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Streszczenie

Wstep: W licznych badaniach wykazano, ze u chorych na toczen
rumieniowaty uktadowy (TRU) wystepuja zaburzenia usuwania
produktéw apoptozy, co prowadzi do przedtuzonej ekspozycji auto-
antygenéw wobec komérek uktadu odpornosciowego i rozwoju
odpowiedzi autoimmunologicznej.

Celem badania byto ustalenie czestosci wystepowania przeciw-
ciat przeciw CRP, SAP, Clq i MBL w badanej grupie chorych na
TRU oraz ustalenie zwigzku miedzy liczbg czasteczek protekcyj-
nych oraz badanych przeciwciat a aktywnoscia choroby mierzona
za pomoca skali SLEDAI.

Materiat i metody: U 45 chorych na TRU oznaczono obecnos¢ cza-
steczek protekcyjnych w toczniu i przeciwciat przeciw tym cza-
steczkom.

Wyniki: Stezenie hsCRP i anty-Clg w grupie badanej byto istotnie
zwiekszone w poréwnaniu z grupa kontrolng. Stezenie MBL
w grupie badanej byto istotnie statystycznie mniejsze niz w gru-
pie kontrolnej. Nie stwierdzono korelacji miedzy stezeniem
hsCRP, MBL, Clq, C4, anty-Clg, anty-CRP a aktywnoscig choroby
mierzong za pomoca skali SLEDAI oraz zajeciem poszczegdlnych
uktadéw i narzadéw.

Whioski: Wieksze stezenie CRP u chorych z aktywnym TRU jest
zwigzane ze znaczaco nizszym nasileniem apoptozy. By¢ moze
spowodowane jest to dziataniem ochronnym wiekszych stezen
CRP Istotnie mniejsze stezenia biatka MBL u chorych na TRU
Swiadcza o roli protekcyjnej tej czasteczki w procesach immuno-
logicznych. Nie wykazano roli przeciwciat przeciw czasteczkom
protekcyjnym w TRU, co byto spowodowane mata czestoscig wy-
stepowania tych przeciwciat u badanych chorych.

Summary

Background: Many experiments in vitro and in vivo show that,
in patients with SLE, there is impairment in the clearance
of apoptotic cells. This leads to prolonged exposure of
autoantigens to the immune system and to autoimmunity.

The aim of the study was to investigate the relationship between
antibodies against protective molecules and the activity of lupus
measured by the SLEDAI scale.

Material and methods: 45 lupus patients were assessed for
the presence of protective molecules in lupus and antibodies
against these molecules.

Results: Levels of hsCRP and anti-Clq were higher in SLE patients
compared to the control group, whereas the level of MBL was
statistically lower in the SLE group. There was no correlation
between levels of hsCRP, MBL, Clq, C4, anti-Clq or anti-CRP in
patients and the activity of the disease.

Conclusions: CRP plays the most important role in the clearance
of apoptotic material in SLE, and therefore is protective in lupus.
The lower levels of MBL in patients with SLE suggest its
protective value in this disease. There was low incidence
of the presence of assessed antibodies, and therefore there was
no possibility to evaluate their role in SLE.
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Wstep

Toczer rumieniowaty uktadowy (TRU) jest autoim-
munologiczna choroba tkanki tacznej o szerokim spek-
trum objawéw klinicznych. Jest to choroba przewlekta,
klinicznie heterogenna, charakteryzujaca sie duza
zmiennoscig zaawansowania, a takze r6zng odpowie-
dzig na stosowane leczenie. Choroba rozwija sie naj-
czesciej u kobiet w wieku rozrodczym; kobiety choruja
9-krotnie czesciej niz mezczyzni [1]. Patogeneza TRU
jest ztozona i nie w petni wyjasniona, nowsze badania
wskazuja na role czynnikéw genetycznych, Srodowisko-
wych i hormonalnych w tym zakresie [2].

Apoptoza jest aktywnym, programowanym i podle-
gajacym regulacji procesem komérkowym, ktéry odgry-
wa role w utrzymaniu réwnowagi miedzy liczba starych
i nowych komérek oraz w dojrzewaniu i homeostazie
uktadu immunologicznego [3, 4].

Apoptoza jest inicjowana przez potaczenie czaste-
czek Fas (CD95) z ich ligandami (FasL) na powierzchni
aktywowanych limfocytéw oraz komérek prezentuja-
cych antygen. Interakcja Fas-FasL powoduje trimeryza-
cje receptora Fas i przycigga wewnatrzkomérkowe biat-
ko FADD (Fas-associated death domain), co pobudza
prokaspaze 8, ktéra jest nastepnie aktywowana. Ak-
tywna kaspaza 8 doprowadza do aktywacji kaspaz
efektorowych. Morfologicznie towarzyszy im konden-
sacja oraz fragmentacja komérek i jader, a takze wy-
twarzanie pecherzykéw na powierzchni btony komor-
kowej [5]. Ten tancuch zdarzeh prowadzi do aktywacji
wewnatrzkomoérkowych proteaz i DNazy aktywowanej
przez kaspazy, ktéra tnie DNA w odcinkach miedzy sa-
siadujacymi nukleosomami, czyli co 180 par zasad.

W btonie komérkowej komérek ulegajacych apop-
tozie dokonuja sie zmiany w uktadzie fosfolipidéw i poli-
sacharydéw. Btona komérkowa pozostaje nienaruszona
w trakcie tego procesu, co zapobiega uwalnianiu we-
wnatrzkomérkowych komponentéw [6]. W pdzniej-
szych stadiach apoptozy komérki traca integralnosé —

nazywaja sie wtedy wtérnymi komérkami
nekrotycznymi i uwalniaja zawierajgce DNA nukleoso-
my, razem z sygnatami prozapalnymi. Aby zapobiec dal-
szemu uszkodzeniu tkanek, komérki ulegajace apoptozie
muszg zostac usuniete z organizmu [7]. Jesli nie dojdzie
do ich usuniecia, btona komérkowa traci integralnosé
i zostaja uwolnione autoantygeny pochodzace z nukle-
osoméw [8], co wywotuje indukcje reakcji immunolo-
gicznych.

Nieprawidtowosci w jednym z proceséw odpowie-
dzialnych za regulacje apoptozy moga zaburzyé réwno-
wage panujaca w uktadzie immunologicznym oraz pre-
dysponuja do wystapienia autoimmunizacji. Znane sa
dowody na istnienie zaburzeh usuwania komoérek
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apoptotycznych w mysich modelach tocznia oraz u lu-
dzi [9]. Uszkodzone oczyszczanie moze by¢ powodem
akumulacji komérek apoptotycznych w tkankach oséb
chorych na TRU. Zwiekszona obecnosé¢ produktéw
apoptozy u chorych na TRU moze by¢ réwniez spowo-
dowana zwiekszonym poziomem aktywacji komérek
ulegajacych apoptozie. Apoptoza, jako mechanizm fi-
zjologiczny, toczy sie nieustannie i ulega jej bardzo du-
za liczba komérek (np. kazdego dnia na kazdy kilogram
masy ciata 2 x 10° neutrofilow ulega apoptozie i podle-
ga eliminacji z krwi obwodowej) [10]. Podczas apoptozy
antygeny wewnatrzkomérkowe mogg by¢ eksponowa-
ne na powierzchni btony komérkowej komérek ulegaja-
cych apoptozie [11]. Odpowiednie usuwanie produktéw
apoptozy przez monocyty i makrofagi zapobiega zatem
przedtuzonej ekspozycji autoantygenéw wobec komé-
rek uktadu odpornosciowego [12-14].
Celem badania byto:

e ustalenie czestosci wystepowania przeciwciat prze-
ciw: CRP, SAP, Clq, MBL w badanej grupie chorych na
TRU,

e ustalenie zwigzku miedzy liczbg czasteczek protek-
cyjnych oraz badanych przeciwciat a aktywnoscig
choroby mierzong za pomoca skali SLEDAI.

Materiat i metody

Do badania zakwalifikowano 45 oséb, w tym 43 ko-
biety i 2 mezczyzn chorujacych na TRU, spetniajacych
kryteria klasyfikacyjne choroby wg American College
of Rheumatology (ACR) z 1997 r. Sredni wiek chorych
wynosit 39,1 roku, Sredni czas trwania choroby 6,6 ro-
ku. Wszyscy chorzy zostali poinformowani o zatoze-
niach badania oraz jego przebiegu i wyrazili Swiadoma
pisemnga zgode na udziat w badaniu.

Kryteria wykluczenia z badania stanowity:
 wiek ponizej 18. roku zycia,

e ostra infekcja w trakcie badania lub w ciggu 4 tyg.
przed badaniem,

e inna niz TRU przewlekta choroba zapalna,

* towarzyszaca choroba nowotworowa,

e zapalenie watroby lub inne choroby watroby,

* Cigza.

Kazdy chory zostat poddany szczegétowej ocenie
klinicznej, ktéra obejmowata badanie podmiotowe
i przedmiotowe, rutynowy pomiar cisnienia tetniczego
krwi w pozycji siedzacej po 5-minutowym odpoczynku
oraz ocene aktywnosci choroby wedtug skali SLEDAI

Badania laboratoryjne wykonano w Zaktadzie Reu-
matologii i Immunologii Klinicznej Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu.

U kazdego chorego wykonano nastepujace ozna-
czenia laboratoryjne: poziom przeciwciat przeciwjadro-
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Ryc. 1. Poréwnanie stezeh biatka MBL (ug/l)
w grupie badanej i w grupie kontrolnej.

Fig. 1. Comparison of concentrations of the MBL
protein in the examined and the control groups.
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Ryc. 3. Poréwnanie stezen przeciwciat anty-Clq
w grupie badanej i kontrolnej (p < 0,05).

Fig. 3. Comparison of level of antibodies against
Clg in the examined and the control groups
(p < 0,05).

wych ANA (immunofluorescencja posrednia), panel
przeciwciat ANA (line blot), stezenie surowicze sktadowej
dopetniacza Clq (ELISA), stezenie surowicze biatka MBL
(ELISA), stezenie surowicze biatka hsCRP (ELISA), poziom
przeciwciat przeciw Clq (ELISA), poziom przeciwciat prze-
ciw biatku CRP (ELISA), poziom przeciwciat przeciw MBL
(ELISA), poziom przeciwciat przeciw SAP (ELISA).

Dane demograficzne grupy badanej analizowano za
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Ryc. 2. Poréwnanie stezen hsCRP (mg/l)
w grupie badanej i kontrolnej (p < 0,05).

Fig. 2. Comparison of concentrations of
C-reactive protein (mg/l) in the examined and
the control groups (p < 0,05).

pomoca metod statystyki opisowe;.

W celu porébwnania stezeh czasteczek protekcyj-
nych i odpowiednich przeciwciat u chorych na TRU
i 0s6b z grupy kontrolnej zastosowano test U Manna-
-Whitneya dla dwéch préb niezaleznych. Do oceny za-
leznosci miedzy ocenianymi czasteczkami w TRU oraz
aktywnoscig choroby w grupie badanej uzyto niepara-
metrycznych testéw korelacji porzadku rang Spearma-
na it Kendalla. Za poziom istotnosci statystycznej przy-
jeto wartosc p < 0,05.

Wyniki

Wszyscy chorzy na TRU przyjmowali doustne gliko-
kortykosteroidy ($rednia dawka 11,2 mg rownowaznika
prednizonu), 10 chorych otrzymywato dodatkowo
metylprednizolon dozylnie w formie terapii pulsacyjnej,
a u 11 os6b stosowano jednoczesnie glikokortykostero-
idy i cyklofosfamid iv. Ponadto 4 chorych byto leczo-
nych azatiopryna w dawce 100 mg/dobe, a 11 chorych
otrzymywato chlorochine w dawce 250 mg/dobe.
Dwudziestu trzech chorych stosowato przewlekle nie-
steroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), 6 0s6b byto do-
datkowo leczonych z powodu nadciénienia tetniczego,
a 5 0séb z powodu choréb tarczycy.

W badanej grupie przeciwciata przeciwjadrowe
wykryto u 35 chorych (77,78%). Najwyzsze miano
(1:1280) miato 6 chorych.

W grupie kontrolnej u jednej osoby stwierdzono
obecnos¢ przeciwciat przeciwjadrowych w mianie
1:160. U pozostatych oséb przeciwciata przeciwjadro-
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we nie wystepowaty.

Stezenie hsCRP w grupie badanej byto istotnie sta-
tystycznie wieksze niz w grupie kontrolnej (ryc. 1). Ste-
zenie MBL w grupie badanej byto istotnie statystycznie
mniejsze niz w grupie kontrolnej (ryc. 2). Stezenie prze-
ciwciat przeciw Clg w grupie badanej byto istotnie sta-
tystycznie wieksze niz w grupie kontrolnej (ryc. 3).

Zanotowano brak statystycznie istotnej roznicy
miedzy Srednim mianem przeciwciat przeciw CRP
w grupie badanej i grupie kontrolnej. Przeciwciata te
byty obecne wytacznie u chorych na TRU (n = 3) i nie
wystepowaty w grupie kontrolnej. Przeciwciata przeciw
SAP byty obecne wytgcznie u chorych na TRU (n = 3)
i nie wystepowaty w grupie kontrolnej. U 10 chorych na
TRU wykazano przeciwciata przeciw MBL i ich brak
w grupie kontrolnej.

Nie stwierdzono korelacji miedzy stezeniem hsCRP
a aktywnoscig choroby mierzong za pomoca skali SLEDAI
oraz zajeciem poszczeg6lnych uktadéw i narzadéw.

Nie znaleziono zaleznosci miedzy stezeniem MBL
a aktywnosciag choroby mierzong za pomoca skali SLEDAI
oraz zajeciem poszczegblnych uktadéw i narzadow.

Nie stwierdzono korelacji miedzy Clg-CIC i C4 a ak-
tywnoscia choroby mierzona za pomocg skali SLEDAI
oraz zajeciem poszczegblnych uktadéw i narzadow.

Nie stwierdzono zaleznosci miedzy obecnoscia
przeciwciat przeciw Clq i przeciw CRP a aktywnoscia
choroby mierzona za pomoca skali SLEDAI oraz zaje-
ciem poszczegblnych uktadéw i narzadow.
Omoéwienie

Przedstawione wyniki sugeruja, ze CRP bierze czyn-
ny udziat w prawidtowym usuwaniu produktéw apop-
tozy, a jego mate stezenia przyczyniaja sie do zaburzen
tego procesu. Biatko C-reaktywne wigze sie z po-
wierzchnig komérek ulegajacych apoptozie (zwtaszcza
w jej poznej fazie), co aktywuje klasyczng droge dopet-
niacza i nasila fagocytoze produktéw apoptozy przez
makrofagi [15, 16]. Gershov i wsp. [17] wykazali, ze CRP
i sktadowe klasycznej drogi aktywacji dopetniacza
wspbtdziataja ze sobg, czego rezultatem jest promowa-
nie usuwania produktéw apoptozy bez inicjacji reakcji
zapalnej.

Wyniki prezentowanych w niniejszej pracy badan
rzucaja nowe Swiatto na role CRP w patogenezie TRU.
Chociaz podkresla sie, ze aktywnemu klinicznie TRU nie
towarzyszy znaczace zwiekszenie stezenia surowiczego
CRP, to jednak stezenie biatka w badanej grupie cho-
rych byto statystycznie istotnie wieksze niz stezenie te-
go biatka w surowicy 0séb zdrowych z grupy kontrol-
nej. Wynik ten moze wskazywac na dziatanie ochronne
CRP, byé moze wynikajace z istotnej roli biatka w usu-
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waniu produktéw apoptozy u chorych na TRU.

Drugim z postulowanych czynnikéw wptywajacych
na zaburzenia usuwania produktéw apoptozy u chorych
na TRU jest MBL. Uzyskane wyniki nie wykazaty korela-
cji pomiedzy stezeniem MBL a aktywnoscia choroby,
oceniana za pomoca skali SLEDAI. Obserwacja ta jest
zgodna z wynikami Takahashi i wsp. [18], ktérzy udo-
wodnili, ze polimorfizm genu MBL wptywa na podatnosé
na zachorowanie na TRU, ale nie wywiera wptywu na
przebieg i charakterystyke choroby. Autorzy wykazali, ze
stezenia surowicze MBL u poszczeg6lnych chorych pod-
legaja duzym wahaniom w czasie trwania choroby.

Badania Boniotto i wsp. [19] sugeruja, ze niewydaj-
ne usuwanie produktéw apoptozy, zwigzane z niedobo-
rem MBL, moze predysponowaé¢ do rozwoju choréb
o podtozu autoimmunologicznym. Badania in vitro tak-
ze wskazuja na role MBL w usuwaniu produktéw apop-
tozy [19, 20]. Wyniki badan autoréw niniejszej pracy,
chot nie wykluczaja takiej roli MBL u chorych na TRU,
nie potwierdzity zwigzku stezenia surowiczego MBL
z usuwaniem produktéw apoptozy ocenianym na pod-
stawie stezenia krazacych nukleosoméw, aczkolwiek
istotne statystycznie mniejsze stezenia biatka MBL
u chorych na TRU Swiadcza o roli protekcyjnej tej cza-
steczki w procesach immunologicznych.

Przeciwciata przeciw CRP réwniez moga potencjal-
nie wptywaé na zaburzenia usuwania produktéw apop-
tozy. W badaniu wtasnym wykazano obecnos¢ przeciw-
ciat anty-CRP u 3 badanych chorych, co stanowi 6,7%
wszystkich badanych chorych. Wynik ten jest poréwny-
walny z uzyskanym przez Schoenfelda i wsp. [20].
Z przegladu dostepnej literatury wynika, ze inni bada-
cze stwierdzali znamiennie wyzszy odsetek chorych na
TRU z obecnymi przeciwciatami anty-CRP. Na przyktad
Rosenau i wsp. [21] uzyskali wynik 23%.

W jeszcze innych publikacjach odsetek ten wahat
sie od 32 do 78%. Nizszy odsetek chorych na TRU
z obecnymi przeciwciatami anty-CRP w omawianym
w niniejszej pracy badaniu moze by¢ takze spowodo-
wany faktem, ze wszyscy badani chorzy byli w trakcie
leczenia glikokortykosteroidami i lekami immunosu-
presyjnymi, a srednia aktywnosé choroby nie byta wy-
soka.

Kolejnym przeciwciatem przeciwko czasteczce pro-
tekcyjnej w TRU jest przeciwciato przeciw Clg. Wyniki
wielu badan wskazuja na istotna role tych przeciwciat
w patogenezie choroby, zwtaszcza na ich silny zwigzek
z zajeciem nerek [23, 24]. Wzrost miana tych przeciw-
ciat moze poprzedzac zaostrzenie nerkowe tocznia [25,
26]. Znaczenie przeciwciat przeciw Clq w przewidywa-
niu zaostrzenia nerkowego u chorych na TRU ma po-
dobna wartos¢ prognostyczng do oznaczania miana
przeciwciat przeciw natywnemu DNA [27, 28].
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W badanej grupie przeciwciata anty-Clq byty obecne
35% chorych, w tym u 77% chorych z zajeciem nerek.

Jest wielce prawdopodobne, ze obecnos¢ przeciwciat
anty-Clg moze wptywac na funkcje dopetniacza i zalezne
od niego mechanizmy usuwania produktéw apoptozy.
Dotychczas nie opublikowano zadnych wynikéw dotycza-
cych zaleznosci miedzy zaburzeniami usuwania produk-
téw apoptozy u chorych na TRU a mianem przeciwciat
anty-Clg. Analiza uzyskanych przez autoréw niniejszej
pracy wynikéw nie wykazata istnienia istotnych staty-
stycznie zwigzkéw miedzy mianem przeciwciat a steze-
niem wolnych nukleosoméw w surowicy chorych.

Niestety nie udato sie wykazac roli pozostatych ba-

danych przeciwciat przeciw czgsteczkom protekcyjnym
w TRU, co mogto by¢ spowodowane matg czestoscia
wystepowania tych przeciwciat u badanych chorych.
Przeciwciata przeciw SAP stwierdzono u 3 badanych
pacjentéw, a przeciw MBL u 10 os6b.

Whnioski

1

—

B

Wieksze stezenie CRP u chorych z aktywnym TRU jest
zwigzane ze znaczaco nizszym nasileniem apoptozy,
ocenianym na podstawie stezenia nukleosomoéw
w surowicy. By¢é moze jest to spowodowane dziata-
niem ochronnym wiekszych stezeh CRP

. Istotnie statystycznie mniejsze stezenie biatka MBL

u chorych na TRU Swiadczy o roli protekcyjnej tej cza-
steczki w procesach immunologicznych.

. Nie udato sie wykaza¢ roli przeciwciat przeciw cza-

steczkom protekcyjnym w TRU, co mogto by¢ spowo-
dowane mata czestoscig wystepowania tych prze-
ciwciat u badanych chorych.

. Nie zanotowano istotnej statystycznie rdznicy po-

miedzy mianami przeciwciat anty-CRP w grupie ba-
danej i kontrolnej. Wydaje sie zatem, ze mniejsze
stezenia CRP u chorych na TRU s3 raczej spowodo-
wane wystepowaniem polimorfizméw genu dla CRP
niz obecnoscig przeciwciat anty-CRP.
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