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Krzyzowo reagujace przeciwciata antyfosfolipidowe
jako marker obecnosci endotoksyny w surowicach i ptynach
stawowych uzyskanych od pacjentéw z zapaleniami stawéw

Cross-reacting anti-cardiolipin antibodies as a marker of presence of endotoxin
in the sera and synovial fluids of patients with arthritis
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Streszczenie

Analizujac grupy surowic i ptynéw stawowych pochodzace z réz-
nych zapaleh stawdw, autorzy zauwazyli, ze czestos¢ wystepo-
wania przeciwciat aCl w tych grupach byta wysoka (ok. 30-40%
— zblizona do czestosci w chorobach z autoimmunizacja) i powia-
zali to z przejsciowa obecnoscig w tych materiatach zwigzkéw
aktywnych biologicznie, w tym bakteryjnych (LPS, PG-PS), takze
zawierajgcych reszty fosforanowe (czy wrecz PL), a ponadto po-
dejrzewanych o wtasciwosci artrytogenne.

Celem pracy byto wykazanie, ze krzyzowo reagujace z LPS prze-
ciwciata aCl, obecne w surowicach i ptynach stawowych uzyska-
nych od chorych z zapaleniem stawéw stanowig czes¢ wiekszej
puli, jaka sa przeciwciata dla tak ztozonego antygenu, jak LPS
i moga wskazywac na obecnos¢ endotoksyny, np. w ptynach sta-
wowych, a to z kolei moze by¢ pomocne w réznicowaniu etiolo-
gii aktualnie istniejacego zapalenia stawow.

Stwierdzono, ze w wigkszosci analizowanych 43 ptynéw stawo-
wych (86%) wystepowaty przeciwciata dla LPS, przeciwciata aCl
stwierdzono w 53,5% ptynéw stawowych, a obecnos¢ endotoksy-
ny w ok. 30% i prawdopodobnie dodatkowo w ok. 30% z obecno-
Scig substancji hamujgcych. W wiekszosci analizowanych ptynéw

Summary

Analysing the large groups of sera and synovial fluids from
patients with arthritis we observed, that frequency of the aCl
presence in above mentioned materials was relatively high
(about 30-50%) — very similar to aCl frequency in the sera of
patients with autoimmune disease and we consider this as
a result of the presence in synovial fluid phosphate — rich
bacterial cell wall chemical compounds like LPS, teichoic acid or
peptidoglycan — considered as ,arthritogenic” factors.

The aim of the study was to proove that aCl antibodies
cross-reacting with LPS (endotoxin) from arthritic synovial fluids
are part of the aPL antibodies pool and correlated with presence
in joints bacterial cell wall components and beside they may be
usefull in differential diagnosis of the different kind of arthritis
and also in explanation of their aetiology at all.

In prevalence of the 43 analysed synovial fluids antibodies to LPS
were present in 86% of cases, aCl in 53.5% and endotoxin in
about 30% and probably in additional 30% with presence
inhibiting LAL test substances have been foud. Additionally in 3/4
of the analysed synovial fluids the appearance of anti LPS and aCl
antibodies was strongly correlated.
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stawowych stwierdzono wspétwystepowanie endotoksyny, prze-
ciwciat aLPS i aCl — co wskazuje na korelacje tych parametréw.
W ponad 75% surowic i prawie 50% ptynéw stawowych LPS wy-
wotywat neutralizacje odczynu ELISA — aCl, izolowane za$ meto-
da chromatografii powinowactwa czyste przeciwciata aCl i aLPS
wykazywaty takze reaktywnos¢ z antygenami heterologicznymi,
np. przeciwciata aCl reagowaty z czystym LPS.

Obecnosé w ptynach stawowych krzyzowo reagujacych przeciw-
ciat aCl moze by¢ sladem obecnosci w ptynach stawowych ewen-
tualnego czynnika etiologicznego zapalen stawow, jakimi sa za-
bite bakterie lub ich fragmenty zawierajace zwiazki artrytogenne,
jak LPS, PG-PS, lub kwasy tejchowe, szczegélnie gdy ich obecnosé
jest skorelowana z obecnoscig w ptynach stawowych KKI.

Wstep

Przeciwciata antyfosfolipidowe (aPL) wystepuja
w wielu jednostkach chorobowych o infekcyjnej etiolo-
gii bakteryjnej (kita, borelioza, leptospiroza, toksopla-
zmoza, trad, gruzlica) czy wirusowej (AIDS, ospa, $winka,
rozyczka, wirusowe zapalenie watroby typ B i C). S one
takze wykrywane w wielu chorobach z autoimmunizacja
(toczen trzewny, wtorny i pierwotny zespét antyfosfoli-
pidowy, reumatoidalne zapalenie stawéw) [1, 2].

Znaczenie diagnostyczne przeciwciat antykardiolipi-
nowych oraz antykoagulantu toczniowego (LAC) wyni-
ka z faktu Scistej asocjacji ich wystepowania z wieloma
groznymi objawami klinicznymi, towarzyszacymi ze-
spotowi antyfosfolipidowemu (APS), takimi jak zakrze-
pice zylne i tetnicze, poronienia, trombocytopenia oraz
z licznymi innymi objawami ze strony uktadu nerwowe-
go i krazenia [3-7].

Kardiolipina (Cl, czyli difosfatydyloglicerol) to kluczo-
wy zwigzek i najbardziej reprezentatywny dla szerszej
grupy ujemnie natadowanych fosfolipidow (PL). Z regu-
ty jednak przeciwciata obecne w wyzej opisanych scho-
rzeniach reaguja nie tylko z Cl, ale wykazuja takze krzy-
zowa reaktywnosé z innymi ujemnie natadowanymi PL.

Wydaje sie wszakze, ze epitopem docelowym sa gru-
py fosfodwuestrowe PL i stad prawdopodobnie reakcje
krzyzowe z takimi zwigzkami, jak dsDNA, ssDNA, RNA
i RNP oraz polimerami ztozonymi z siarczanu heparanu
i dermatanu (sktadniki proteoglikanéw), a takze z hepary-
na [5, 8, 9] i wieloma innymi waznymi biologicznie zwiaz-
kami zawierajacymi grupy fosfodwuestrowe, np. NAD,
NADP, FAD oraz CoA (nalezacymi do grupy koenzymow
i witamin) (dane wtasne, nieopublikowane).

Do grupy zwiazkéw chemicznych zawierajacych gru-
py fosfodwuestrowe czy fosforanowe nalezy takze bardzo
wiele zwigzkéw pochodzenia bakteryjnego, np. antygeny
sciany komérkowej bakterii, LPS, kwasy tejchowe i tej-
chojowe, peptydoglikan (PG), fosforylowane biatka mem-
branowe btony zewnetrznej (OMP) czy swoiste dla bakte-

Reumatologia 2006; 44/2

In about 75% of sera and in 50% of synovial fluids cases LPS was
able to neutralize the ELISA-anti Cl test and ,affinity” purified
antibodies to LPS and Cl cross-reacting with heterologic antigen
(aCl with LPS) — and vice versa/ in ELISA tests.

The presence of the cross-reacting with LPS, aCl antibodies could
be a remnant of the presence in joints bacterial arthritogenic
compounds considered as aetiologic agents able to generating
different kind of arthritis — especially when they are associated
with the presence in the synovial fluids circulating immune
complexes.

rii PL. Takze LPS zawiera w swojej czasteczce, w tzw. lipi-
dzie A, zwigzane wigzaniem fosfodwuestrowym reszty
fosfatydyloetanoloaminy (Pet), a peptydoglikan (gtéwny
komponent sciany komérkowej bakterii Gram-dodatnich)
zawiera w swej strukturze reszty fosfodwuestrowe [10].

Na dodatek takie zwiazki, jak LPS czy PG i produkty
ich degradacji, sa silnie immunogenne, a ponadto w za-
leznosci od budowy maja wtasciwosci immunomodula-
cyjne. Dotyczy to w szczegblnosci LPS, ktéry ma charak-
ter tzw. superantygenu, czyli czasteczki, ktéra moze nie-
swoiscie stymulowa¢ odpowied? przeciwciatowa. Moze
on zatem systemowo i lokalnie (np. w jamie stawu) dzie-
ki swym witasciwosciom biologicznym stymulowac proces
zapalny i jednoczesnie synteze autoprzeciwciat, a wiemy,
Ze niestrawione (ale zabite) komérki bakterii lub ich frag-
menty zawierajace ww. zwigzki znajdowane sg w jamie
stawu i ptynie stawowym. Obserwowany dos¢ czesto fe-
nomen obecnosci, np. RF-IgM czy innych autoprzeciwciat
w ptynach stawowych przy RF-IlgM-ujemnych surowicach
to zapewne efekt lokalnej superstymulacji uktadu odpor-
nosciowego przez LPS czy pochodne PG [11, 12].

Bezposrednia przyczyng podjecia badan byta, poza
wczesniej wymienionymi obserwacjami dotyczacymi
podwyzszonej czestosci wystepowania przeciwciat aClL
w surowicach pacjentéw z zapaleniem stawéw, w ktérych
wystepowaty takze przeciwciata dla antygenéw bakterii
Gram-ujemnych, obserwacja poczyniona w trakcie reali-
zacji opublikowanej juz pracy [13], ze przy adsorpcji sefa-
roza sprzezona z polimyksyna B (uzyta do weryfikacji te-
stu LAL — stosowanego do wykrywania obecnosci endo-
toksyny) [14]. W eluatach z ww. ztoza stwierdzilismy obec-
nos¢ endotoksyny oraz immunoglobulin o aktywnosci aCl
i aLPS, co wskazywatoby, ze mamy do czynienia z prze-
ciwciatami aCl krzyzowo reagujacymi z LPS [15].

Temat ten bedzie przedmiotem oddzielnej pracy,
gdyz niewykluczone, ze ztoze to moze postuzyc
do opracowania prostej metody weryfikacji obecnosci
w materiatach biologicznych (krew, ptyn stawowy, ptyn
mozgowo-rdzeniowy itp.) endotoksyny w postaci skom-
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pleksowanej z przeciwciatami w formie komplekséw
immunologicznych (KKI), w tym takze krzyzowo reagu-
jacych z LPS przeciwciatami aCl.

Celem pracy byto wykazanie, ze krzyzowo reagujace
z LPS przeciwciata aCl obecne w surowicach i ptynach
stawowych uzyskanych od chorych z zapaleniem sta-
wow stanowig czesé wiekszej puli, jaka sa przeciwciata
dla tak ztozonego antygenu jak LPS, i moga wskazywaé
na obecnos¢ endotoksyny, np. w ptynach stawowych,
a to z kolei moze byé pomocne w réznicowaniu etiolo-
gii aktualnie istniejacego zapalenia stawéw bad? tez
etiologii zapalenia stawéw w ogéle.

Materiat i metody

Do analiz wykorzystano 43 jatowe bakteriologicznie
ptyny stawowe (w tym 28 odpowiadajacych im surowic),
pochodzace gtéwnie od pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawéw (RZS) — 13, niezréznicowanym zapa-
leniem stawow — 25, tuszczycowym zapaleniem stawéw
(£ZS) — 2, zespotem Sjbgrena — 1, choroba zwyrodnienio-
wa — 1, zesztywniajacym zapaleniem stawéw kregostu-
pa (ZZSK) — 1. Surowice i ptyny stawowe pochodzity
z Przychodni Przyklinicznej Instytutu Reumatologii.

W surowicach metodg ELISA wykonano oznaczenia
przeciwciat przeciwko nastepujacym antygenom bakte-
ryjnym: ECA, LPS Salmonella enteritidis, LPS Salmonella
typhimurium, LPS Klebsiella pneumoniae, petnemu eks-
traktowi z komérek Yersinia enterocolitica, lipidowi A,
KDO, peptydoglikanowi (PG), pentapeptydowi (PP o se-
kwencji D-ala-glu-liz-D-ala-D-ala) oraz kwasowi lipotej-
chowemu (KT). W wyzej opisanych surowicach wykona-
no oznaczenie przeciwciat aCl (metodg ELISA) (w klasie
IgG i IgM) zmodyfikowana metoda wg Harrisa [16, 17],
a obecnos¢ krazacych komplekséw immunologicznych
(KKI) wykonano testem ELISA — typ CIC-C,q Enzyme Im-
munoassay Kit firmy Quidel, USA.

W metodzie oznaczania przeciwciat aCl wg Harrisa [7]
stosuje sie rozcienczenie surowic 1/50 i jesliby zastoso-
wac takie samo rozcieficzenie do ptynéw stawowych,
w ktérych notabene Srednie stezenie biatka jest 2—4-krot-
nie nizsze niz w surowicy, to uzyskalibysmy wartosci
0.D.450 nm Na granicy czutosci odczytu spektrofotome-
trycznego. Konieczne zatem byto ustalenie nowych
norm dla ptynéw stawowych, a niemozliwe byto ustale-
nie norm na podstawie oznaczania aCl w grupie ptynéw
stawowych pourazowych, gdyz nie byty one dostepne.

Ustalenie norm przeciwciat aCl w ptynach stawo-
wych wykonano na podstawie Sredniego stezenia biat-
ka w puli analizowanych ptynéw stawowych, ktére wy-
niosto 2,02 g/dl, byto zatem 3—4-krotnie nizsze niz prze-
cietne stezenie biatka w surowicy (6-8 g/dl). Rozcien-
czenie robocze ptynéw stawowych powinno wiec wahaé

sie od 1/10 do 1/5, przy zatozeniu, Zze proporcje pomie-
dzy frakcjami w ptynie stawowym i surowicy sa zacho-
wane, co istotnie miato miejsce. Przeliczenie rozcien-
czenia w stosunku do jego Sredniego stezenia biatka
w ptynie stawowym wzgledem surowic pozwolito utrzy-
mac normy stosowane dla surowic, czyli x+4SD=0,110
dla aCl klasy IgG i 0,173 dla klasy IgM.

Obecnos¢ endotoksyny w surowicach i ptynach sta-
wowych badano testem Limulus Amebocyte Lysate
(LAL) Pyrogent® Ultra firmy Cambrex, USA.

Krzyzowa reaktywnosé przeciwciat aLPS z Cl i reak-
tywnos¢ przeciwciat aCl z antygenem LPS wykazywano
we frakcjach immunoglobulin izolowanych metoda affi-
nity na fazie statej (nitroceluloza i ptytki polistyrenowe
do odczynu ELISA optaszczone odpowiednim antyge-
nem — LPS lub Cl) [wg 18].

Test neutralizacji odczynu ELISA-aCl endotoksyng
(w dawce 100 pg na 100 ul rozcieficzonej 1/25 surowicy)
wykonywano, opierajac sie na analogicznych testach
neutralizacji odczynu ELISA dla przeciwciat anty-LPS,
opracowanych przez Noworyte i wsp. [17], a prowadzo-
nych w celu potwierdzenia swoistosci odczynéw ELISA
stuzacych do wykrywania przeciwciat antybakteryjnych.
Wyniki

W 43 ptynach stawowych pochodzacych od pacjentéw
z niezroznicowanym zapaleniem stawéw i RZS oznaczano
przeciwciata dla 3 typéw LPS (LPS Salmonella enteritidlis,
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae), przeciw-
ciata antygenu ECA, lipidu A, aCl oraz przeciwciata dla pep-
tydoglikanu (PG-PS), pentapeptydu (PP) i kwasu tejchowe-
go (KT), a takze obecnosé endotoksyny metoda biologicz-
ng (test wykrzepiania hemolizatu Lymulus polyph.).

Czestos¢ (%) wystepowania podwyzszonych pozio-
mow ww. przeciwciat w zestawieniu z obecnoscia endo-
toksyny przedstawiono na ryc. 1.

Przeciwciata dla jednego z trzech typéw LPS wyste-
powaty w wiekszosci (86%) badanych ptynéw stawo-
wych, przeciwciata aCl w 53,5%, a obecnos¢ endotoksy-
ny wykazano w ok. 30% ptynéw stawowych. Przeciw-
ciata antygenu ECA wykryto w 18,6%, a dla lipidu A tyl-
ko w 1/43, co stanowi 2,3% badanych ptynéw stawo-
wych. Przeciwciata dla antygenéw charakterystycznych
dla bakterii Gram-dodatnich, jak pentapeptyd (PP), pep-
tydoglikan (PG-PS) czy kwasy tejchowe (KT), wykryto
w nastepujacych odsetkach ptynéw stawowych: aPP
—48,8%, aPG-PS — 23,2% i aKT - 16,2%.

Nalezy doda¢, ze w 26 na 43 (60,5%) ptynéw stawo-
wych obserwowano odpowiedZ zaréwno dla antyge-
néw bakteryjnych Gram-ujemnych, jak i Gram-dodat-
nich, co moze wskazywaé na jednoczesng obecnosc¢
(i stymulacje uktadu odpornosciowego) bakterii i/lub
fragmentow bakterii obu ww. grup.

Reumatologia 2006; 44/2
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Ryc. 1. Czestos¢ (%) wystepowania przeciwciat dla typowych antygenéw bakterii Gram(-) i Gram(+) i dla aCl oraz
obecnosé endotoksyny w ptynach stawowych pacjentéw z zapaleniem stawéw.
Fig. 1. Frequency (%) of antibodies to typical Gram(-) and Gram(+) bacterial antigens and to cardiolipin ap-

pearance.

Analiza aktywnosci przeciwciatowych wystepuja-
cych w poszczegblnych ptynach stawowych wskazywa-
ta, ze w znacznej liczbie ptynéw stawowych zaobserwo-
wano wystepowanie jednoczesnie przeciwciat dla anty-
genow bakteryjnych i przeciwciat aCl, KKI oraz endo-
toksyny, i dlatego dokonano poréwnania czestosci ich
wspotwystepowania.

Poréwnanie czestosci (%) wspodtwystepowania
przeciwciat aLPS i aCl przedstawiono na ryc. 2.
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Ryc. 2. Poréwnanie czestosci (%) wspotwystepo-
wania przeciwciat aCl i aLPS w ptynach stawo-
wych pacjentéw z zapaleniami stawow.

Fig. 2. Comparision of frequencies (%) co-appea-
rance antibodies to cardiolipin and LPS in synovial
fluids of patients with arthritis.
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Przewazajacy odsetek ptynéw stawowych, tj. 66,7%,
stanowity ptyny stawowe alLPS i aCl-dodatnie, w 18,4%
ptynéw stawowych wystepowaty przeciwciata aLPS lub
aCl pojedynczo [grupa aLPS(+)/aCl(-) plus aLPS(+)/aCl(-)],
a ptyny stawowe (ujemne) bez przeciwciat aLPS i aCl sta-
nowity 14,8%. W grupie ptynéw stawowych aLPS(+)/aCl(+)
wolna endotoksyna wystepowata w ok. 30%, a KKI byty
stwierdzane w przeszto potowie (51,9%) przypadkéw. Po-
nadto w 29,6% przypadkéw LAL(-) wystepowaty w bada-
nych ptynach stawowych substancje hamujace test LAL,
nalezy je zatem traktowac jako materiaty z prawdopo-
dobng obecnoscig endotoksyny. Wysoki odsetek ptynow
stawowych z jednoczesnie wystepujacymi podwyzszony-
mi poziomami przeciwciat aLPS i aCl wskazuje na korela-
cje tych parametréw, u podstaw ktérych lezy prawdopo-
dobnie czesciowa identycznos¢ epitopéw w obu tych an-
tygenach, prowadzaca do wystepowania krzyzowo re-
agujacych przeciwciat.

Zauwazone, porownywalne (wysokie) odsetki wyste-
powania przeciwciat aLPS i aCl, a takze obecnos¢ wolnej
endotoksyny [test LAL(+)] i zwigzanej [test LAL(-)/SH(+)]
oraz obecnosé KKI sktonity autoréw do przeanalizowania
czestosci (%) wspdtwystepowania tych 4 parametrow
w indywidualnych ptynach stawowych, a to z kolei mo-
gtoby wskazywaé na Scista korelacje ww. parametrow.

Analize przeprowadzono w 2 grupach: | — surowice
LAL(+) i Il = surowice LAL(-)/SH(+), a wyniki przedsta-
wiono na ryc. 3.
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Czestosci wspotwystepowania jednoczesnie 4 para-
metréw (aLPS, aCl, endotoksyny i/lub SH oraz KKI)
w pojedynczych ptynach stawowych dla grup LAL(+)
i LAL(-)/SH(+) sa poréwnywalne i, co istotne, ok. 70%
grupy LAL(+) i ponad 80% grupy LAL(-)/SH(+) stanowia
ptyny stawowe, w ktérych wspoétwystepuja analizowa-
ne 4 parametry.

Aby potwierdzi¢ krzyzowa reaktywnosé przeciwciat
aLPS z Cl i przeciwciat aCl z LPS, postuzono sie wstep-
nie testem neutralizacji odczynu ELISA — aCl wysokimi
dawkami (100 i 200 pg) LPS (ryc. 4.) oraz izolowanymi
metoda affinity przeciwciatami aCl i aLPS.

Neutralizacja odczynu ELISA — aCl antygenem LPS
w surowicach wahata sie od 73,2 do 21% w grupie kon-
trolnej, $rednio 57% (dla dawki 100 ug LPS) i od 74,6
do 10,4% (Srednio 59% dla 200 pg LPS), a w ptynach
stawowych od 71,9 do 11% (Srednio 30,6%) i od 54
do 10,2% (Srednio ok. 20%); miata charakter zalezny
od dawki — zwtaszcza przy dawce 100 pg LPS zaobser-
wowano najwyzsze spadki.

Jesli rzeczywiscie krzyzowa reaktywnos¢ przeciwciat
wystepuje i nie jest wynikiem przypadkowej obecnosci
reszt fosforanowych w zastosowanych do neutralizacji
antygenach (LPS), to powinni$my uzyska¢ reakcje czy-
stych preparatéw przeciwciat aCl (izolowanych na wyso-
ko oczyszczonych Cl) z antygenem homologicznym, czy-
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Ryc. 3. Poréwnanie czestosci (%) wystepowania
czterech parametréow (aLPS, aCl, endotoksyny
i KKI) w indywidualnych ptynach stawowych
w grupach LAL(+) i LAL(-)/SH(+).

Fig. 3. Comparision of frequencies (%)
co-appearance of four parameters (anti-LPS,
anti-Cl, CIC and endotoxin) in particular synovial
fluids in the two groups: LAL-positive and
LAL-negative/SH-positive.

li Cl, ale takze z LPS. To samo dotyczy przeciwciat czy-
stych alLPS, ktére poza LPS powinny takze reagowac z Cl.

Wyniki dodatkowo potwierdzajace wzajemnga krzyzo-
wa reaktywnos¢ przeciwciat alPS i aCl, izolowanych
z 4 wybranych ptynéw stawowych (metoda chromatogra-
fii powinowactwa), sg przedstawione na ryc. 5. Podobnie

ptyny stawowe (n=12)

O—O krzywe dla poszczegolnych ptynéw i surowic
®—® |;ywa usredniona
T 1odchylenie standardowe

100 pg 200 pg LPS

Ryc. 4. Sredni odsetek neutralizacji odczynu ELISA do oznaczania surowiczych i wystepujgcych w ptynach
stawowych przeciwciat aCl lipopolisacharydem (w dawkach 100 i 200 pg).

Fig. 4. Mean percentage (%) of neutralization ELISA test used for estimation the presence in the sera and sy-
novial fluids anticardiolipin antibodies by lipopolisaccharide (in doses 100 and 200 ug).
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jak w przypadku neutralizacji odczynu ELISA-aCl (klasy
IgG) LPS-em, uzyskalismy duze rozrzuty natezenia (wyra-
zonego W O.D.450 nm) krzyzowej reaktywnosci izolowanych
(w powtdrzeniach eksperymentéw) metodg affinity prze-
ciwciat od prawie zerowych wartosci do wartosci wielo-
krotnie przekraczajacych zamieszczone uérednione dane.

Zaréwno przeciwciata izolowane metoda affinity z za-
stosowaniem antygenéw Cl, jak i przeciwciata izolowane
na antygenie LPS z poszczegélnych surowic wykazywaty
reaktywnos¢ w ré6znym natezeniu z obydwoma antyge-
nami w wiekszosci analizowanych surowic i ptynéw sta-
wowych. Wedtug autoréw odzwierciedla to réznice w po-
ziomach i wzajemnej proporcji podpul izolowanych prze-
ciwciat krzyzowo reagujacych z poszczegélnych surowic.

Dyskusja

Wysoka czestos¢ wystepowania przeciwciat aCl
w materiale (surowica + ptyn stawowy), pochodzacym
od chorych z ré6znymi zapaleniami stawéw, zwrdcita na-
szg uwage juz we wczesnych latach 90. Zaobserwowali-
Smy, ze przecietna czestos¢ wystepowania podniesio-
nych pozioméw przeciwciat aCl w tych materiatach waha
sie od 30 do ponad 50% analizowanych przypadkéw,
oraz ze koreluja z nimi poziomy przeciwciat dla antygenu
sciany komérkowej bakterii — szczegélnie dla réznego ty-
pu LPS. Obserwacje te byty prezentowane na | Konferen-
cji pt. Reumatologia w praktyce lekarza rodzinnego, zor-
ganizowanej w 1994 r. w Inowroctawiu [19].

Z powodu o6wczesnych trudnosci technicznych
w oczyszczaniu, wykrywaniu i analizie ilosciowej anty-
gendw bakteryjnych (LPS, PG) w materiale biologicznym
praca nie zostata opublikowana, ale juz wtedy zwrdcili-
Smy uwage na fakt obecnosci podniesionych pozioméw
nie tylko przeciwciat aCl, ale takze czynnikéw reumato-
idalnych czy innych autoprzeciwciat w tych surowicach
[19]. Fakt ten moze sie wigzac nie tylko z wtasciwoscia-
mi superantygenowymi wielu komponentéw Sciany ko-
morkowej bakterii, ale takze, a moze przede wszystkim,
z prezentacja uktadowi odpornosciowemu dos¢ po-
wszechnie wystepujacych reszt fosfodwuestrowych,
fosforanowych lub innych PL, ktére wystepuja np. w
czasteczce. LPS (gdzie wystepuja zwigzane z lipidem
A reszty fosfatydyloetanoloaminy) [10, 11].

Prace zwiazane z krzyzowa reaktywnoscig przeciw-
ciat aPL s3 prowadzone w Zaktadzie Mikrobiologii i Se-
rologii IR od wczesnych lat 90., a ich zasadniczym (nad-
rzednym) celem jest wydzielenie i ustalenie, ktéra
z podpul przeciwciat aPL jest istotnym elementem pa-
tomechanizméw odpowiedzialnych za objawy zespo-
tow APS, ktére czesto towarzysza uktadowym choro-
bom tkanki tacznej [9, 15, 17].

Wydaje sie, ze epitopem docelowym sg grupy fosfo-
dwuestrowe PL, stad prawdopodobnie reakcje krzyzo-
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we z antygenem ds i ssDNA, RNA i RNP oraz polimera-
mi ztozonymi z siarczanu heparanu i dermatanu (sktad-
niki proteoglikanéw tworzacych otoczke wtdkien kola-
genowych) oraz z heparyna.

Teoretycznie przeciwciata aPL moga takze obok ww.
antygendéw reagowac z licznymi waznymi biologicznie
zwigzkami zawierajacymi grupy fosfodwuestrowe, np.
NAD, NADP, FAD oraz CoA, ktére naleza do grupy koen-
zymow i witamin (prace w toku).

Jak wykazato wielu autoréw, zapalenia stawow towa-
rzyszace chorobom reumatycznym w znacznej czesci sa
spowodowane srédstawowym wystepowaniem sfagocy-
towanych i zabitych bakterii lub ich fragmentéw, ktére sg
trudno metabolizowane przez garnitur enzyméw lizoso-
malnych cztowieka, co prowadzi do przewlektego stanu
zapalnego w jamie stawu. Wykazano, ze przetrwanie an-
tygenéw bakteryjnych w modelowych eksperymentach
na zwierzetach czy w przypadku zapaleh stawéw u ludzi
dochodzi do wielu miesiecy czy nawet lat [11].

Wzigwszy pod uwage wszystkie ww. okolicznosci
oraz koniecznos¢ szybkiego zréznicowania w praktyce
klinicznej, czy mamy do czynienia z wczesng postacia
uktadowych choréb tkanki tacznej, czy reaktywnego za-
palenia stawow (ReZS) badz z ujemna (niemgq) postacia
infekcyjnego zapalenia stawéw oraz fakt, ze infekcja
w przebiegu schorzenia podstawowego moze prowa-
dzi¢ do zaostrzenia procesu podstawowego, dokonano
mozliwie petnej analizy obecnosci przeciwciat dla anty-
gendéw bakteryjnych i krzyzowo reagujacych z antyge-
nami bakteryjnymi przeciwciat aPL (w kontekscie obec-
nosci LPS i KKI) w surowicach i ptynach stawowych uzy-
skanych od pacjentéw z zapaleniem stawéw.

Wykazano obecnos¢ przeciwciat aCl w ptynach sta-
wowych (53,5%), co stanowi ponad potowe analizowa-
nych, a przeciwciata dla jednego z 3 typéw LPS w po-
nad 86% surowic. Obecnos¢ LPS (endotoksyny) w bada-
nej grupie wykazano w ok. 30% ptynéw stawowych. Nie
dziwi nieco nizsza czestos¢ wystepowania endotoksyny,
poniewaz nie do konca rozstrzygniety jest problem jej
inaktywacji m.in. przez czynniki surowicze (np. z frakgji
a_y-globulin) i/lub przeciwciata (np. aLPS czy aPL).

Endotoksyna jest bardzo ztozonga, wieloepitopowa
czasteczka i przeciwciata moga byé skierowane do r6z-
nych jej fragmentéw, i nawet jesli przeciwciato nie po-
woduje inaktywacji endotoksyny przez przytaczenie sie
bezposrednio do lipidu A, co — jak twierdzi wielu auto-
row — powinno mie¢ miejsce [20], to moze w postaci KKI
ograniczy¢ czasowo aktywnos¢ biologiczna endotoksy-
ny jako superantygenu, pirogenu czy immunogenu.

Bedzie to przedmiotem osobnej pracy (w przygoto-
waniu do druku), gdyz pula przeciwciat dla LPS jest zto-
zona z co najmniej 3 podpul przeciwciat, dla tzw. anty-
genu O (czesci korowej i rdzeniowej) przeciwciat krzy-
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Ryc. 5. Krzyzowa reaktywnosé przeciwciat aCl i aLPS, izolowanych metoda chromatografii powinowactwa,
w odczynie ELISA z antygenem homologicznym i heterologicznym.

Fig. 5. Cross-reactivity of anti-Cl and anti-LPS antibodies, isolated by “affinity” chromatography method, in
ELISA test with using homological and heterological antigen.

zowo reagujacych z PL oraz przeciwciat dla lipidu A,
a zastosowana przez nas metoda ELISA wykrywa sume
tych podpul, poniewaz ptytki sa optaszczone catymi
czasteczkami LPS.

Wyraznie wida¢ zwiazek (korelacje) obecnosci prze-
ciwciat aLPS, aCl i endotoksyny, gdyz az w 3/4 ptynéw
stawowych przeciwciata te wspétwystepuja, a w pozo-
statych ok. 30% przypadkéw, gdzie albo brak przeciw-
ciat dla LPS przy dodatnich aCl lub odwrotnie [aLPS(+),
a Cl(-)] - poziomy tego przeciwciata, ktore jest ponizej
przyjetej wartosci odciecia (cut off) — sg z reguty wyz-
sze od wartosci sredniej dla catej grupy.

Obecnos¢ wspdlnego epitopu na obu czasteczkach
(LPS i Cl) potwierdzity eksperymenty z neutralizacjg od-
czynu ELISA-aCl przez LPS, gdzie uzyskano neutralizacje
odczynu (wyrazong spadkiem O.D.450 nm W odczynie ELISA
po preinkubacji ptynéw stawowych z LPS) w wiekszosci
ptynéw stawowych oraz krzyzowa reaktywnosé prze-
ciwciat z obydwoma antygenami (LPS i Cl) izolowanymi
z wybranych ptynéw stawowych zaréwno na antygenie
LPS, jak i na Cl. Fakt, ze w czesci ptynéw stawowych nie
uzyskano neutralizacji, tylko podwyzszenie odczytu,
moze wynikaé z tego, ze doszto w nich do dysocjacji
KKI po dodaniu nadmiaru antygenu, czyli LPS.

Stosunkowo duza dawka LPS (100-200 pg), ko-
nieczna do neutralizacji odczynu ELISA-aCl (w Srednio

ok. 50%) jest wg autoréw spowodowana stosunkowo
niskim odsetkiem grup fosfodwuestrowych w stosunku
do catosci czasteczki LPS (niska gestosé epitopu zwiek-
sza dawke skuteczng konieczng do wykazania efektu).

Fakt, ze krzyzowo reagujace przeciwciata aCl stano-
wig w catej puli przeciwciat aLPS tylko pewien procent,
jest wg autoréow wazny ze wzgledu na potencjalng pa-
togennos¢ tych przeciwciat, co bedzie ustalone w toku
dalszych eksperymentéw.

Obecnosé tej podpuli przeciwciat potwierdzity eks-
perymenty z izolowanymi metoda chromatografii powi-
nowactwa czystymi przeciwciatami aCl i aLPS. W obu
przypadkach przeciwciata te znacznie silniej reagowaty
z antygenem homologicznym (tj. takim, na ktérym byty
izolowane), niz z antygenem, ktéry tylko zawierat wspol-
ny epitop, indukujacy przeciwciata krzyzowo reagujace.

Toczaca sie dyskusja nad rola krzyzowo reagujacych
przeciwciat, i to nie tylko aPL, ale takze innych przeciw-
ciat antybakteryjnych czy antywirusowych, nie dopro-
wadzita jeszcze do ostatecznego ustalenia ich roli w pa-
tomechanizmie schorzer uktadu ruchu, ale rysuja sie
juz pewne przestanki wskazujace, po pierwsze, ze obec-
nos¢ krzyzowo reagujacych przeciwciat zwieksza zakres
mozliwosci interakcji tych przeciwciat z réznymi antyge-
nami komérek i tkanek docelowych zawierajgcych PL,
a to ewidentnie zwieksza zakres potencjalnych uszko-
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dzeh (przy wspomaganiu przez uktady efektorowe, jak
uktad komérek cytotoksycznych czy uktad dopetniacza)
tkanek czy okreslonych narzadéw, co ma niewatpliwie
miejsce w chorobach narzadu ruchu [21-24].

Po drugie, wydaje sie, ze konieczna jest doktadna
analiza korelacji nie tylko pul, ale i podpul w obrebie prze-
ciwciat krzyzowo reagujacych, co obserwujemy w przy-
padku przeciwciat anty-dsDNA [9], gdyz proporcje poten-
cjalnie patogennych podpul przeciwciat wzgledem tych,
ktorych patogennosc¢ jest teoretycznie mata czy wrecz
maja one dziatanie ochronne (np. przeciwciata neutralizu-
jace endotoksyne), moze mie¢ ogromne znaczenie
w analizie indywidualnych przypadkéw zapaleh stawéw.

Przedstawiana praca to kolejna praca realizowana
w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Informatyzacji
nr 3PO5B 015 23. Jest ona prébg wykazania, ze na pod-
stawie catosciowe] analizy serologicznej odpowiedzi
przeciwciatowe] (podpul przeciwciat) potagczonej z ana-
lizg obecnosci i aktywnosci biologicznej DNA oraz sub-
stancji pochodzenia bakteryjnego uda sie uzyskac po-
step w rb6znicowaniu i prognozowaniu dalszego prze-
biegu choréb narzadéw ruchu.

Praca sfinansowana z grantu MNil nr 3PO5B 015 23.
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