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Streszczenie

Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetnochtonnych
(ANCA) sg obecne w surowicy chorych w przebiegu zapalenia naczyn
krwionosnych. Stwierdzane sg gtéwnie u chorych na ziarniniaka We-
genera oraz zespét Churga i Strauss. Wystepuja takze w innych cho-
robach tkanki tacznej, jednak ich czestos¢ oraz znaczenie kliniczne
w przebiegu choréb reumatycznych nie sg do korica okreslone.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania i charakterystyka
przeciwciat przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetnochtonnych
w surowicy krwi chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw. Ma-
teriat do badan stanowity surowice uzyskane od 377 chorych
na reumatoidalne zapalenie stawéw — 81 mezczyzn i 296 kobiet
w wieku 26-67 lat (Srednia wieku 47,643 lata). Grupe kontrolng
stanowito 183 chorych ze zmianami zwyrodnieniowymi — 65 mez-
czyzn i 118 kobiet w wieku 47-65 lat (Srednia wieku 56,7+3,1 ro-
ku). Uzyskane do badan surowice poddano ocenie typu i miana
ANCA metoda immunofluorescencji posredniej, natomiast swo-
istos¢ ANCA oceniano metoda ELISA. Obecnos¢ ANCA w surowicy
krwi wykazano u 17,8% chorych na reumatoidalne zapalenie sta-
woéw. Okotojadrowy typ ANCA stwierdzono u 70,2% chorych, aty-
powy zas w 29,8% przypadkéw. W 8,9% przypadkéw ANCA obec-
ne w surowicy reagowaty z mieloperoksydaza, w 40,3% przypad-
kow reagowaty swoiscie z laktoferryng, natomiast w 8,89% przy-
padkow wykazywaty swoistos¢ w stosunku do lizozymu. U 20,9%
badanych przeciwciata te reagowaty swoiscie z katepsyna G,
a u 20,9% ANCA wykazywaty swoistos¢ w stosunku do elastazy.
W zadnym przypadku ANCA nie stwierdzono swoistosci dla prote-
inazy 3. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw obojetno-

Summary

ANCA occur in vasculitis, including Wegener’s granulomatosis
and Churg-Strauss syndrome. Their presence in some other
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 patients
with rheumatoid arthritis.

Serum samples were obtained from 377 patients with rheumatoid
arthritis without symptoms of vasculitis. The control group samples
were taken from 183 patients with osteoarthritis. ANCA titers and
type were determinated by indirect immunofluorescence method
(IIF). Antigenic specificity was detected by ELISA method. ANCA
were found by IIF in 17.8% patients with rheumatoid arthritis.
A perinuclear pattern of ANCA was observed in 70.2% and atypical
ANCA in 29.8% of cases. We have not observed C-ANCA as well as
the reactivity against proteinase 3. In 8.9% serum samples, ANCA
yielded reactivity against mieloperoxidase, in 40.3% against
lactoferrin and in 8.8% against lisozyme. In 20.9% cases the
antibodies have indicated reactivity against catepsin G and
elastase. IgM-ANCA were detected in 7.5% and IgG-ANCA
in 92.5% cases. In 58% it was IgG1 class and in 24.1% 1gG3.
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chtonnych w klasie IgM obserwowano u 5/67 chorych, co stano-
wito 7,5% przypadkéw, w 92,5% ANCA wystepowaty w klasie
IgG. Stwierdzono je gtéwnie w podklasie IgG1 u 36/62 chorych,
co stanowito 58%, i w podklasie IgG3 u 15/62 chorych, co stano-
wito 24,1%.

Wstep

Reumatoidalne zapalenie stawoéw (RZS) nalezy
do grupy uktadowych choréb tkanki tacznej, ktére cha-
rakteryzuja sie przewlektym procesem zapalnym o pod-
tozu autoimmunologicznym.

Zapalenie zostaje zapoczatkowane przez nieznany
czynnik lub czynniki i ma charakter przewlekle poste-
pujacy —dochodzi do zajecia wielu narzadéw i uktadéw.
Proces zapalny w przebiegu RZS obejmuje gtéwnie bto-
ne maziowga stawoéw, tkanki okotostawowe oraz narza-
dy miazszowe, prowadzac do ich uszkodzenia. W prze-
biegu uktadowych choréb tkanki tacznej stwierdza sie
réznego rodzaju zaburzenia odpowiedzi immunologicz-
nej zaréwno typu komérkowego, jak i humoralnego. Ich
przejawem jest m.in. obecnosé w surowicy krwi i pty-
nach ustrojowych autoprzeciwciat reagujacych z rézny-
mi antygenami. Autoantygenami moga by¢ sktadowe
komérki znajdujace sie na btonie komérkowej, w cyto-
plazmie czy choéby antygeny jadra komérkowego. Mo-
ga nimi by¢ takze czasteczki biatka — fragment Fc im-
munoglobulin, enzymy granulocytéw obojetnochton-
nych, lipidy — kardiolipina czy kwasy nukleinowe — DNA.

Przeciwciata te, poza rola, jaka odgrywaja w patoge-
nezie niektérych jednostek chorobowych, moga mie¢
znaczenie diagnostyczne. Czynnik reumatoidalny i prze-
ciwciata przeciwjadrowe to najczesciej wykrywane auto-
przeciwciata u chorych na RZS. W jego przebiegu wykaza-
no takze m.in. przeciwciata przeciw cyklicznie cytrulino-
wanemu peptydowi (aCCP), przeciw keratynie i przeciw
cytoplazmie granulocytéw obojetnochtonnych (ANCA).
A-CCP swoiscie reaguja z determinantami antygenowymi

Tabela I. Charakterystyka badanej grupy
Table I. Characteristics of the group of patients

Grupa RZS <24 mies. RZS >24 mies.
Liczba chorych 114 263

(")

Pte¢ (M/K) 24/90 57/206
Sredni wiek chorych 40,643,5 51,5+2,5
(lata)

[zakres wieku] [26-64] [37-67]
Sredni czas trwania 1,3+0,24 8,3+0,95

choroby (lata)
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zawierajacymi cytruline i petnia role markera wczesnego
okresu RZS, natomiast ANCA s3 skierowane przeciw skta-
dowym cytoplazmy granulocytéw obojetnochtonnych.

Za pomoca metody immunofluorescencji posredniej
wyrdznia sie 3 typy ANCA. C-ANCA (cytoplasmic — typ cy-
toplazmatyczny), P-ANCA (perinuclear — typ okotojadro-
wy) oraz A-ANCA (atypical — atypowe). C-ANCA reaguja
gtoéwnie z proteinaza 3, znajdujaca sie w ziarnistosciach
azurofilnych granulocytéw obojetnochtonnych. P-ANCA
sg skierowane gtoéwnie przeciw mieloperoksydazie, ale
moga reagowac takze z lizozymem, katepsyna G i inny-
mi enzymami granulocytéw. ANCA s3 uwazane za szcze-
golnie istotny wyktadnik serologiczny zapalen naczyn,
gtownie ziarniniaka Wegenera, microscopic poliangiitis
i gwattownie postepujacego, idiopatycznego ktebuszko-
wego zapalenia nerek [1]. Do chwili obecnej ostatecznie
nie okreslono czestosci wystepowania oraz roli ANCA
w przebiegu RZS.

Celem pracy byta ocena czestosci wystepowania i cha-
rakterystyka przeciwciat przeciw cytoplazmie granulocy-
téw obojetnochtonnych w surowicy krwi chorych na RZS.

Materiat

Materiat do badah stanowity surowice uzyskane
od 377 chorych na RZS — 81 mezczyzn i 296 kobiet w wie-
ku 26-67 lat (Srednia wieku 47,63 lata). Rozpoznanie
choroby ustalono na podstawie kryteriow Amerykanskie-
go Towarzystwa Reumatologicznego z 1987 r. [2]. Czas
trwania choroby wynosit od 9 mies. do 10 lat. U Zadnej
z badanych o0s6b nie stwierdzono cech zapalenia naczynh
w postaci owrzodzen skory, wybroczyn, zawatéw okoto-
paznokciowych, martwicy w obrebie paliczkéw, neuropa-
tii czy cech zapalenia naczyn w obrebie narzagdéw we-
wnetrznych. Wszyscy chorzy otrzymywali niesteroidowe
leki przeciwzapalne oraz leki modyfikujace przebieg RZS
(metotreksat, sulfasalazyne, sole ztota lub chlorochine).

Chorych podzielono na Il grupy. Pierwsza to 114 oséb
z wczesnym reumatoidalnym zapaleniem stawoéw,
u ktérych czas trwania choroby nie przekraczat 24 mies.
(RZS <24 mies.) [69]. W tej grupie byto 24 mezczyzn i 90
kobiet w wieku 2664 lat (Srednia wieku 40,6+3,5 roku).
Do drugiej grupy zakwalifikowano 263 chorych na RZS,
trwajace dtuzej niz 24 mies. (RZS >24 mies.). Byto
w niej 57 mezczyzn i 206 kobiet w wieku 37-67 lat
(Srednia wieku 51,5+ 2,5 roku) (tab. 1).
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Grupe kontrolng stanowito 183 chorych ze zmiana-
mi zwyrodnieniowymi stawéw: 65 mezczyzn i 118 ko-
biet w wieku 47-65 lat, srednia wieku 56,7+3,1 roku.
Rozpoznanie choroby ustalono na podstawie kryteriéw
Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego [3].
Czas trwania choroby wynosit 5-20 lat. Osoby nalezace
do grupy kontrolnej zostaty poddane badaniu podmio-
towemu i przedmiotowemu, nie stwierdzono u nich
cech zapalenia naczyh ani choréb uktadowych.

Metody

Uzyskane do badan surowice poddano ocenie typu
i miana ANCA metoda immunofluorescencji posredniej,
natomiast swoistos¢ ANCA oceniano metodga ELISA. Ba-
dane surowice poddano takze ocenie obecnosci i miana
przeciwciat przeciwjadrowych, granulocytospecyficz-
nych ANA oraz czynnika reumatoidalnego.

Ocena ANCA przy uzyciu metody
immunofluorescencji posredniej [4]

Na preparaty granulocytow obojetnochtonnych
utrwalonych alkoholem etylowym i aldehydem mrow-
kowym oraz komérki linii HEp-2 naktadano badane su-
rowice, rozcienczone w stosunku geometrycznym
w PBS. Preparaty inkubowano w komorze wilgotnej
w temperaturze pokojowej przez 30 min. Nastepnie
preparaty przeptukiwano i naktadano krélicza immuno-
globuline znakowanga izotiocyjanianem fluoresceiny,
skierowanga przeciw ludzkiej I1gG, przeciw IgM oraz prze-
ciw IgA. Preparaty ponownie inkubowano przez 30 min,
po czym przeptukiwano i zamykano szkietkiem nakryw-
kowym. Tak przygotowane preparaty oceniano w mi-
kroskopie fluorescencyjnym (Axioscop-2, Zeiss, Niemcy)
w obiektywie immersyjnym x 100. Za wynik dodatni
przyjmowano obecnos¢ ANCA w mianie powyzej 1/80.

Ocena swoistosci antygenowej przy uzyciu
metody immunoenzymatycznej ELISA [5]

Do oceny swoistosci antygenowej ANCA uzyto anty-
gendéw komercyjnie dostarczonych w odpowiednich ste-
zeniach. Wykorzystano proteinaze 3 — 0,7 pg/ml, mielo-
peroksydaze — 0,5 ug/ml, elastaze — 10 ng/ml, laktoferry-
ne —10 pg/ml, lizozym —1 pg/mli katepsyne G — 2 pg/ml.
Mikroptytki (Maxisorp immuno plates, Nunc) optaszcza-
no 100 pl antygenu na studzienke, rozpuszczonego w bu-
forze optaszczajacym i inkubowano przez noc w tempe-
raturze pokojowej. Nastepnie 3-krotnie przeptukiwano
buforem ptuczacym i pozostawiano do wyschniecia,
po czym szczelnie zamykano i przechowywano
w temp. 4°C do czasu badania. Badane surowice rozcief-
czano w buforze do inkubacji i naktadano po 100 pl
na studzienke. Slepa prébe stanowit bufor do inkubacji.

Preparaty pozostawiano na 60 min w temperaturze poko-
jowej, ponownie przeptukiwano i naktadano po 100 pl
kréliczej immunoglobuliny, znakowanej fosfataza zasado-
wa, skierowana przeciw ludzkiej IgG, przeciw IgM i prze-
ciw IgA, lub mysiej immunoglobuliny znakowanej fosfata-
z3 zasadowa, skierowang przeciw podklasom 1gG1 - IgG4.
Po 60 min inkubacji w temperaturze pokojowej 3-krotnie
przeptukiwano i naktadano 100 ul PNP (fosforan p.-nitro-
fenolowy). Ponownie inkubowano 60 min i odczytywano
absorbancje przy dtugosci fali 405 nm przy uzyciu czytni-
ka ELISA (Microplate Reader, ELX-800, USA).

Ocena swoistosci ANCA potwierdzona
przy uzyciu komercyjnego zestawu ANCA
profile (Euroimmun, Niemcy)

Obecnosé i miano innych autoprzeciwciat

Oceny obecnosci i miana czynnika reumatoidalnego
dokonywano przy uzyciu odczynu wigzania lateksu oraz
odczynu Waalera-Rose [6], natomiast oceny 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 Sredniej arytmetycznej, odchylenia
standardowego, btedu standardowego Sredniej arytme-
tycznej. R6znice miedzy rozktadem dwoéch grup ozna-
czano testem Manna-Whitneya. Wspétczynnik korelacji
wyznaczono testem rank Spearmana. Za poziom ufno-
sci przyjeto p<0,05. Analizy statystycznej dokonano,
korzystajac z programu Statistica 5.1.

Wyniki
Przeciwciata przeciw cytoplazmie

granulocytéw obojetnochtonnych
w surowicy krwi

Obecnos¢ ANCA w surowicy krwi wykazano
u 67/377 oséb, co stanowito 17,8% chorych na RZS. Ob-
serwowano je w surowicy u 16/114 (14%) chorych we
wczesnym okresie choroby, natomiast u oséb z dtuz-
szym czasem trwania objawéw przeciwciata te wykaza-
no u 51/263 badanych, co stanowito 19,3%. Uzyskane
wyniki nie wykazywaty réznic statystycznie znamien-
nych (p>0,05). ANCA nie wykryto w zadnej z surowic
pochodzacych od 0s6b z grupy kontrolnej.

Okotojadrowy typ ANCA stwierdzono u 47/67
(70,1%) chorych, a atypowy u 20/67 (29,8%) badanych.
Uzyskane wyniki byty statystycznie znamienne

Reumatologia 2006; 44/3
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Ryc. 1. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granu-
locytéw obojetnochtonnych — typ okotojadrowy
(P-ANCA) (metoda immunofluorescencji posred-
niej) powiekszenie 1000 razy.

Fig. 1. Immunofluorescence staining pattern of
P-ANCA.

Ryc. 2. Przeciwciata przeciw cytoplazmie granu-
locytéw obojetnochtonnych — atypowa fluore-
scencja (A-ANCA) (metoda immunofluorescencji
posredniej) powiekszenie 1000 razy.

Fig. 1. Immunofluorescence staining pattern of
P-ANCA.

(p<0,001). U chorych z wczesnym okresem RZS P-ANCA
(ryc. 1) stwierdzono w 8/16 surowic (50%). Z takg sama
czestoscig wykrywano A-ANCA (ryc. 2.).

U chorych z wieloletnim czasem trwania choroby
P-ANCA obserwowano u 39/51 (76,5%), A-ANCA za$
u 12/51 badanych, co stanowito 23,5% przypadkéw.
W Zadnej z surowic zawierajgcych ANCA nie stwierdzo-
no Swiecenia cytoplazmatycznego.

Miano ANCA 1/80 wykazano w 40/67 (59,7%) przy-
padkéw, miano 1/160 w 22/67 (32,8%), a 1/320 w 5/67,
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co stanowito 7,5% surowic. ANCA w mianie 1/80 stwier-
dzano czesciej, u 15/16 (93,7%) badanych we wcze-
snym okresie choroby (tab. I1).

Swoistos¢ antygenowa, klasy
i podklasy ANCA

W 6/67 (8,9%) przypadkéw ANCA obecne w surowi-
cy reagowaty z mieloperoksydaza, a w 27/67 reagowa-
ty swoiscie z laktoferryna, co stanowito 40,3% surowic
ANCA+. W tym przypadku byty to gtéwnie (53,8%) su-
rowice pochodzace od 0s6b z dtugotrwata chorobg, na-
tomiast w 6/67 przypadkéw ANCA wykazywaty swo-
istos¢ w stosunku do lizozymu, co stanowito 8,89% su-
rowic ANCA+. U 14/67 (20,9%) badanych przeciwciata
te reagowaty swoiscie z katepsyng G. W 14/67 (20,9%)
przypadkdéw ANCA wykazywaty swoistos¢ w stosunku
do elastazy. W zadnym przypadku ANCA nie stwierdzo-
no swoistosci dla proteinazy 3 (tab. Ill). Wykazano sta-
tystycznie znamiennie (p<0,05) czestsze wystepowanie
ANCA reagujacych swoiscie z laktoferryng w poréwna-
niu z innymi antygenami.

Przeciwciata przeciw cytoplazmie granulocytéw obo-
jetnochtonnych w klasie IgM obserwowano w 5/67
przypadkéw, co stanowito 7,5%. Wystepowaty one jedy-
nie w surowicy krwi chorych z wczesnym RZS. W 92,5%
ANCA wystepowaty w klasie IgG. Stwierdzono je gtow-
nie w podklasie IgGl u 36/62 chorych, co stanowi-
to 58%, i w podklasie 1gG3 u 15/62 chorych, co stanowi-
to 24,1%. We wczesnym okresie choroby nie obserwo-
wano ANCA IgG wystepujacych w podklasie 1gG2 i 1gG4
(tab. IV). Ponadto w tej grupie chorych ANCA swoiscie
reagujace z lizozymem wystepowaty tylko w klasie IgM.
Nie stwierdzono ANCA w klasie IgM w surowicach cho-
rych z wieloletnim przebiegiem RZS (tab. V).

Obecnos¢ innych autoprzeciwciat

Czynnik reumatoidalny w klasie IgM stwierdzono
w 312/377 (82,7%) badanych surowic. Byt on obecny
w 54/114 (47,3 %) surowic uzyskanych od chorych z wcze-
snym RZS i w 258/263 (98,1%) surowic uzyskanych
od oséb o dtugotrwatym przebiegu choroby. W surowi-
cach, w ktérych wykazano obecnosé ANCA, RF stwierdzo-
no w 67/67 przypadkéw (100%). Okotojadrowy typ Swie-
cenia (P-ANCA) obserwowano u 47/67 0sob, co stanowi-
to 70,2% surowic z obecnym czynnikiem reumatoidal-
nym. A-ANCA wykazano za$ w 17/100 (17%) surowic RF+.
Pochodzity one gtéwnie od chorych o dtugotrwatym prze-
biegu choroby. W zadnej surowicy A-ANCA+, pochodzacej
od chorych we wczesnym okresie RZS, nie wykazano RF.
Byto to statystycznie znamienne (p<0,001). Obecnosci
czynnika reumatoidalnego w surowicy krwi nie wykazano
u zadnego chorego z grupy kontrolnej.
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Tabela Il. Wartosci miana ANCA w surowicy 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
1/40 1/80 1/160 1/320
RZS <24 mies. P-ANCA 0 8 0 0
(n=8) (100%)*
A-ANCA 0 7 1 0
(n=8) (87,5%)* (12,5%)
RZS >24 mies. P-ANCA 0 19 16 4
(n=39)
A-ANCA 0 6 5 1
(n=12)
*p<0,001

Tabela Ill. Swoistos¢ antygenowa ANCA w zaleznosci od typu przeciwciat i czasu trwania choroby
Table Ill. Target specificites of ANCA according to immunofluorescence pattern and disease duration

Czas trwania choroby Typ ANCA Antygen
PR-3 MPO LF z KG EL
RZS <24 mies. P-ANCA 0 2 6 0 0 0
(n=8)
A-ANCA 0 0 0 1 5 2
(n=8)
RZS >24 mies. P-ANCA 0 4 21 0 2 12
(n=39) (53,8%)*
A-ANCA 0 0 0 5 7 0
(n=12)
*p<0,001

Tabela IV. Charakterystyka klasy i podklasy immunoglobulin ANCA obecnych w surowicy krwi w zaleznosci
od ich typu

Table IV. Characteristics of ANCA immunoglobulin class and subclass according to immunofluorescence
pattern

Czas trwania choroby Typ ANCA Klasa /podklasa Ig
IgM IgG1 IgG2 1gG3 IgG4
RZS <24 mies. P-ANCA 3 4 0 1 0
(n=8)
A-ANCA 2 5 0 1 0
(n=8)
RZS >24 mies. P-ANCA 0 21 3 12 3
(n=39)
A-ANCA 0 6 2 2 2
(n=12)

Ig — immunoglobulina

Reumatologia 2006; 44/3
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Okreslano réwniez miano czynnika reumatoidalne-
go. Za dodatni wynik, w odczynie wigzania lateksu,
uwazano miano powyzej 1/40. Najczesciej stwierdza-
nym mianem czynnika reumatoidalnego byto mia-
no 1/160, ktére wykazano w 22/67 (32,8%) przypadkow.
Nie wykazano zaleznosci pomiedzy mianem czynnika
reumatoidalnego a mianem i typem ANCA. W tab. VI za-
mieszczono wartoéci miana dla poszczegélnych grup
w zaleznosci od czasu trwania choroby i typu ANCA.

Przeciwciata przeciwjadrowe stwierdzono w 42/377
surowic, co stanowito 11,2% surowic uzyskanych
od chorych na RZS. Obserwowano je u 13/114 (11,4%)
chorych we wczesnym okresie choroby i u 29/263 (11%)
chorych z wieloletnim przebiegiem. Wykazywaty one

plamisty typ Swiecenia. W 1/16 (6,25%) przypadkow
stwierdzono jednoczesng obecno$¢ w surowicy ANCA
i ANA, ktérych miano wynosito 1/80. Byta to osoba cho-
ra na wczesne RZS. W ANCA+ surowicach pochodza-
cych od oséb z wieloletnim czasem trwania choroby
ANA byty obecne w 2/51 (3,9%) przypadkéw, a ich mia-
no wynosito 1/80 i 1/160. Nie wykazano istotnej staty-
stycznie réznicy miedzy mianem i typem ANCA a mia-
nem ANA (p>0,05). U zadnego chorego z grupy kontro-
Inej nie wykazano obecnosci ANA w surowicy.

W 14/377 (3,7%) badanych surowic wykazano obec-
nos¢ GS-ANA. Surowice te pochodzity od chorych z wie-
loletnim przebiegiem RZS. U Zadnej z tych oséb nie
stwierdzono jednoczesnej obecnosci ANCA. GS-ANA nie

Tabela V. Charakterystyka klas i podklas immunoglobulin ANCA w zaleznosci od swoistosci antygenowe;j
Table V. Characteristics of ANCA immunoglobulin class and subclass according to antigenic specificities

Czas trwania choroby Klasa/podklasa IG Antygen
PR-0 MPO LF Lz KG EL
RZS <24 mies. lgM - 1/2 2/6 1/1 1/5 0
1gG1 - 1/2 3/6 0 3/5 2/2
1gG2 - 0 0 0 0 0
1gG3 - 0 1/6 0 1/5 0
1gG4 - 0 0 0 0 0
RZS >24 mies. IgM - 0 0 0 0 0
1gG1 - 3/4 12/21 2/5 4/9 6/12
1gG2 - 0 3/21 1/5 1/9 0
1gG3 - 1/4 5/21 1/5 3/9 4/12
1gG4 - 0 1/21 1/5 1/9 2/12
EL — elastaza, Ig — immunoglobulina, KG - katepsyna G, LF - laktoferryna, LZ — lizozym, MPO — mieloperoksydaza, PR-3 — proteinaza-3
Tabela VI. Wartosci miana RF w surowicy ANCA+
Table VI. Titers of the 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 mies. P-ANCA 2 5 1 0 0
(n=8)
A-ANCA 4 3 1 0 0
(n=8)
RZS >24 mies. P-ANCA 11 10 8 7 3
(n=39)
A-ANCA 3 4 3 1 1
(n=12)

Ig — immunoglobulina
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obserwowano w surowicach pochodzacych od oséb
z grupy kontrolnej.

Dyskusja

Wystepowanie ANCA u chorych na RZS oceniato nie-
wielu badaczy [7-9]. Badano je gtéwnie w surowicy krwi.
Za pomoca metody immunofluorescencji posredniej wy-
krywano szczegélnie 2 typy przeciwciat: P-ANCA i A-AN-
CA. Ten ostatni rodzaj charakteryzuje sie atypowym ob-
razem Swiecenia i najczesciej jest obserwowany wtasnie
u chorych na RZS. Czestos¢ wystepowania ANCA u cho-
rych na RZS wahata sie od 16 do 72%. Braun i wsp. [9],
badajac 385 chorych na RZS, wykazali obecnos¢ ANCA
w surowicy 16% badanych. Byty to gtéwnie ANCA o oko-
tojadrowym typie Swiecenia. U chorych, u ktérych wykry-
wano te przeciwciata, obserwowano objawy narzagdowe
choroby w postaci zapalenia naczyn i powiktan ptucnych.
Podobnych obserwacji dokonali Vittecoq i wsp. [10]. Ana-
lizujac 102 przypadki, wykazali oni, ze ANCA s3g obecne
u 18,5% chorych na RZS. Byty to gtéwnie P-ANCA, a ich
obecnosé stwierdzano u chorych z wieloletnim przebie-
giem choroby bez jakichkolwiek objawéw narzadowych.
Mustila i wsp. [11], badajac 246 chorych, wykazali obec-
nos¢ ANCA w 22% surowic uzyskanych od chorych
na RZS. Podobnie jak w innych badaniach, najczesciej by-
ty to P-ANCA. U tych chorych wystepowaty objawy zaje-
cia nerek w przebiegu choroby trwajacej dtuzej niz 10 lat.
Mulder i wsp. [12] stwierdzili natomiast obecnos¢ ANCA
u 72% os6b, szczegélnie u tych z dtugoletnim przebie-
giem choroby. Helsloot i wsp. [13] wykazali ANCA
u 23,5% chorych, natomiast Afeltra i wsp. [14] u 35%
chorych na RZS. W badaniach przeprowadzonych w gru-
pie 377 chorych obecnosé ANCA w surowicy krwi wyka-
zano u 17,8% chorych na RZS. Obserwowano je u 14%
pacjentéw we wczesnym okresie choroby i u 19,3% oséb
z jej wieloletnim przebiegiem. Duza roznica pomiedzy
czestoscig wystepowania ANCA, obserwowana przez po-
szczegblnych autoréw, jest prawdopodobnie zwigzana
z doborem grupy badanej. Okazuje sie, ze jezeli obser-
wacji poddani zostali chorzy, u ktérych czas trwania cho-
roby wynosit do 2 lat, czestos¢ wystepowania ANCA wy-
nosita ok. 18-20% [10, 15]. Jesli natomiast objawy choro-
by trwaty dtuzej niz 2 lata, to czestos¢ wystepowania
ANCA w surowicy krwi byta wyzsza. Bosch i wsp. [8], ba-
dajac chorych, u ktérych sredni czas trwania choroby
wynosit 11,2 roku, wykazali ANCA u 49% oséb. Duza r6z-
nica wynikéw czestosci ANCA w surowicy pomiedzy po-
szczegblnymi autorami moze wynikaé réwniez z do-
Swiadczenia osoby oceniajacej ANCA. Wiadomo, ze obec-
ne w surowicy ANA powodujg $wiecenie jader komorko-
wych podobne do wywotywanego przez P-ANCA. Ten
czynnik moze wiec takze wptynaé na pozorne zwieksze-
nie czestosci ANCA w surowcach chorych na RZS.

W przedstawianej pracy, podobnie jak w pracach in-
nych autoréw, najczesciej, czyli w 70,1% badanych suro-
wic, obserwowanym typem przeciwciat byty P-ANCA.
Mustila i wsp. [16] stwierdzili obecnos¢ P-ANCA u 96%
chorych. Obserwowano je gtéwnie u chorych z dtugolet-
nim przebiegiem choroby. W przeciwiehstwie do Vitte-
coq i wsp. [10] obserwowano jednak takze A-ANCA, co
jest zgodne ze spostrzezeniami Afelta i wsp. [14] oraz de
Bandt i wsp. [15]. Mustila i wsp. [16] A-ANCA obserwo-
wali u 4% chorych, charakteryzujac je jako atypowe C-
-ANCA. W obecnej pracy nie wykazano réznic pomiedzy
czestoscig A-ANCA i P-ANCA we wczesnym RZS, a u cho-
rych z wieloletnim RZS A-ANCA wykrywano rzadziej.
Obecnosci A-ANCA nie obserwowali w swoich pracach
Coremans i wsp. [18], a takze inni autorzy [13, 14]. Te
réznice w ocenie typu ANCA w metodzie immunofluore-
scencji posredniej moga wynikaé ze sposobu przygoto-
wania antygenu, a takze z doswiadczenia osoby ocenia-
jacej. W przedstawianych badaniach w zadnym przypad-
ku nie obserwowano cytoplazmatycznego typu Swiece-
nia przeciwciat (C-ANCA). Uwaza sie, ze wystepujg one
w RZS niezmiernie rzadko. Jezeli jest potwierdzona swo-
istos¢ ANCA dla proteinazy 3, woéwczas okazuje sie, ze
objawy RZS wspbtistnieja z rozlegtymi zmianami o typie
vasculitis. C-ANCA, oceniane metodg immunofluorescen-
cji o niepotwierdzonej swoistosci, mogty jednak w rze-
czywistosci naleze¢ do ANCA o atypowym Swieceniu.

W omawianej pracy wykazano, ze miano ANCA
w surowicy u chorych na RZS jest przewaznie niskie,
w 59,7% surowic wynosito 1/80, a w 32,8% suro-
wic 1/160. Wyniki te takze potwierdzaja obserwacje in-
nych autoréw [15].

Do tej pory nie ustalono gtéwnego antygenu, z kté-
rym swoiscie reagujag ANCA pojawiajace sie w surowicy
w przebiegu RZS. W dotychczasowych doniesieniach po-
stuluje sie, ze przeciwciata te reaguja z mieloperoksyda-
z3, laktoferryna, elastaza oraz lizozymem. Mulder i wsp.
[12] stwierdzili, ze P-ANCA reagowaty swoiscie z MPO, lak-
toferryna i katepsyng G. Braun i wsp. [9] wykazali, ze ob-
serwowane u 16% chorych P-ANCA reagowaty najczesciej
z lizozymem, rzadziej z MPO, laktoferryna, katepsyna G,
elastazg. Wyniki te potwierdzili Mustila i wsp. [11],
przy czym w ich badaniach czestos¢ przeciwciat reaguja-
cych z lizozymem i z laktoferryng byta podobna. Wieksza
czestos¢ ANCA skierowanych przeciwko laktoferrynie ob-
serwowali takze Viteccoq i wsp. [10], natomiast Cambrid-
ge i wsp. [18] wykazali, ze u 12% chorych na RZS P-ANCA
w surowicy reagowaty swoiscie tylko z mieloperoksydaza.
Uesugi i wsp. [19] stwierdzili obecnos¢ P-ANCA u 55%
chorych na RZS, reagowaty one swoiscie wytacznie z biat-
kami HMG1 i HMG2. Autorzy sugeruja, ze to wtasnie te
biatka moga spetniac role antygenu, z ktérym reaguja P-
-ANCA stwierdzane u chorych. Ponadto wykazali oni, ze
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P-ANCA pojawiaty sie w surowicy chorych z aktywng po-
stacig choroby. Wydaje sie, ze P-ANCA reagujgce z HMG1
i HMG2 nalezatoby okresli¢ raczej jako pseudo-ANCA. S3
one raczej wynikiem udzielonego $wiecenia przez prze-
ciwciata przeciwjadrowe, stwierdzane u czesci chorych
w przebiegu RZS, szczegdlnie z duzg aktywnoscia choro-
by, niz ANCA per se.

Niektorzy autorzy donosza jednak, ze ANCA wykry-
wane metodg immunofluorescencji u chorych na RZS nie
wykazuja zadnej swoistosci antygenowej z dotychczas
badanymi antygenami. Uwaza sie ponadto, ze ANCA mo-
ga reagowac z wieksza liczba enzyméw ziarnistosci gra-
nulocytéw obojetnochtonnych niz sie tego spodziewamy.

W przypadku A-ANCA wykazano, ze reaguja one
z MPO oraz laktoferryng [14], chociaz Helsloot i wsp. [13]
nie potwierdzili reaktywnosci A-ANCA z mieloperoksy-
daza, obserwujac jedynie swoistos¢ dla laktoferryny.

W omawianych badaniach ANCA reagowaty w 40,3%
swoiscie z laktoferryna. Stwierdzono je w 53,8% surowic
chorych z wieloletnim przebiegiem choroby, natomiast
w 8,9% przypadkéw reagowaty one swoiscie z mielope-
roksydaza, w 8,8% z lizozymem, w 20,9% z katepsyng G
i elastaza. Nie stwierdzono swoistosci skierowanej dla
proteinazy 3. Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniej-
sze obserwacje innych autoréw [20].

Okreslajac typ ANCA wykrywanych w surowicy krwi
i ich swoistos¢ antygenowg, oceniano takze klase
i podklase immunoglobulin, do ktérych te przeciwciata
nalezaty. W przedstawianej pracy wykazano, ze ANCA
nalezaty w 92,5% do klasy IgG. Stwierdzono je gtéwnie
w podklasie 1gG1 u 58% i 1gG3 u 24,1% chorych. ANCA
IgM stwierdzono zas w 7,5% badanych surowic. Intere-
sujace jest stwierdzenie nieobecnosci ANCA w klasie
IgM u chorych z wieloletnim przebiegiem choroby. Ttu-
maczy¢ to mozna faktem, ze IgM jest immunoglobuling
filogenetycznie pojawiajaca sie najwczesniej w proce-
sie syntezy przeciwciat pod wptywem stymulacji anty-
genowej. IgM-ANCA moze by¢ zatem wyindukowane
przez nieznany czynnik we wczesnej fazie choroby,
w miare jej trwania zostato zastgpione przez przeciw-
ciata klasy IgG. Cambridge i wsp. [18] wykazali u chorych
na RZS obecnos¢ MPO-ANCA wystepujacych w klasie
IgG, szczegblnie w IgGl i 1gG3. Autorzy ci zaobserwowa-
li przewage podklasy IgG4 u chorych ze zmianami o cha-
rakterze vasculitis. Wyniki uzyskane w przedstawianej
pracy potwierdzaja obserwacje autoréw angielskich.
Brak przewagi ANCA w podklasie 1gG4 w obecnych ba-
daniach nalezy ttumaczy¢ specyfika dobranej grupy
— chorzy bez objawéw klinicznych zapalenia naczyn.

Wiadomo, ze poszczegblne podklasy immunoglobu-
lin wykazuja bardzo istotne réznice w dziataniu biolo-
gicznym. Dotyczy to zwtaszcza ich wtasciwosci do ta-
czenia sie i aktywacji sktadowych dopetniacza oraz po-
winowactwa do Fc receptoréw. Wykazano, ze podklasy
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autoprzeciwciat w przebiegu choréb reumatycznych sa
istotnym czynnikiem biorgcym udziat w ich patogene-
zie. Na przyktad przeciwciata przeciw DNA, zaliczane
do podklasy IgG1 i IgG3, wystepowaty u chorych na to-
czeh uktadowy ze zmianami w obrebie ktebuszkéw
nerkowych, natomiast przeciwciata klasy 1gGl i 1gG2
kojarzyty sie ze zmianami skérnymi. Z doniesief innych
autoréw oraz z wtasnych obserwacji wynika raczej, ze
podklasa ANCA immunoglobulin nie odgrywa istotnej
roli w przebiegu RZS [21].

W przedstawianej pracy wykazano zaleznos¢ pomie-
dzy obecnoscig ANCA w surowicy i czynnika reumato-
idalnego u chorych na RZS. P-ANCA obserwowano
w 70,2% surowic, w ktorych wykryto takze czynnik reu-
matoidalny (serologicznie dodatnia posta¢ RZS), A-ANCA
zas w 17% surowic RF+. Wspobtzaleznos¢ ta spostrzega-
na byta szczegblnie u 0séb z wieloletnim czasem trwa-
nia choroby. Podobne wyniki uzyskat Metzger i wsp.
[22], ktérzy wykazali istotnie statystycznie czesciej
czynnik reumatoidalny w przypadku surowic zawieraja-
cych P-ANCA. Nie wykazano jednak Zzadnej zaleznosci
pomiedzy ANCA a mianem RF. Z jednej strony mozna to
ttumaczy¢ koincydencjg dwéch niezaleznych autoprze-
ciwciat w przebiegu RZS, ktére — jak wiadomo — charak-
teryzuje poliklonalna aktywacja limfocytéw B. Z drugiej
zas strony czynnik reumatoidalny jest zwykle obecny
w przebiegu RZS, natomiast ANCA pojawiaja sie dodat-
kowo. Wspétwystepowanie MPO-ANCA i czynnika reu-
matoidalnego wigzato sie z duza aktywnoscig choroby
oraz aktywnoscig zapalenia btony maziowej, co sugeru-
je, ze rownoczesna obecnos¢ MPO-ANCA i czynnika reu-
matoidalnego u chorych na RZS moze by¢ wyktadnikiem
ztego rokowania. Wymaga to jednak przeprowadzenia
szczegbtowych obserwacji klinicznych z uwzglednie-
niem wiekszej grupy chorych, zwtaszcza z objawami po-
zastawowymi choroby i cechami zapalenia naczynh.
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