dwéch kierunkéw powino-
wactwa z konkanawaling A (ConA) jako ligandem jest z powodze-
niem stosowana do oceny mikroheterogennosci glikoprotein
ostrej fazy. Okreslenie stezenia i mikroheterogennosci BOF moze
by¢ uzyteczne we wczesnej diagnostyce i prognozowaniu prze-
wlektych procesdw zapalnych, w tym twardziny uktadowej (TU).
Do badania zakwalifikowano 45 pacjentéw z TU w srednim wieku
46,2 roku. Wszyscy chorzy spetniali kryteria klasyfikacyjne ARA dla
rozpoznania twardziny uktadowej. Grupe kontrolng stanowito
15 zdrowych ochotnikow (Sredni wiek 42,3 roku).

Stezenia kwasnej glikoproteiny (AGP), antychymotrypsyny (ACT),
ceruloplazminy (CP) byty okreslane w surowicy metoda elektroim-
munoforezy z uzyciem przeciwciat anty-AGP, anty-ACT, anty-CP
Stezenie biatka C-reaktywnego (C-reactive protein — CRP) byto
okreslane metodg radialnej immunodyfuzji z uzyciem przeciwciat
anty-CRP Mikroheterogennos¢ BOF oceniono metoda elektrofore-
zy dwoch kierunkéw z ConA na zelu agarazowym, jak opisywat
Bog-Hansen. W grupie chorych z TU obserwowano zwiekszenie
stezenia kilku z badanych biatek ostrej fazy (AGP, CRP, CP). Umiar-
kowane zwiekszenie stezenia CRP, AGP, CP obserwowano u 50%
chorych z twardzing uktadows, u ktérych stwierdzono zapalenie
stawéw oraz owrzodzenia skory. Bardzo duze zwiekszenie steze-
nia biatek ostrej fazy wystepowato w grupie pacjentéw z zajeciem
serca i ptuc. Mikroheterogennos¢ BOF byta zmieniona u badanych
chorych i wykazywata zmienne, niejednoznaczne obrazy. Wyniki
potwierdzajg obecnos¢ zmian w odpowiedzi ostrej fazy u chorych
z twardzing uktadowa.

Summary

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 Bfg-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.
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Wstep

Twardzina uktadowa (TU), choroba nalezgca do ukta-
dowych choréb tkanki tagcznej, charakteryzuje sie nasilo-
nym procesem wtdknienia. Uwaza sie, ze proces wtok-
nienia jest ostatnig fazg proceséw patogenetycznych
twardziny uktadowej. Poprzedzajg j3 fazy zapalenia sys-
temowego oraz niszczenia naczyh. W pracach dotycza-
cych patogenezy tej choroby najwiekszy nacisk ktadzie
sie na procesy dotyczgce zmian naczyniowych — procesu
uszkodzenia o typie waskulopatii i mozliwosci naktada-
nia sie zmian o charakterze zapalenia naczyn [1-3]. Nie-
wiele publikacji poswiecono wczesniejszym procesom,
poprzedzajgcym wystapienie zmian naczyniowych. Wia-
domo, ze s3 one obecne u wielu pacjentéw z TU. Dowo-
dem na to jest obecnos¢ autoprzeciwciat, stwierdzanych
u okoto 20% chorych na wiele lat przed rozwojem TU [4].
Swiadczg one o zaangazowaniu w proces zapalny reakcji
humoralnej i komoérkowej.

Odpowied? ostrej fazy jest najwczesniejsza reakcjg
ustroju na toczace sie w nim procesy zapalne. Okreslana
jest m.in. za pomoca laboratoryjnych testéw diagno-
stycznych, ktore sg uzyteczne w potwierdzeniu obecno-
Sci procesu zapalnego, stopnia jego zaawansowania
i rozlegtosci. Zmiany jakosciowe w biatkach ostrej fazy,
bedacych glikoproteinami, sg nazywane mikrohetero-
gennoscig gtowna. Stezenie i mikroheterogennos¢ bia-
tek ostrej fazy (BOF) sa r6zne w procesach ostrych i prze-
wlektych [5]. Elektroforeza dwdch kierunkéw, przy uzyciu
konkanawaliny A (ConA) jako liganda, z duzym
powodzeniem jest stosowana do okreslenia zjawiska
mikroheterogennosci BOF. Przydatnos¢ tej metody dia-
gnostycznej wykazano m.in. u chorych z ostrymi i prze-

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

Badane parametry Grupa badana  Grupa kontrolna

liczebnos¢ 49 15
Sredni wiek (lata) 46,2 423
ptec (K/M) 47/2 14/1

czas od wystapienia
pierwszych objawéw

3 miesigce-32 lata
(8r. 8,9 roku)

posta¢ obwodowa/ 35/14
rozlana

czestos¢ objawow 92
Raynauda (%)

czestosc wystepowania 65

przeciwciat przeciw-
jadrowych (ANA) (%)

wlektymi procesami zapalnymi, w tym w reumatoidal-
nym zapaleniu stawdéw (RZS), toczniu rumieniowatym
uktadowym (TRU), zesztywniajacym zapaleniu stawdw
kregostupa (ZZSK) i chorobie nowotworowe;j.

Celem pracy byta ocena przydatnosci stezen i warto-
sci wspoétczynnika glikozylacji biatek ostrej fazy u cho-
rych z TU, a takze ocena zaleznosci stezen biatek ostrej
fazy i wartosci wspétczynnika glikozylacji biatek ostrej
fazy od obecnosci takich powiktan, jak wtéknienie ptuc,
zapalenie mieéni, owrzodzenia skéry czy zapalenie sta-
WOW.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 49 chorych na TU w $red-
nim wieku 46,2 roku. Byli oni hospitalizowani w Klinice
Reumatologii UMB od marca 2004 r. do lipca 2007 r.
Wszyscy chorzy spetniali kryteria klasyfikacyjne TU [6].
Grupe kontrolng stanowito 15 0séb zdrowych w wieku
42,3 roku. Szczegbtowa charakterystyke badanych
przedstawiono w tabeli I. W badanych grupach wyklu-
czono obecnosé infekcji o charakterze bakteryjnym,
wirusowym lub grzybiczym (badanie kliniczne, posiewy
ptynéw ustrojowych i wydzielin). Na przeprowadzenie
badah uzyskano zgode Komisji Etycznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku.

Stezenia kwasnej glikoproteiny (AGP), antychymo-
trypsyny (ACT), biatka C-reaktywnego (CRP) oznaczono
metodg immunoelektroforezy rakietkowej wg Laurella
[7]1z uzyciem przeciwciat przeciw odpowiedniemu biatku
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Ryc. 1. Wartosci stezenia wybranych biatek
ostrej fazy oraz OB u chorych z TU ze wspotwy-
stepowaniem ro6znych powiktafn narzadowych.
Fig. 1. Concentration of some acute phase pro-
teins and value of ESR in patients with Systemic
Sclerosis with different clinical manifestation.
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Tabela II. Stezenia biatek ostrej fazy u pacjen-
toéw z twardzing uktadowa i w grupie kontrolnej
Table Il. Concentration of the acute phase prote-
ins in patients with systemic sclerosis and in the
control group

Badane parametry Grupa Grupa
badana kontrolna

biatko C-reaktywne 17,6 11,8 8,1 £3,1 mg/dl

(CRP) (mg/dl)

al-glikoproteina 187,6 +27,1 98,7 +18,6

(AGP) (mg/dl)

ceruloplazmina 67,8 +14,6 28,7 £11,5

(CP) (mg/dl)

al-antychymotrypsyna 213,6 £12,4 198,8 +11,3

(ACT) (mg/dl)

a2-makroglobulina 423,1 45,1 367,8 £54,2

(AMG) (mg/dl)

wspotczynnik reaktywnosci 0,87 +0,12 1,02 0,13

AGP (RC-AGP)

wspotczynnik reaktywnosci 3,8 +0,4 4,25 +0,28

ACT (RC-ACT)

CRP — biatko C-reaktywne, AGP — kwasna glikoproteina, ACT- al-antychy-
motrypsyna, CP — ceruloplazmina, AMG — a2-makroglobulina, RC-AGP —
wspotczynnik reaktywnosci kwasnej glikoproteiny, RC-ACT — wspotczynnik
reaktywnosci a1-antychymotrypsyny

5,0
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4,0 3,8
3,5
3,0
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2,0

15 12

1,0 1 0,87—|
0’5 _1
0

T
chorzy z TU grupa kontrolna

4,5

B RC-AGP

O RC-ACT
Ryc. 2. Wartosci wspétczynnika glikozylacji
wybranych biatek ostrej fazy (RC-AGP — wspét-
czynnik glikozylacji kwasnej glikoproteiny,
RC-ACT — wspétczynnik glikozylacji antychymo-
trypsyny) u chorych z twardzing uktadowa (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.
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firmy Sigma. Heterogennos¢ biatek ostrej fazy badano
przy uzyciu immunoelektroforezy dwadch kierunkéw
z zastosowaniem konkanawaliny A jako liganda [8].
Konkanawaline rozpuszczong w 500 ul wody destylowa-
nej dodawano do 1% roztworu agarozy, a nastepnie
wylewano na szklang ptytke pierwszego kierunku. Po
zastygnieciu zelu wycinano w nim studzienki o Srednicy
1 mm. W studzienkach umieszczano 10 ul rozciefnczonej
surowicy badanej (1 : 10). Jako markera uzywano albu-
miny znaczonej btekitem, ktéry wedrowat jednoczesnie
z badanymi surowicami. Elektroforeze rozwijano w cia-
gu 60-70 min, przy nastepujacych parametrach pradu:
natezenie 20-30 mA, moc — 8 W, napiecie — 200 V.

Po zakonczeniu wedréwki zel cieto na paski, ktére
przenoszono na ptytki drugiego kierunku. Na ptytkach
tych znajdowat sie zel z a-metylo-mannozydem oraz
przeciwciatem dla kwasnej glikoproteiny. a-metylo-
-mannozyd zastosowano celem rozpuszczenia komplek-
sow lecytynowo-glikoproteinowych. Po zmianie kierun-
ku elektroforeze rozwijano w ciagu 18 godzin przy
zasilaniu 80 V. Nastepnie ptytki suszono w goracym
powietrzu, barwiono btekitem kumasyny. Pole po-
wierzchni objete precypitatami obliczano planimetrycz-
nie. Wyliczano wspétczynnik reaktywnosci dla kwasnej
glikoproteiny — RC-AGP zgodnie ze wzorem:

suma pél wariantdéw reagujacych z konkanawaling A

suma pol wariantéw niereagujacych z konkanawaling A

5,0
4,5
4,0 3,8

4,5

35 3,11 3,22

2,5 ]
2,0 ]

1> 12 N
1,0 +—0,87 e 5zl

0 1 T T
grupa chorzy z TU chorzy z TU chorzy z TU
kontrolna i zapaleniem | owrzodzeniami
stawow skéry

B RCAGP

O RCACT
Ryc. 3. Wartosci wspbtczynnika glikozylacji
wybranych biatek ostrej fazy (RC-AGP — wspét-
czynnik glikozylacji kwasnej glikoproteiny,
RC-ACT — wspétczynnik glikozylacji antychymo-
trypsyny) u chorych z twardzing uktadowa (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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Analize statystyczng przeprowadzono metodg staty-
styki opisowej z uzyciem standardowych testéw niepa-
rametrycznych.

Wyniki

W grupie chorych z TU obserwowano zwiekszenie
stezenia niektérych biatek ostrej fazy (AGP, CRP, CP).
Szczegdtowe wyniki przedstawiono na rycinie 11 w tabel
Il. tagodne zwiekszenie stezenia CRP, CP i AGP u 48%
chorych z TU byto obserwowane gtéwnie w grupie
z zapaleniem stawdw oraz obecnoscia owrzodzen skor-
nych. W nielicznej (8 pacjentéw) grupie chorych stezenie
BOF byto znacznie zwiekszone. U wszystkich tych pacjen-
tow stwierdzono obecnos¢ istotnych powiktah narzado-
wych, takich jak srédmigzszowa choroba ptuc, cechy zapa-
lenia naczyh oraz objawy Swiadczace o zajeciu miesni.

Wartos¢ wspotczynnika glikozylacji biatek ostrej fazy
w grupie chorych z TU (AGP, ACT) korelowata z wartos-
ciami stezen BOF i nie byta nizsza w poréwnaniu z gru-
pa kontrolng (ryc. 2i 3). U czedci pacjentéw stwierdzono
znacznie obnizone wartosci wskaznika glikozylacji, co
korelowato z obecnoscig istotnych powiktan narzado-
wych — §rédmiazszowa choroba ptuc, zajeciem naczyh
oraz zapaleniem miesni.

Dyskusja

Patogeneza twardziny uktadowej jest ztozona. Wyda-
je sie jednak, ze za rozw6j zmian typowych dla choroby
sg odpowiedzialne trzy gtowne czynniki: 1) uszkodzenie
naczyn, 2) aktywacja uktadu immunologicznego/reakcja
zapalna, 3) proces witdknienia [9].

Odpowiedz komodrkowa i humoralna odgrywaja
istotna role w patogenezie TU. Aktywacja odpowiedzi
humoralnej jest odzwierciedlona w postaci obecnosci
licznych autoprzeciwciat [10]. Odpowiedz komorkowa,
ktéra odpowiada za podtrzymanie przewlektego stanu
zapalnego u chorych na TU przejawia sie infiltracjg
skoéry oraz narzadéw wewnetrznych przez komoérki
jednojadrowe [11, 12]. Ekspansja komoérek T CD4+
w tkankach odpowiada ze wiele objawéw klinicznych
wystepujacych w przebiegu TU [13].

Niewiele jest wiadomo na temat reakcji ostrej fazy
u chorych z TU. Wydaje sie, ze — podobnie jak w innych
procesach zapalnych — pojawia sie ona we wczesnych
etapach choroby, czesto przed ujawnieniem sie jej kli-
nicznych objawéw. Nieliczne badania prowadzone nad
oceng stezen BOF przedstawiajg niejednoznaczne wyni-
ki. W badaniach Mara i wsp. wykazano zwiekszenie
stezenia takich biatek, jak antychymotrypsyna oraz
a,-makroglobulina [14]. Seibold i wsp. wykazali jedynie
zwiekszenie stezenia antychymotrypsyny u chorych z TU
[15]. W pracy Becvar i wsp. poddano ocenie zaleznosé

réznych powiktan narzadowych od obecnosci wskazni-
kow stanu zapalnego [16]. Do najistotniejszych czynni-
koéw, ktére powoduja zwiekszenie stezenia BOF w suro-
wicy chorych na TU, zalicza sie zapalenie stawow,
obecnos¢ owrzodzen w obrebie opuszek palcéw oraz
Sr6dmigzszowg chorobe ptuc. W bardzo duzej grupie
pacjentéw, ocenianej w badaniu klinicznym grupy
EUSTAR, wyodrebniona grupa pacjentéw z TU i zapale-
niem stawoéw charakteryzowata sie takze wyzszym niz
w pozostatych grupach zwiekszeniem stezenia marke-
réw ostrej fazy w typ CRP [17]. Mechanizmy regulacji ste-
zen biatek ostrej fazy bezsprzecznie s3 bezposrednio
zalezne od cytokin prozapalnych, takich jak IL-6, IL-1,
TNF-a. Podobne wnioski wyciggneli w swojej pracy
Kucharz i wsp. [18]. Stezenie tych cytokin u pacjentéw
z TU byto umiarkowanie zwiekszone lub prawidtowe
[19]. Wyniki niniejszej pracy wskazuja na niejednorod-
nos¢ zmian w reakcji ostrej fazy u chorych z TU oraz
potwierdzajg, ze takie powiktania, jak zapalenie stawow,
zapalenie miesni czy zapalenie $rédmigzszowe ptuc,
przebiegaja ze zwiekszeniem stezen biatek ostrej fazy.
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