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Streszczenie

Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetnochtonnych
(ANCA) s3 uwazane za szczeg6lnie istotny wyktadnik serologiczny
zapaleh naczyh, gtéwnie ziarniniaka Wegenera, microscopic polian-
giitis oraz zespotu Churga i Strauss. Stwierdzano je takze w innych
chorobach reumatycznych, m.in. u chorych na reumatoidalne zapa-
lenie stawow (RZS). Do chwili obecnej nie okreslono ostatecznie
czestosci wystepowania oraz roli ANCA w RZS.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania i charakterysty-
ka ANCA w ptynie stawowym chorych na reumatoidalne zapalenie
stawow. Materiat do badan stanowity ptyny stawowe uzyskiwane
od 377 chorych na RZS. Grupe kontrolng stanowito 183 chorych ze
zmianami zwyrodnieniowymi. Uzyskane do badan surowice pod-
dano ocenie typu i miana ANCA metoda immunofluorescencji po-
Sredniej, natomiast swoistos¢ ANCA oceniano metodg ELISA. Wy-
stepowanie ANCA w ptynie stawowym wykazano u 28,6% cho-
rych na RZS. Okotojadrowy typ ANCA stwierdzono u 80,5% cho-
rych, a atypowy u 19,4% oséb. W 19,6% przypadkéw ANCA obec-
ne w ptynie stawowym reagowaty z mieloperoksydaza, u 44,1%
reagowaty one swoiscie z laktoferryng, natomiast w 9,8% przy-
padkéw ANCA wykazywaty swoistos¢ w stosunku do lizozymu.
U 18,6% badanych przeciwciata te reagowaty swoiscie z katepsyna
G, a u 7,8% ANCA wykazywaty swoistos¢ w stosunku do elastazy.
W zadnym przypadku ANCA nie stwierdzono swoistosci dla prote-
inazy 3. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetno-
chtonnych w klasie IgM obserwowano w 24,5% przypadkéw,
w 75% ANCA wystepowaty w klasie IgG. Stwierdzono je gtéwnie
w podklasie 1gG1 u 45% i podklasie IgG3 u 35% chorych.

Summary

ANCA presence in rheumatic diseases has been well
documented. The frequency and clinical significance of ANCA in
patients with rheumatoid arthritis are not well established.

The aim of the study was to evaluate the prevalence and
specificity of antineutrophil cytoplasmic antibodies in synovial
fluid from patients with rheumatoid arthritis.

Synovial fluid samples were obtained from 377 patients with
rheumatoid arthritis without symptoms of vasculitis. The control
group was taken from 183 patients with osteoarthritis. ANCA
titers and type were determined by indirect immunofluorescence
method (IIF). Antigenic specificity was detected by ELISA method.
ANCA were found by IIF in 28.6% of patients with rheumatoid
arthritis. Perinuclear pattern of ANCA was observed in 80.5% and
atypical ANCA in 19.4% of cases. We did not observe C-ANCA or
reactivity against proteinase 3. In 19.6% of synovial fluid samples,
ANCA vyielded reactivity against myeloperoxidase, in 44.1%
against lactoferrin and in 9.8% against lysozyme. 18.6% of cases
indicated reactivity against cathepsin G and elastase. IgM-ANCA
were detected in 24.5% and 1gG ANCA in 75% of cases. In 45% it
was IgG1 class and in 35% 1gG3.
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Wstep

Reumatoidalne zapalenie stawdéw (RZS) nalezy
do grupy uktadowych chordb tkanki tacznej, ktéra
charakteryzuje sie przewlektym procesem zapalnym
o podtozu autoimmunologicznym. Zapalenie zostaje za-
poczatkowane przez nieznany czynnik lub czynniki i ma
charakter przewlekle postepujacy. W jego trakcie docho-
dzi do zajecia wielu narzadéw i uktadéw. Proces zapalny
w przebiegu RZS obejmuje gtéwnie btone maziowa
stawow, tkanki okotostawowe oraz narzady miazszowe,
prowadzac do ich uszkodzenia. W przebiegu uktadowych
choréb tkanki tacznej stwierdza sie réznego rodzaju zabu-
rzenia odpowiedzi immunologicznej zaréwno typu
komérkowego, jak i humoralnego. Ich przejawem jest
m.in. obecnos¢ w surowicy krwi i ptynach ustrojowych
autoprzeciwciat reagujacych z réznymi antygenami. Auto-
antygenami moga by¢ sktadowe komérki znajdujace sie
na btonie komérkowej, w cytoplazmie, czy choéby anty-
geny jadra komorkowego. Moga nimi by¢ takze czastecz-
ki biatka — fragment Fc immunoglobulin. Przeciwciata te,
poza rola, kt6ra odgrywaja w patogenezie niektérych jed-
nostek chorobowych, moga mie¢ znaczenie diagnostycz-
ne. Czynnik reumatoidalny i przeciwciata przeciwjadrowe
to najczesciej wykrywane autoprzeciwciata u chorych
na reumatoidalne zapalenie stawéw. W jego przebiegu
wykazano takze m.in. przeciwciata przeciw cyklicznie
cytrulinowanemu peptydowi (aCCP), przeciw keratynie
i przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetnochtonnych
(ANCA). A-CCP swoiscie reaguja z determinantami anty-
genowymi zawierajacymi cytruline i petniag role markera
wczesnego okresu reumatoidalnego zapalenia stawéw,
natomiast ANCA sg skierowane przeciw sktadowym cyto-
plazmy granulocytéw obojetnochtonnych. Przy uzyciu
metody immunofluorescencji posredniej wyréznia sie
3 typy ANCA: C-ANCA (cytoplasmic — typ cytoplazma-
tyczny), P-ANCA (perinuclear — typ okotojadrowy) oraz
A-ANCA (atypical — atypowe). C-ANCA reaguja gtéwnie
z proteinaza 3 znajdujaca sie w ziarnistosciach azurofil-
nych granulocytéw obojetnochtonnych. P-ANCA s3 skiero-
wane gtéwnie przeciw mieloperoksydazie, ale moga
reagowac takze z lizozymem, katepsyng G i innymi enzy-
mami granulocytéw. ANCA s3 uwazane za szczeg6lnie
istotny wyktadnik serologiczny zapalef naczyn, gtéwnie
ziarniniaka Wegenera, microscopic poliangiitis i gwat-
townie postepujacego, idiopatycznego ktebuszkowego
zapalenia nerek [1]. Do chwili obecnej nie okreslono
ostatecznie czestosci wystepowania ANCA w ptynie
stawowym w przebiegu RZS.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania
i charakterystyka przeciwciat przeciw cytoplazmie gra-
nulocytéw obojetnochtonnych w ptynie stawowym cho-
rych na reumatoidalne zapalenie stawoéw.

Materiat

Materiat do badan stanowity ptyny stawowe uzyski-
wane od 377 chorych na reumatoidalne zapalenie sta-
wow —w tym 81 mezczyzn i 296 kobiet, w wieku 26-67
lat (Srednia wieku 47,6+3,0 lata). Rozpoznanie choroby
ustalono na podstawie kryteriow Amerykanskiego To-
warzystwa Reumatologicznego z 1987 r. [2]. Czas trwa-
nia choroby wynosit od 9 mies. do 10 lat. U zadnej z ba-
danych os6b nie stwierdzono cech zapalenia naczyn
w postaci owrzodzen skéry, wybroczyn, zawatéw okoto-
paznokciowych, martwicy w obrebie paliczkéw, neuro-
patii, czy cech zapalenia naczyn w obrebie narzadéw
wewnetrznych. Wszyscy chorzy otrzymywali niestero-
idowe leki przeciwzapalne oraz leki modyfikujace prze-
bieg reumatoidalnego zapalenia stawéw (metotreksat,
sulfasalazyne, sole ztota lub chlorochine).

Kliniczng charakterystyke chorych przedstawiono
w tab. I

Grupe kontrolng stanowito 183 chorych ze zmianami
zwyrodnieniowymi. Do grupy tej nalezato 65 mezczyzn
i 118 kobiet w wieku 47-65 lat, Srednia wieku 56,7+3,1
roku. Rozpoznanie choroby ustalono na podstawie kryte-
riow Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego
[3]. Czas trwania choroby wynosit 5-20 lat. Osoby nale-
zace do grupy kontrolnej zostaty poddane badaniu pod-
miotowemu i przedmiotowemu, nie stwierdzono u nich
cech zapalenia naczyn ani choréb uktadowych.

Zaden z chorych nie otrzymywat glikokortykostero-
idow dostawowo przez 3 mies. przed pobraniem ptynu
stawowego.

Metody

Uzyskane do badan ptyny stawowe poddano ocenie
typu i miana ANCA metoda immunofluorescencji posred-
niej, natomiast swoistos¢ ANCA oceniano metodg ELISA.
Badane ptyny stawowe poddano takze ocenie obecnosci
i miana przeciwciat przeciwjadrowych, granulocytospe-
cyficznych ANA oraz czynnika reumatoidalnego.

Tabela I. Charakterystyka grupy badanej
Table I. Characteristics of patient groups

Grupa RZS RZS
<24 mies. >24 mies.
liczba chorych (n) 114 263
pte¢ (M/K) 24/90 57/206
sredni wiek chorych (lata) 40,6+3,5 51,5+2,5
[zakres wieku] [26-64] [37-67]
sredni czas trwania choroby (lata)  1,3+0,24 8,3+0,95
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Ryc. 1. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granu-
locytéw obojetnochtonnych — typ okotojadrowy
(P-ANCA).

Fig. 1. Perinuclear pattern of ANCA (P-ANCA).

Ocena ANCA przy uzyciu metody
immunofluorescencji poSredniej [4]

Na preparaty granulocytéw obojetnochtonnych,
utrwalonych alkoholem etylowym i aldehydem mréw-
kowym, oraz komorki linii HEp-2 naktadano badane
ptyny stawowe rozciefczone w stosunku geometrycz-
nym w PBS. Catos¢ inkubowano w komorze wilgotnej
w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie
preparaty przeptukiwano i naktadano kréliczg immuno-
globuline znakowang izotiocyjanianem fluoresceiny
skierowang przeciw ludzkiej 1gG, przeciw IgM oraz prze-
ciw IgA. Catos¢ inkubowano przez 30 min, po czym
przeptukiwano i zamykano szkietkiem nakrywkowym.
Tak przygotowane preparaty oceniano w mikroskopie
fluorescencyjnym (Axioscop-2, Zeiss, Niemcy) w obiek-
tywie immersyjnym x100. Za wynik dodatni przyjmo-
wano obecnos¢ ANCA w mianie powyzej 1/80.

Ryc. 2. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granu-
locytéw obojetnochtonnych — atypowa fluore-
scencja (A-ANCA).

Fig. 2. Atypical pattern of ANCA (A-ANCA).

Ocena swoistosci antygenowej przy uzyciu
metody immunoenzymatycznej ELISA [5]

Do oceny swoistosci antygenowej ANCA uzyto anty-
genow komercyjnych, dostarczonych w odpowiednich
stezeniach. Wykorzystano proteinaze 3-0,7 pg/ml, mie-
loperoksydaze 0,5 pug/ml, elastaze 10 ng/ml, laktoferryne
10 pg/ml, lizozym 1 pg/mli katepsyne G 2 ug/ml. Mikro-
ptytki (Maxisorp immuno plates, Nunc) optaszczano 100 pl
antygenu na studzienke, rozpuszczonego w buforze
optaszczajacym i inkubowano przez noc w temperatu-
rze pokojowej. Nastepnie trzykrotnie przeptukiwano bu-
forem ptuczacym i pozostawiano do wyschniecia,
po czym szczelnie zamykano i przechowywano w tem-
peraturze 4°C do czasu badania. Badane ptyny stawowe
rozcieniczano w buforze do inkubacji i naktadano po 100
ul na studzienke. Slepa prébe stanowit bufor do inkuba-
cji. Catos¢ pozostawiano na 60 min w temperaturze po-

Tabela Il. Wartodci miana ANCA w ptynie stawowym w zaleznosci od typu przeciwciat i czasu trwania choroby
Table Il. ANCA titers according to immunofluorescence pattern and disease duration

Czas trwania choroby Typ ANCA Miano
(miesiace)
1/40 1/80 1/160 1/320
RZS <24 P-ANCA (n=22) 0 16 (72,7%) 6 (27,%) 0
A-ANCA (n=4) 0 4 (100%) 0 0
RZS >24 P-ANCA (n=65) 15 (23%) 13 (20%) 21 (32,4%) 16 (24,6%)
A-ANCA (n=17) 4 (23,5%) 13 (76,5%) 0 0
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Tabela lll. Swoistos¢ antygenowa ANCA w ptynie stawowym w zaleznosci od typu przeciwciat i czasu trwa-

nia choroby

Table lll. Target specificities of ANCA according to immunofluorescence pattern and disease duration

Czas trwania choroby Typ ANCA Antygen
(miesiace)
PR-3 MPO LF Lz KG EL
RZS <24 P-ANCA (n=20) 0 8 (40%) 12 (60%) 0 0 0
A-ANCA (n=4) 0 0 0 1(25%) 3 (75%) 0
RZS >24 P-ANCA (n=61) 0 12 (19,8%) 33 (54%) 0 8(13,1%)  8(13,1%)
A-ANCA (n=17) 0 0 0 9 (52,9%) 8(47,1%) 0

EL — elastaza, KG — katepsyna G, LF — laktoferryna, LZ — lizozym, MPO — mieloperoksydaza, PR-3 — proteinaza 3

kojowej, ponownie przeptukiwano i naktadano po 100 pl
kréliczej immunoglobuliny, znakowanej fosfataza zasa-
dowa skierowanag przeciw ludzkiej IgG, przeciw IgM
i przeciw Iga, lub mysiej immunoglobuliny, znakowanej
fosfataza zasadowa skierowanag przeciw podklasom
1gG1-1gG4. Po 60 min inkubacji w temperaturze pokojo-
wej preparat trzykrotnie przeptukiwano i naktadano
100 pl PNP (fosforan przeciwnitrofenolowy). Ponownie
inkubowano przez 60 min i odczytywano absorbancje
przy dtugosci fali 405 nm przy uzyciu czytnika ELISA
(Microplate Reader, ELX-800, USA).

Ocena swoistosci ANCA byta potwierdzona przy uzy-
ciu komercyjnego zestawu ANCA profile (Euroimmun,
Niemcy).

Obecnos¢ i miano innych autoprzeciwciat

Oceny obecnosci i miana czynnika reumatoidalnego
dokonywano przy uzyciu odczynu wigzania lateksu oraz
odczynu Waalera-Rose [6], natomiast ocene obecnosci
i miana przeciwciat przeciwjadrowych (ANA) oraz prze-
ciwciat przeciwjadrowych swoiscie reagujacych z ja-
drem granulocytéw obojetnochtonnych (GS-ANA) doko-

nywano z wykorzystaniem metody immunofluorescen-
cji posredniej.

Obliczenia statystyczne

Analiza statystyczna uzyskanych wynikéw obejmo-
wata obliczenia $redniej arytmetycznej, odchylenia
standardowego, btedu standardowego $redniej aryt-
metycznej. R6znice miedzy rozktadem dwoch grup oce-
niano testem Manna-Whitneya. Wspdtczynnik korelacji
wyznaczono testem rank Spearmana. Za poziom ufno-
sci przyjeto p<0,05. Przy analizie statystycznej korzy-
stano z programu Statistica 5.1

Wyniki
Przeciwciata przeciw cytoplazmie

granulocytéow obojetnochtonnych
w ptynie stawowym

Postugujac sie metoda immunofluorescencji po-
Sredniej, obecnos¢ ANCA w ptynie stawowym wykaza-
no u 108/377 chorych na reumatoidalne zapalenie sta-
wow, co stanowito 28,6% badanych. U oséb we wcze-

Tabela IV. Charakterystyka klasy i podklasy immunoglobulin w zaleznosci od typu ANCA
Table IV. Characteristics of ANCA immunoglobulin class and subclass according to immunofluorescence pattern

Czas trwania choroby Typ ANCA Klasa/podklasa Ig
(miesiace)
IgM IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
RZS <24 P-ANCA (n=20) 6 5 2 5 2
A-ANCA (n=4) 3 1 0 0 0
RZS >24 P-ANCA (n=61) 9 16 6 21 9
A-ANCA (n=17) 7 7 0 1 2

Ig — immunoglobulina

Reumatologia 2006; 44/5
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Tabela V. Charakterystyka klasy i podklasy immunoglobulin ANCA w zaleznosci od swoistosci antygenowej
Table V. Characteristics of ANCA immunoglobulin class and subclass according to antigenic specificities

Czas trwania choroby Klasa/podklasa Ig Antygen
(miesiace)
PR-0 MPO LF Lz KG EL
RZS < 24 lgM - 0/8 6/12 11 2/3 -
IgG1 - 3/8 2/12 0/1 13 -
1gG2 - 1/8 1/12 0/1 0/3 -
1gG3 - 3/8 2/12 0/1 0/3 -
18G4 - 1/8 1/12 0/1 0/3 -
RZS > 24 lgM - 0/12 4/33 3/9 6/16 3/8
lgGl - 6/12 8/33 4/9 4/16 1/8
1gG2 - 0/12 4/33 0/9 1/16 1/8
1gG3 - 4/12 14/33 1/9 2/16 1/8
1gG4 - 2/12 3/33 1/9 3/16 2/8

EL — elastaza, Ig — immunoglobulina, KG — katepsyna G, LF — laktoferryna, LZ — lizozym, MPO — mieloperoksydaza, PR-3 — proteinaza 3

snym okresie choroby (RZS <24) ANCA byty obecne
w 26/114 (22,8%) przypadkéw, natomiast w grupie cho-
rych z dtuzszym czasem trwania choroby (RZS >24)
przeciwciata te wykryto u 82/263 badanych, co stano-
wito 31,2%. Uzyskane wyniki nie wykazywaty staty-
stycznie znamiennej roznicy (p>0,05). W grupie kontro-
Inej ANCA wykryto u 2/183 badanych (1,09%).

W badanych ptynach stawowych stwierdzano oko-
tojadrowe (P-ANCA) (ryc. 1) i atypowe (A-ANCA) Swie-
cenie przeciwciat (ryc. 2.). P-ANCA wykazano u 87/108
(80,5%) badanych, A-ANCA w 21/108 (19,4%) przypad-
kow. Uzyskane wyniki wykazywaty statystycznie zna-
mienng réznice (p<0,001). U chorych z wczesnym okre-

Ryc. 3. Przeciwciata przeciwjadrowe — plamisty
typ fluorescencji.
Fig. 3. Speckled pattern of antinuclear antibodies.
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sem reumatoidalnego zapalenia stawoéw P-ANCA
stwierdzono u 22/26 (84,6%), a A-ANCA u 4/26 (15,3%)
badanych. U chorych z dtuzszym czasem trwania cho-
roby P-ANCA wykazano u 65/82 (79,3%), A-ANCA zas
u 17/82 badanych, co stanowito 20,7% przypadkow. Nie
byto statystycznej istotnej réznicy pomiedzy czestoscia
wystepowania poszczegélnych typéw ANCA a czasem
trwania choroby. ANCA, ktérych obecnos¢ obserwowa-
no u 2 chorych z grupy kontrolnej, wykazywaty okoto-
jadrowy typ Swiecenia (P-ANCA).W zadnym z badanych
ptynéw stawowych nie stwierdzono cytoplazmatyczne-
go typu Swiecenia (C-ANCA).

Jednoczesnie z okresleniem typu ANCA oceniano ich
miano. Za dodatni wynik ANCA przyjmowano miano po-
wyzej >1/20. Miano ANCA 1/40 wykazano w 19/108
(17,6 %) przypadkéw, miano 1/80 w 46/108 (42,6%),
a 1/160 w 27/108 (25%), natomiast miano 1/320 w 16/108,
co stanowito 14,8% badanych ptynéw. ANCA w mia-
nie 1/80 stwierdzono u 20/26 (76,9%) badanych u cho-
rych we wczesnym okresie RZS (tab. Il). U 2 chorych
z grupy kontrolnej miano ANCA wynosito 1/40.

Swoistos¢ antygenowa, klasy
i podklasy immunoglobulin

Postugujac sie metodg ELISA, oceniono swoistos¢ an-
tygenowg ANCA. W 6 przypadkach ANCA stwierdzanych
w metodzie immunofluorescencji posredniej nie wykaza-
no zadnej swoistosci antygenowej. Byty to przeciwciata
o okotojadrowym typie Swiecenia (P-ANCA). W 2 przy-
padkach wykryto je w ptynach chorych z wczesnym RZS,
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Tabela VI. Wartosci miana IgM RF w ptynach stawowych ANCA+
Table VI. Titers of rheumatoid factor In ANCA positive patients

Czas trwania choroby Typ ANCA Miano czynnika reumatoidalnego
1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280
RZS <24 P-ANCA (n=20) 11 4 3 - -
A-ANCA (n=4) - - - - -
RZS >24 P-ANCA (n=61) 20 20 15 9 1
A-ANCA (n=17) 9 6 2 - -

w 4 zas z dtugotrwatym procesem choroby. W ptynach
tych jednoczesnie z ANCA wykazano obecnos¢ przeciw-
ciat przeciwjadrowych. Metoda ELISA pomogta wiec
zweryfikowac rzeczywista liczbe ANCA+ ptynéw stawo-
wych, uznano bowiem, ze wynik badania immunofluore-
scencyjnego w tych 6 ptynach byt fatszywie dodatni.
Przyjeto zatem, ze ANCA byty obecne w 102/377 ptynach
stawowych, co stanowito 27% badanych.

W 20/102 (19,6 %) przypadkéw ANCA reagowaty
z mieloperoksydaza. W 45/102, co stanowito 44,1%
ANCA+ ptyndw, reagowaty one swoiscie z laktoferryna,
natomiast w 10/102 przypadkach ANCA wykazywaty
swoistos¢ w stosunku do lizozymu, co stanowito 9,8%
ANCA+ ptynéw stawowych. W 19/102 (18,6%) badanych
ptynach przeciwciata te reagowaty swoiscie z katepsy-
na G, dotyczyto to gtéwnie ptynéw pochodzacych
od chorych z dtugotrwatym procesem zapalnym.
W 8/102 (7,8 %) przypadki ANCA wykazywaty swoistos¢
w stosunku do elastazy. Wykazano takze statystycznie
znamiennie czestsze wystepowanie ANCA reagujacych
swoiscie z laktoferryng w poréwnaniu z innymi antyge-
nami (p<0,05). W zadnym przypadku ANCA nie wykazy-
waty swoistosci dla proteinazy 3, natomiast w ptynach
stawowych pochodzgcych od chorych we wczesnym
okresie choroby nie stwierdzono obecnosci ANCA reagu-
jacych swoiscie z elastaza (tab. IlI).

W 2 badanych ptynach stawowych z grupy kontrol-
nej nie wykazano zadnej swoistosci antygenowej ANCA.

Jednoczesnie z oceng swoistosci okreslano klase i pod-
klase immunoglobulin, do ktérych nalezaty przeciwciata
przeciw cytoplazmie granulocytow obojetnochtonnych.
ANCA w klasie IgM obserwowano u 25/102 badanych, co
stanowito 24,5% przypadkéw. W 75% ANCA wystepowa-
ty w klasie IgG. Obserwowano je w podklasie
IgG1 u 29/77 badanych, co stanowito 37,6%, i podklasie
1gG3 u 27/77 badanych, co stanowito 35,1% (tab. IV).

Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw
obojetnochtonnych reagujace swoiscie z mieloperoksy-
daza wystepowaty w klasie IgG. W 9/20 przypadkéw

(45%) ANCA stwierdzono podklase IgG1, a w 7/20 (35%)
IgG3. W zadnym przypadku nie obserwowano ANCA
w klasie IgM reagujacych swoiscie z mieloperoksydaza.
Obecnos¢ ANCA reagujacych swoiscie z laktoferryna
w klasie IgM stwierdzono w 10/45 (22,2%) ptyndw,
a w klasie 1gG w 36/45 (80%). W 17/36 przypadkéw
(47,2%) wykryto je w podklasie 1gG3, a w 10/36 (27,8%)
w podklasie 1gGl. ANCA skierowane przeciwko lizozy-
mowi obserwowano w klasie IgM w 4/10 (40%) ptyndw,
a w IgG 6/10 (60%). Wystepowaty one w podklasie
IgG1 w 4/6, co stanowito 66,7% ANCA IgG. Przeciwciata
reagujace z katepsyng G obserwowano w klasie IgM
w 8/19 (42,1%), a w klasie IgG w 11/19 (57,9%) przypad-
kéw. Nalezaty one gtéwnie do podklasy 1gGl w 5/11
(45,5%) ptyndow. ANCA w klasie IgM skierowane prze-
ciwko elastazie wykryto w 3/8 (37,5%) ptynéw, pozo-
state zas w klasie IgG w 5/8, co stanowito 62,5% (tab. V).
Wykazano statystycznie znamiennie czestsze (p<0,05)
wystepowanie ANCA w klasie 1gG, gtownie w podklasie
IgGli 1gG3, w poréwnaniu z klasg IgM.

Obecnos¢ innych autoprzeciwciat

Czynnik reumatoidalny w klasie IgM (IgM RF) stwier-
dzono w 300/377 (79,6%) badanych ptynéw. Byt on
obecny w 37/114 (32,4%) ptynéw pochodzacych od cho-
rych z wczesnym RZS i 263/263 (100%) ptyndw pocho-
dzacych od chorych z dtuzszym czasem trwania choroby.
RF stwierdzono w 100/102 (98%) ptynéw stawowych,
w ktérych wykazano obecnosé¢ ANCA. Okotojadrowy typ
Swiecenia (P-ANCA) obserwowano u 83/100, co stanowi-
to (83%) ptynéw z obecnym czynnikiem reumatoidal-
nym, A-ANCA za$ wykazano w 17/100 (17%) ptyndw RF+.
Pochodzity one gtéwnie od chorych z dtugotrwatym prze-
biegiem RZS. RF nie wykazano w zadnym z ptynéw
stawowych, w ktérych wykryto A-ANCA, pochodzacych
od chorych we wczesnym okresie choroby. Wartosci te
byty statystycznie znamienne (p<0,05). U Zadnego cho-
rego z grupy kontrolnej nie wykazano obecnosci czynni-
ka reumatoidalnego w ptynie stawowym.
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Okreslano réwniez miano czynnika reumatoidalnego.
Za wynik dodatni w odczynie wigzania lateksu uwazano
miano powyzej 1/40. Najczesciej obserwowano miano
1/80, ktoére wykazano u 40/102 (39,2%) badanych.
W tab. V zamieszczono wartosci miana dla poszczegdl-
nych grup w zaleznosci od czasu trwania choroby i typu
ANCA.

Przeciwciata przeciwjadrowe wykryto w 24/377
(6,4%) ptynéw stawowych chorych na RZS. Obserwo-
wano je w 8/114 (7%) ptyndow pobranych od chorych
z wczesnym okresem choroby i w 16/263 (6,1%) z dtu-
gotrwatym przebiegiem RZS. Wykazywaty one plamisty
typ Swiecenia (ryc. 3).

Jednoczesne wystepowanie ANCA i ANA stwierdzo-
no w 2/26 (7,69%) badanych ptynach stawowych po-
chodzacych od 0séb z wczesnym okresem choroby. Ich
miano w obu przypadkach wynosito 1/40, natomiast
w ptynach, w ktérych wykazano obecnos¢ ANCA, po-
chodzacych od 0séb z dtugotrwatym przebiegiem cho-
roby, ANA byty obecne w 5/82 (6,1%) przypadkach, a ich
miano ksztattowato sie w zakresie od 1/80 do 1/320.
Nie wykazano istotnej statystycznie korelacji miedzy
mianem i typem ANCA a mianem ANA (p>0,05). U zad-
nego chorego z grupy kontrolnej nie wykazano obecno-
sci ANA w ptynie stawowym. U nikogo takze, zaréwno
z grupy badanej, jak i kontrolnej, nie stwierdzono
w ptynie stawowym obecnosci przeciwciat przeciwko
jadrom granulocytéw obojetnochtonnych (GS-ANA).

Dyskusja

Obecnos¢ ANCA w surowicy chorych na reumato-
idalne zapalenie stawdw oceniato wielu badaczy [7-10],
natomiast ich obecnos¢ w ptynie stawowym byta
przedmiotem badan nielicznych autoréw [11, 12]. W ni-
niejszej pracy wykazano, ze ANCA s3 obecne w 27% ba-
danych ptynéw stawowych. Obserwowano je w 22,8%
ptynéw uzyskanych od chorych z wczesnym okresem
RZS i w 31,2% od oséb z wielolethim czasem trwania
choroby. Te wyzsza, cho¢ nieznamienng statystycznie,
czestos¢ wystepowania ANCA w ptynie stawowym cho-
rych o dtugim przebiegu RZS mozna ttumaczy¢ stata
stymulacja antygenami pochodzacymi z granulocytow,
ktére w przewazajacej liczbie wystepuja w ptynie sta-
wowym o charakterze zapalnym. Mulder i wsp. [12] wy-
kazali obecnos¢ ANCA w ptynach stawowych 6 chorych.
Wyzsza czestosé ANCA w ptynach stawowych, wykaza-
na przez tych autoréw, mogta wynika¢ z matej grupy
badanej (6 chorych). Analiza 377 ptynéw przeprowa-
dzona w niniejszej pracy pozwolita na dokonanie szcze-
gotowej charakterystyki wykrytych w nich ANCA. Naj-
czesciej stwierdzany, bo w 80,5% badanych ptynow, byt
okotojadrowy typ Swiecenia ANCA. A-ANCA byty obec-
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ne stosunkowo rzadko, bo w 19,5% badanych ptynéw.
Czestos¢ wystepowania poszczegblnych typow ANCA
w ptynie stawowym i surowicy krwi jest podobna [10].
Mozna wiec przyja¢, ze dominujacym typem ANCA
u chorych na RZS jest Swiecenie okotojadrowe. Nie-
mniej jednak atypowe ANCA, obserwowane takze
w przebiegu tej choroby, moga by¢ dowodem na sty-
mulacje przez rézne, a nie przez jeden okreslony anty-
gen komorek syntetyzujacych ANCA.

Srednia warto$¢ miana ANCA w ptynie stawowym
wynosita 1/80 i byta podobna do wartosci uzyskanych
w surowicy krwi [10]. Miano to wykazywano szczeg6l-
nie u chorych we wczesnym okresie choroby, co by¢
moze jest zwigzane ze stymulacja antygenowa na po-
czatku choroby i wytworzeniem przeciwciat, ktére do-
piero w miare jej trwania sg produkowane w wiekszej
liczbie. Kolejnym etapem badah byto okreslenie swo-
istosci ANCA obecnych w ptynach stawowych. Wykaza-
no, ze ANCA najczesciej, czyli w 44,1%, reagowaty swo-
iscie z laktoferryna. Miaty one ponadto swoistos¢ dla
mieloperoksydazy w 19,6%, dla lizozymu w 9,8%,
katepsyny G w 18,6% i dla elastazy w 7,8% badanych
ptynéw. Wyniki te s3 podobne do uzyskanych w bada-
nych surowicach chorych na RZS. Potwierdzaja one
obserwacje dokonane przez Afeltra i wsp. [11]. Podob-
nie jak we wczedniejszych doniesieniach ANCA stwier-
dzane w przebiegu RZS wykazywaty gtéwnie swoistosé
dla laktoferryny [12, 13]. Vittecoq i wsp. [14] uwazaja,
ze z uwagi na brak standaryzacji ELISA w ocenie prze-
ciwciat przeciw laktoferrynie nalezy ostroznie interpre-
towac uzyskane wyniki. Potwierdzajg to obserwacje
wtasne. Czesto okazuje sie, ze komercyjne zestawy
do oznaczania LF-ANCA s3 zanieczyszczone innymi an-
tygenami [15]. W obecnych wynikach interesujace jest
to, ze ANCA reagujace z mieloperoksydaza wykazano
czesciej w ptynie stawowym niz w surowicy krwi [10].
Wskazuje to na mozliwosé syntezy MPO-ANCA w obre-
bie jamy stawowej jako efekt aktywacji granulocytow
obojetnochtonnych, w wyniku ktérej dochodzi do uwol-
nienia mieloperoksydazy — enzymu majacego istotne
znaczenie w metabolizmie tlenowym aktywowanych
komorek. Przy omawianiu ANCA o swoistosci dla mie-
loperoksydazy nalezy pamieta¢ o mozliwosci ich reakcji
krzyzowych z przeciwciatami przeciw tyreoperoksydazie
(TPO). W badaniach Cambrigde i wsp. [16] wykazano, ze
przeciwciata przeciw TPO reagowaty z mieloperoksyda-
z3, co wywotywato okotojadrowy typ Swiecenia w me-
todzie immunofluorescencji posredniej. Ciekawy jest
fakt, ze w tych badaniach MPO-ANCA pochodzace
od chorych z rozpoznaniem vasculitis nie reagowaty
z TPO. Autorzy uwazaja, ze pojawienie sie MPO-ANCA
w przypadkach, w ktérych nie spodziewano sie tego
typu autoprzeciwciat, moze wynikaé wtasnie z takiej
reakcji krzyzowej. W niniejszej pracy nie badano obec-
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nosci przeciwciat przeciw tyreoperoksydazie, a w grupie
badanej nie stwierdzono cech choréb autoimmunolo-
gicznych gruczotu tarczowego, trudno zatem odniesé sie
do spostrzezen autoréw. Obecnosci ANCA o swoistosci
dla elastazy nie obserwowano w ptynach pochodzacych
od chorych we wczesnym okresie choroby. Pojawity sie
one natomiast w ptynach uzyskanych od oséb z wielo-
letnim czasem trwania RZS. Fakt ten mozna ttumaczy¢
tym, ze elastaza nie jest enzymem dominujagcym
w  ziarnistoSciach granulocytéw obojetnochtonnych,
a zatem do jej pojawienia sie prawdopodobnie predys-
ponuje: przewlekanie sie procesu zapalnego i ciagta
aktywacja komoérek uwalniajagcych enzymy w procesie
fagocytozy, stymulacja PMN przez immunoglobuliny,
a takze ich apoptoza. Staje sie ona nastepnie autoanty-
genem. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia
z doborem odpowiedniej grupy chorych. W badanych
ptynach stawowych nie wykazano obecnosci ANCA
o swoistosci dla proteinazy 3. Jest to zgodne z obserwa-
cjami innych autoréw [17]. ANCA o swoistosci dla prote-
inazy 3 wystepuja gtéwnie u chorych z ziarniniakiem
Wegenera. Niezmiernie rzadko spostrzega sie je w innych
zapaleniach naczyn [18, 19]. Wykrycie ich u chorych
na przewlekte choroby zapalne wynikato prawdopodob-
nie z zanieczyszczeh innymi antygenami, co mogto pro-
wadzi¢ do uzyskania fatszywie dodatnich wynikéw.

W pracy ocenie poddano klasy i podklasy immunoglo-
bulin ANCA obecnych w ptynie stawowym. Wykazano, ze
wystepuja one w 24,5% w klasie IgM, co jest wartoscia
wyzszg w poréwnaniu z ANCA obserwowanymi w suro-
wicy krwi (7,5%) [10]. Ttumaczy¢ to mozna faktem
wczedniejszej syntezy ANCA w obrebie zmienionej
zapalnie jamy stawowej w przebiegu choroby. Ekspozy-
cja antygenéw pochodzacych z PMN prowadzi do syn-
tezy poczatkowo IgM ANCA, w pdZniejszym okresie 1gG
ANCA. Przeciwciata w klasie 1gG wykazano w 75% ba-
danych ptynéw, co w poréwnaniu z surowicami, gdzie
obecne byty w 92,% jest wartoscig nizsza. Wystepowaty
one w podklasach 1gG1 i 1gG3, jednak proporcje ich byty
nieco zmienione na korzys¢ IgG3. Nie stwierdzono
MPO-ANCA w klasie IgM. Mozna to ttumaczy¢ stymulacja
MPO zachodzgca wczesniej w rozwoju choroby, co mogto
nastapi¢ w fazie naciekéw zapalnych w btonie maziowe;.
Jednak s3 to jedynie przypuszczenia. Wyjasnienie ich
wymaga zebrania grupy chorych sktadajacej sie z os6b
z nawracajacym zapaleniem stawéw we wczesnym
okresie choroby, okresowego pobierania ptynu stawo-
wego i poszukiwania w nim obecnosci ANCA oraz cha-
rakterystyki klasy immunoglobulin. W badaniu autoréw
nie przeprowadzono takich obserwacji, nie dokonano
ich réwniez poprzednio.

Jednoczes$nie z oceng ANCA poszukiwano innych auto-
przeciwciat, szczeg6lnie czynnika reumatoidalnego, prze-
ciwciat przeciwjadrowych i GS-ANA. Obecnosé czynnika

reumatoidalnego wykazano w 92,6% ptynéw stawowych,
w ktérych byty takze obecne ANCA. W 83% przypadkéw
byty to P-ANCA. W ptynach, w ktérych obecne byty A-AN-
CA, czynnik reumatoidalny obserwowano u 17%.

Jednoczesne wystepowanie ANCA i ANA w ptynach
stawowych wykazano u 7,69% badanych, co byto
poréwnywalne z wynikami uzyskanymi w badanych
surowicach, gdzie wspétwystepowanie ANCA i ANA
obserwowano w 6,25% przypadkéw. Podobne wyniki
uzyskali Afeltra i wsp.[11], ktérzy ttumacza brak korelacji
niezalezng odpowiedzia immunologiczng w stosunku
do antygendw jadrowych i enzyméw PMN, natomiast
Rother i wsp. [20] obserwowali ANA czesciej, bo u 59%
ANCA+ chorych na RZS w poréwnaniu z 23% os6b
ANCA-. Autorzy ci wykazali takze, Ze miano ANA byto
wyzsze w grupie ANCA+. Wyniki te jednak nie wykazy-
waty statystycznie istotnych réznic.
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