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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. U chorych na toczenl rumieniowaty ukladowy (ang.
systemic lupus erythematosus — SLE) czesto stwierdza sie niedobér wita-
miny D. Spoéréd mozliwych przyczyn tego stanu rozpatruje sie: obje-
cie procesem chorobowym nerek, terapie z zastosowaniem kortykoste-
roidow lub lekéw przeciwmalarycznych, a takze fotoprotekcje.
Dotychczas nie w pelni poznany jest wptyw autoprzeciwciat skierowa-
nych przeciwko kalcytriolowi na stezenie kalcydiolu w surowicy.

Cel pracy. Ocena czestosci wystepowania autoprzeciwciat skierowa-
nych przeciwko kalcytriolowi w grupie chorych na SLE.

Material i metodyka. Badaniem objeto grupe 37 chorych na SLE. Gru-
pe kontrolng stanowito 30 zdrowych dawcoéw krwi. Przeciwciata ozna-
czano metoda immunoenzymatyczna.

Wyniki. Autoprzeciwciala skierowane przeciwko Kkalcytriolowi
wykryto u 3 pacjentéw (8,1%) z SLE. Nie stwierdzono istotnej staty-
stycznie réznicy w stezeniu kalcydiolu [25(OH)D;] miedzy chorymi,
u ktérych obecne byly przeciwciata skierowane przeciwko kalcytriolo-
wi, a osobami bez tych przeciwciat.

Whnioski. W surowicy chorych na SLE obserwuje si¢ autoprzeciwciata
przeciwko kalcytriolowi, jednak ich obecnoé¢ wydaje sie nie wplywac
na wystepowanie niedoboru witaminy D.

ABSTRACT

Introduction. In patients with systemic lupus erythematosus (SLE) vita-
min D deficiency is a frequent problem. Renal insufficiency, treatment
with corticosteroids or antimalarials and photoprotection are regarded
as the main causes of vitamin D deficiency. To date the role of antibodies
directed against calcitriol in this process is not completely elucidated.

Objective. To determine the frequency of occurrence of antibodies aga-
inst calcitriol in patients with SLE.

Material and methods. The study covered 37 patients with SLE and
sera obtained from 30 healthy blood donors as a control. In the deter-
mination of autoantibodies against calcitriol, an immunoenzyme assay
was used.
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Results. Autoantibodies directed against calcitriol were found in
3 (8.1%) patients with SLE. The study did not reveal a significant diffe-
rence in the concentration of calcidiol (25(OH)D5;) between SLE patients
with and without autoantibodies directed against calcitriol.

Conclusions. Autoantibodies against calcitriol do exist in SLE patients,
but they do not influence the calcidiol level.

WPROWADZENIE

W przebiegu tocznia rumieniowatego ukfadowe-
go (ang. systemic lupus erythematosus - SLE) u znacz-
nego odsetka chorych stwierdza sie niedobor wita-
miny D. W badaniach wlasnych wykazano, ze stan
niedostatecznego zaopatrzenia w witamine D, o réz-
nym stopniu nasilenia, dotyczyt ponad 90% pacjen-
tow, szczegdlnie w miesiacach zimowych [1]. Dane
te w zestawieniu z istnieniem zwiekszonego ryzyka
rozwoju osteoporozy u chorych na SLE sklaniaja
z jednej strony do opracowania zalecen wczesnego
postepowania diagnostycznego oraz profilaktyczno-
-terapeutycznego, natomiast z drugiej do poszukiwa-
nia przyczyn tego zaburzenia [2]. Wskazuje sie, ze
jedna z gtéwnych przyczyn niedoboru witaminy D
u pacjentéow z SLE jest zmniejszona ekspozycja na
promieniowanie stoneczne, w tym stosowanie foto-
protekgji [1, 3]. W analizie przyczyn niedoboru wita-
miny D i jej nastepstw metabolicznych nie sposéb
pomina¢ zagadnienia nieprawidiowosci w humoral-
nych mechanizmach odpornosciowych stwierdza-
nych w przebiegu choroby. Wyrazem tych zaburzen
jest wystepowanie autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko wlasnym antygenom. Dotychczas w tej
grupie chorych udokumentowano wystepowanie
116 autoprzeciwcial o réznej swoistosci [4]. Stuszne
wydaje sie wiec wysuniecie hipotezy, ze jednym
z powodéw niedoboru witaminy D moze by¢ synte-
za autoprzeciwcial skierowanych przeciwko witami-
nie D lub jej metabolitom.

CEL PRACY

Ocena czestosci wystepowania przeciwciat skiero-
wanych przeciwko aktywnemu metabolitowi wita-
miny D - kalcytriolowi - w grupie chorych na SLE.

MATERIAL | METODYKA

Badaniem objeto grupe 37 chorych na postac
ukladowq tocznia rumieniowatego - 31 kobiet
i 6 mezczyzn - w wieku od 25 do 71 lat, Srednia wie-
ku 49,68 £11,22 roku, leczonych w Klinice Dermato-
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logii i Wenerologii Uniwersytetu Medycznego oraz
Centrum Diagnostyczno-Leczniczym Choréb Skoéry
w bodzi. Grupe kontrolng stanowilo 30 surowic
zdrowych dawcéw krwi. Na przeprowadzenie
badari uzyskano zgode lokalnej Komisji Etycznej
(Nr RNN/67/08/KE).

Wszyscy pacjenci byli poddani szczegélowemu
badaniu podmiotowemu i przedmiotowemu. Roz-
poznanie SLE ustalano na podstawie spelnienia co
najmniej 4 z 11 kryteriow Amerykariskiego Towa-
rzystwa Reumatologicznego (ang. American College
of Rheumatology) z 1997 roku [5].

W oznaczeniu autoprzeciwcial skierowanych
przeciwko kalcytriolowi [1,25(OH),D3] zastosowano
metode immunoenzymatyczna (ang. enzyme linked
immunosorbent assay - ELISA) wedlug Carvalho
i wsp. z pewnymi modyfikacjami [6]. W metodzie tej
wykorzystano zdolnosé kalcytriolu (Instytut Farma-
ceutyczny, Polska) do adsorpcji na fazie statej (ptyt-
ce titracyjnej). Do kazdego , basenika” ptaskodennej,
96-basenikowej plytki titracyjnej (Maxisorp, Nunc,
Dania) dodano roztwér o stezeniu 5 pg kalcytriolu
na 1 ml 70-procentowego roztworu etanolu. Plytke
inkubowano 24 godziny w temperaturze 4°C. Po
odparowaniu plytki z alkoholowego roztworu kal-
cytriolu do basenikéw plytki, w celu jej zablokowa-
nia, dodano roztwoér albuminy bydlecej (BSA)
w buforowanym fizjologicznym roztworze soli o pH
7,2 (PBS) i inkubowano przez godzine w temperatu-
rze 37°C. Plytke oprézniono z roztworu blokujacego
i wyptukano trzykrotnie roztworem PBS. Nastepnie
do basenikéw dodano surowice pacjentéw w roz-
cieficzeniu 1 : 100 w BSA i PBS, po czym inkubowa-
no przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po
inkubacji z surowicami pltytki ponownie trzykrotnie
plukano roztworem PBS, do kazdego basenika doda-
no po 50 pl koniugatu - frakcji IgG surowicy anty-
globulinowej koniugowanej z peroksydaza chrzano-
wa (DAKO, Dania) i inkubowano przez godzine
w temperaturze 37°C. Inkubacje z koniugatem
zakoriczono trzykrotnym wyplukaniem ptytki roz-
tworem PBS, po czym do basenikéw dodano mie-
szanke substratowa dla peroksydazy. Wartosé
absorbancji odczytywano przy diugosci fali wyno-
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szgcej 450 nm na automatycznym czytniku do plytek
ELISA. Surowice chorych badano trzykrotnie. Za
wynik dodatni przyjeto wartos¢ gestoéci optycznej
wynoszgca powyzej Sredniej i trzech odchylen stan-
dardowych uzyskanej dla grupy 30 zdrowych daw-
cOw krwi.

Oznaczenie niedoboru witaminy D oparto na ana-
lizie stezenia w surowicy jej gléwnego krazacego
metabolitu - kalcydiolu [25(OH)Ds] - przy uzyciu
odczynnikéw kalibracyjnych i surowic kontrolnych,
zgodnie z zaleceniami producenta (numer katalo-
gowy: 11706802001, 11706799001, 11776576322,
10394246001, 03314847190, Roche Diagnostic, Mann-
heim GmbH), przeprowadzonej zautomatyzowana
metoda elektrochemiluminescencji na automatycz-
nej platformie Elecsys 2010 (Roche Diagnostic, Mann-
heim GmbH) w systemie kontroli DEQAS (ang.
vitamin D external quality assessment scheme) [7].
Zmienno$¢ wewnatrzoznaczeniowa i miedzyozna-
czeniowa wynosila ponizej 15%.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
z uzyciem oprogramowania Statistica v.6.1. Do oce-
ny istotnosci réznic w stezeniu kalcydiolu miedzy
dwoma grupami zastosowano test U Manna-Whit-
neya. Analize zaleznoéci miedzy obecnoscia prze-
ciwcial skierowanych przeciwko 1,25(0OH),D;
w surowicy chorych na SLE a badanymi parametra-
mi klinicznymi oceniono dokladnym testem Fishera.

WYNIKI

Autoprzeciwciata skierowane przeciwko kalcytrio-
lowi wykazano u 3 pacjentéw (8,1%) z SLE (ryc. 1.).
Deficyt witaminy D [25(OH)D; < 10 ng/ml] stwier-
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Ryc. 1. Wynik pomiaru absorbancji (A4s0 nm) W metodzie immu-
noenzymatycznej oznaczania autoprzeciwcial przeciwko kalcy-
triolowi u chorych na SLE

Fig. 1. Results of absorbance (A4s0 nm) in immunoassay technique
in measurement of autoantibodies directed against calcitriol

in patients with systemic lupus erythematosus
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dzono u 16 (43,24%), niedobor (10-20 ng/ml)
u 13 (35,13%), a hipowitaminoze (20-30 ng/ml)
u 6 pacjentéw (16,21%). Wartosci mieszczace sie
w zakresie zalecanym (30-80 ng/ml) zaobserwowa-
no u 2 chorych (5,04%).

Nie odnotowano istotnej statystycznie réznicy
w stezeniu 25(OH)D3 miedzy chorymi na toczen,
u ktérych obecne byly przeciwciala skierowane
przeciwko kalcytriolowi, a osobami bez tych prze-
ciwciat (ryc. 2.).

OMOWIENIE

W przebiegu SLE natezenie proceséw autoimmu-
nizacyjnych jest duze, zwlaszcza w aktywnych okre-
sach choroby. Szczegdlnie istotne znaczenie maja
przeciwciala skierowane przeciwko skladnikom
biatkowym i niebialkowym jadra komoérkowego
oraz antygenom bialkowym wystepujacym w cyto-
plazmie, organellach komoérkowych lub blonie
komérkowej, a zaangazowanym w procesy zainicjo-
wane w jadrze komérkowym [8].

W pracy dokonano wstepnej oceny wystepowa-
nia autoprzeciwciat skierowanych przeciwko kalcy-
triolowi, aktywnemu metabolitowi witaminy D,
ktory jest pochodng dehydrocholesterolu [9, 10].
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Ryc. 2. Brak istotnej statystycznie réznicy w stezeniu kalcydiolu
[25(OH)Ds3] miedzy chorymi na toczen, u ktérych obecne byty
przeciwciala skierowane przeciwko kalcytriolowi, a pacjentami
bez tych przeciwciat

Fig. 2. No significant difference was found in the concentration

of calcidiol (25(0H)D5) between SLE patients with and without
autoantibodies directed against calcitriol
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Wykazanie u chorych na SLE autoprzeciwciat skie-
rowanych przeciwko kalcytriolowi tlumaczyloby,
przynajmniej cze$ciowo, uposledzona aktywnosc¢
biologiczna witaminy D i mogloby wskazywac¢ na
role kolejnego autoantygenu w przebiegu choroby
[6]. W badaniach wilasnych, w celu wykazania auto-
przeciwcial skierowanych przeciwko kalcytriolowi,
postuzono sie testem opartym na technice immuno-
enzymatycznej, zaproponowanej przez Carvalho
i wsp. w 2007 roku [6]. W technice tej zasadniczym
narzedziem wykrywania przeciwcial o okreslonej
swoistosci sa odpornosciowe przeciwciala antyim-
munoglobulinowe sprzezone z réznymi znacznika-
mi o charakterze enzymu (tzw. koniugaty) [11].
Badane autoprzeciwciala obecne w analizowanych
surowicach reagowaly z antygenem (kalcytriolem)
zaadsorbowanym na fazie stalej. Byla nig 96-dotko-
wa plaskodenna ptytka wykonana z syntetycznych
polimeréw. Sita wigzania antygenu do plytki jest
wypadkowa liczby ugrupowarn chemicznych na
fazie stalej i w czasteczce antygenu, mogacych
wytwarzaé¢ wzajemne wiazania [8]. Sa to z reguly
oddzialywania stabe typu jonowego, hydrofobowe-
g0, wodorowego czy tez van der Waalsa [11].

Kalcytriol jest molekuta o matej masie czasteczko-
wej, dlatego tez pojawia sie trudnos¢ w jego adsorp-
¢ji. Nie ustalono ponadto konfiguracji, w jakiej przy-
tacza sie do ptytki. Nie wiadomo, w jakim stopniu
przylega on struktura pierécieniowg, a w jakim ogo-
nem hydroksylowym. Dotychczas opublikowano
tylko jedno badanie oceniajace czestos¢ wystepowa-
nia przeciwcial skierowanych przeciwko kalcytriolo-
wi u chorych na SLE, w ktérym wykorzystano meto-
de immunoenzymatyczna [6]. Carvalho i wsp.
stwierdzili przeciwciala w klasie IgG skierowane
przeciwko kalcytriolowi u 7 chorych (4%). Autorzy
nie wykazali ich zwigzku z obecno$cig zmian zapal-
nych stawéw, zapaleniem blon surowiczych, zaje-
ciem nerek lub osrodkowego ukladu nerwowego,
zmian hematologicznych, aktywnoscia procesu cho-
robowego oceniang w skali SLEDAI czy wystepowa-
niem przeciwcial przeciwko dsDNA, Sm, SS-A, SS-B,
przeciwcial przeciwkardiolipinowych w klasach
IgG, IgM, IgA i przeciwko B2-glikoproteinie I w kla-
sach IgG, IgM i IgA. W cytowanej pracy stwierdzono
jednak, ze u chorych ze stwierdzonymi przeciwciata-
mi skierowanymi przeciwko 1,25(0OH),;D; miana
przeciwcial przeciwko dsDNA byly istotnie wyzsze
niz w grupie pacjentéw bez tych przeciwciat [6].

W pracy Carvalho i wsp. autoprzeciwciata skiero-
wane przeciwko kalcytriolowi nalezaty do klasy IgG
[6]. Ograniczeniem badari wiasnych w oznaczaniu
przeciwciat przeciwko kalcytriolowi byto wykorzy-
stanie poliwalentnej frakcji surowicy antyglobuli-
nowej koniugowanej z peroksydaza chrzanowa.
W zwiazku z tym niemozliwe bylo rozréznienie kla-
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sy przeciwcial przeciwko kalcytriolowi. Niezaleznie
jednak od stwierdzanej klasy przeciwcial, dotych-
czas nie poznano roli ich wystepowania w meta-
bolizmie witaminy D. Nie jest wyjasnione, czy
autoprzeciwciala wplywaja na wyniki uzyskiwane
w standardowych metodach pomiaru stezeri meta-
bolitéw witaminy D. W dalszym ciggu pozostaje do
rozstrzygniecia kwestia, czy moga one dodatkowo
zaburza¢ aktywnos$¢ biologiczna witaminy D.
Zagadnieniem otwartym jest, czy w warunkach in
vivo przeciwciala przeciwko kalcytriolowi wigza sie
w krazeniu z kompleksem kalcytriol-biatko wigzace
witamine D, ponadto jaki to moze wywotywac skutek
na uwalnianie kalcytriolu w tkankach docelowych,
a takze jaki maja one zwiazek z innymi autoprzeciw-
cialami wykrywanymi w chorobach tkanki facznej
[12]. Wylania si¢ wiec potrzeba dalszych badan tego
zjawiska i uzyskania pelniejszego obrazu roli prze-
ciwcial przeciwko metabolitom witaminy D w SLE.

WNIOSKI

W surowicy chorych na SLE stwierdza sie auto-
przeciwciala skierowane przeciwko kalcytriolowi,
ktorych obecnoé¢ wydaje sie nie mie¢ wplywu na
wystepowanie u nich niedoboru witaminy D.

Praca finansowana z funduszy pracy statutowej
Uniwersytetu Medycznego w todzi nr 503-1019-1.
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