Artykut oryginalny/Original paper

Reumatologia 2007; 45, 6: 321-324

Biatka ostrej fazy w chorobach reumatycznych - czy tylko markery?

Acute phase proteins in rheumatic diseases — merely the markers of inflammation?
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Streszczenie

Odpowied? ostrej fazy nalezy do nieswoistych mechanizméw
obronnych ludzkiego organizmu. Surowicze stezenia biatek ostrej
fazy (BOF) ulegajg zmianom w warunkach ostrego i przewlekte-
go zapalenia, towarzyszacego chorobom reumatycznym, ale ich
funkcja nie ogranicza sie do roli markeréw stanu zapalnego.
Celem pracy byto okredlenie zaleznosci miedzy fukozylacja
al-kwasnej glikoproteiny (AGP) i al-antychymotrypsyny (ACT)
a klinicznymi i laboratoryjnymi parametrami aktywnosci choroby
w grupie 72 chorych na reumatoidalne zapalenie stawow (RZS).
Wykazano silna dodatnia korelacje miedzy wspétczynnikami fuko-
zylacji AGP-FR i ACT-FR w grupie badanej, nie stwierdzono nato-
miast zaleznodci wspétczynnikéw fukozylacji biatek AGP i ACT
od surowiczych stezen tych biatek. Ponadto stopien fukozylacji AGP
i ACT byt wyzszy w grupie mezczyzn w poréwnaniu z grupa kobiet.
W przypadku klinicznych wyktadnikéw aktywnosci RZS tendencje
w kierunku zaleznosci zaobserwowano jedynie miedzy AGP-FR
i ACT-FR oraz RADAI (Rheumatoid Arthritis Disease Activity Index).
Zmieniona fukozylacja BOF u chorych na RZS jest kolejnym przy-
ktadem aktywnego udziatu tych glikoprotein w modulowaniu
i regulacji odpowiedzi zapalnej ustroju.

Wstep

Biatka ostrej fazy (BOF) stanowig heterogenna grupe
biatek. Gtéwnym miejscem ich syntezy jest watroba. Su-
rowicze stezenia BOF ulegaja zmianom w warunkach
ostrego i przewlektego zapalenia; stezenia tzw. pozytyw-
nych BOF, takich jak al-kwasna glikoproteina (AGP), biat-
ko C-reaktywne (C-reactive protein — CRP), a.1-antychymo-
trypsyna (ACT), haptoglobina (HG), rosng, odwrotnie jest

Summary

The acute phase response belongs to the mechanisms of the
innate immune system. Serum levels of acute phase proteins
(APP) change in response to acute and chronic inflammation
(present in many rheumatic disorders), but their function is not
limited to being a markers of inflammatory process.

The aim of the present study was to assess the relationship
between the fucosylation of a1-acid glycoprotein (AGP) and a1-anti-
chymotrypsin (ACT), and the clinical and laboratory parameters of
disease activity in 72 patients with rheumatoid arthritis (RA).

We observed a strong positive correlation between AGP-FR and
ACT-FR in the investigated group. A comparison of AGP and ACT
concentrations with the degree of fucosylation of each protein did
not revealed any relationship. Moreover, the degree of fucosylation
of both proteins was higher in men than in women. Beside a weak
association between AGP-FR and ACT-FR and RADAI (Rheumatoid
Arthritis Disease Activity Index), no correlations were observed
between disease activity and AGP-FR or ACT-FR.

Changed fucosylation of APP in rheumatoid arthritis patients is
an example of active role played by these glycoproteins in
modulation and regulation of inflammatory response.

w przypadku BOF negatywnych (albumina, prealbumina,
transferyna) [1]. W procesie regulacji produkcji BOF kluczo-
wa role odgrywaja cytokiny prozapalne — interleukina 6
(IL-6), IL-1B, czynnik martwicy nowotworéw (tumour ne-
crosis factor — TNF). W przebiegu procesu zapalenia ulega
zmianom nie tylko stezenie BOF. Wiekszos¢ BOF to gliko-
proteiny. W ciagu ostatnich 30 lat badacze poswiecili wie-
le uwagi zmianom glikozylacji BOF w réznych stanach pa-
tologicznych, w tym w chorobach reumatycznych [2].
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Wiekszos¢ chordb reumatycznych to przewlekte, auto-
immunologiczne choroby zapalne. Poza nielicznymi wy-
jatkami, stezenia BOF najczesciej oznaczanych u chorych
na choroby reumatyczne rosng wraz z nasileniem zapa-
lenia. Jak wspomniano powyzej, mimo niewatpliwe]
przydatnosci stezeh BOF w monitorowaniu aktywnosci
choréb zapalnych, ich funkgcji nie mozna sprowadzi¢ wy-
tacznie do roli markeréw stanu zapalnego.

Biatko C-reaktywne jest biatkiem dobrze znanym reu-
matologom, niewiele jednak méwi sie o jego biologicz-
nych wtasciwosciach. Mozna wsréd nich wymienié zdol-
no$¢ CRP do aktywacji dopetniacza drogg klasyczng [3],
pobudzania procesu fagocytozy [4], wigzania receptora
Fcy (FcyR) [5], a przez wigzanie antygendw jadrowych
i komérek apoptotycznych CRP moze wywieraé dziatanie
ochronne wobec immunizacji autoantygenami [6].

Nie tylko CRP spetnia w ustroju wiele waznych
funkcji, dotyczy to réwniez wspomnianych juz glikopro-
tein, w tym AGP i ACT. AGP — al-kwaséna glikoproteina
— moze m.in. hamowa¢ agregacje ptytek krwi [7],
wzmagaé wydzielanie antagonisty receptora IL-1 [8],
hamowa¢ indukowang TNF apoptoze [9]. Czasteczki
AGP i ACT maja w réznych ilosciach determinanty za-
wierajgce fukoze, tzw. sialowany Lewis X (sLe*). Wyka-
zano, ze determinanty te, zawierajace kwas sialowy,
stanowig jeden z ligandéw dla selektyn E, L i P [10],
dzieki czemu biatko AGP moze uczestniczy¢ w regulacji
migracji leukocytéw do miejsc zapalenia. Odpowiadaja
takze za antyneutrofilowe i hamujace aktywnosé do-
petniacza wtadciwosci AGP [11]. Fukozylacja AGP [12]
i ACT (inhibitora proteaz serynowych) wzrasta w pew-
nych stanach patologicznych, w tym w reumatoidalnym
zapaleniu stawéw (RZS) [13, 14].

Cel pracy

Celem badania byta ocena zwigzku fukozylacji
dwéch BOF, AGP i ACT, z klinicznymi i laboratoryjnymi
wskaznikami aktywnosci choroby u chorych na RZS,
najczestsza zapalng chorobe reumatyczna.

Materiat i metody

Badaniom poddano 72 chorych na RZS spetniajacych
zmodyfikowane kryteria rozpoznania choroby z 1987 r.,
opracowane przez Amerykanskie Kolegium Reumatolo-
giczne (American College of Rheumatology — ACR) [15].
Wszyscy chorzy zostali poinformowani o celu i przebiegu
badania oraz wyrazili Swiadomga zgode na udziat w nim.

Do oceny klinicznej aktywnosci RZS u chorych za-
stosowano indeks RADAI (Rheumatoid Arthritis Disease
Activity Index) [16] oraz obliczono wspétczynnik aktyw-
nosci choroby DAS 28 (3 i 4 zmienne) (Disease Activity
Score) [17]. Oceny bélu odczuwanego przez chorych do-
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konano za pomoca wizualnej skali analogowe] (Visual
Analogue Scale — VAS).

Krew zylna pobrano od chorych do probéwek na OB
oraz na skrzep. Po uformowaniu skrzepu krew odwirowa-
no, a uzyskana surowice zamrozono do czasu wykona-
nia oznaczeh w temperaturze —70°C. Surowicze stezenia
BOF (CRP, AGP i ACT) oznaczono za pomocg immuno-
elektroforezy rakietkowej [18], natomiast do okreslenia
stezef czynnika reumatoidalnego w klasie IgM (IgM RF)
oraz przeciwciat przeciwcytrulinowych (anty-CCP) zasto-
sowano gotowe zestawy ELISA (odpowiednio, IMTEC,
Niemcy oraz Euroimmun, Niemcy), warto$¢ OB oznaczo-
no metodg standardowa (Westergrena). Fukozylacje
AGP i ACT oznaczono z zastosowaniem metody opraco-
wanej przez Rydéna i wsp. [19] i dla obu glikoprotein ob-
liczono wsp6tczynniki fukozylacji AGP-FR i ACT-FR.

Dane demograficzne grupy badanej przeanalizowano
za pomocg metod statystyki opisowej. Do oceny zalezno-
sci miedzy parametrami klinicznymi i laboratoryjnymi
aktywnosci RZS zastosowano nieparametryczny test ko-
relacji porzadku rang Spearmana. Za poziom istotnosci
statystycznej przyjeto wartosé p<0,05. Wszystkie analizy
wykonano z uzyciem programu Statistica (Statsoft, 2005.
Statistica version 7.1).

Wyniki

Przebadano 72 chorych na RZS, 53 kobiety i 19 mez-
czyzn (Sredni wiek chorych wynosit 56,9 roku, $redni czas
trwania choroby 10,7 roku). Czterdziestu dwéch chorych
byto leczonych glikokortykosteroidami (Srednia dawka
réownowazna dla prednizonu 6,1 mg), 49 chorych otrzymy-
wato metotreksat (Srednia dawka 16,5 mg), 31 stosowato
jednoczesnie glikokortykosteroidy i metotreksat. Ponadto
12 0s6b byto leczonych sulfasalazyna, 3 osoby leflunomi-
dem, 1 chlorochina. Szesédziesieciu szesciu chorych otrzy-
mywato przewlekle niesteroidowe leki przeciwzapalne.

Dwadziescia dziewie¢ oséb byto dodatkowo leczo-
nych z powodu nadcisnienia tetniczego, 22 z powodu sta-
bilnej choroby wiefcowej, 9 z powodu cukrzycy i 6 z po-
wodu choréb ptuc (przewlekta obturacyjna choroba ptuc
i astma oskrzelowa). Szesnascie 0sdéb (22,2%) byto uza-
leznionych od palenia tytoniu.

Wartosci otrzymanych w grupie badanej parametréw
klinicznych i laboratoryjnych przedstawiono w tab. .

Stwierdzono istotng statystycznie korelacje miedzy
wspotczynnikami fukozylacji AGP-FR i ACT-FR (r=0,85).
Stezenia AGP i ACT nie byty zwigzane ze stopniem fu-
kozylacji wymienionych BOF. Wykazano takze brak za-
leznosci miedzy AGP-FR i ACT-FR a innymi parametrami
zapalenia (CRP i OB).

W grupie badanej zaobserwowano takze staba zalez-
nos¢ miedzy AGP-FR i ACT-FR a indeksem aktywnosci
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choroby RADAI, odpowiednio r=0,26 i r=0,25. Nie stwier-
dzono istotnej zaleznosci miedzy wspbtczynnikami fuko-
zylacji AGP-FR i ACT-FR a DAS 28. W przypadku stezeh
AGP i ACT zaobserwowano odwrotng sytuacje — stezenia
tych biatek korelowaty z DAS 28 (dla DAS 28 — 3 zmienne
— odpowiednio r=0,42; 0,29), ale nie z indeksem RADAL
Bél odczuwany przez chorych nie byt zwigzany ani ze
stezeniami BOF, ani z AGP-FR i ACT-FR.

Nie zaobserwowano istotnej réznicy w fukozylacji
BOF miedzy chorymi na cukrzyce i reszta grupy badane;.

Wartosci p dla stwierdzonych zaleznosci byty nizsze
od 0,05.
Omoéwienie

Uzytecznos¢ wspotczynnikow fukozylacji AGP-FR
i ACT-FR jako markeréw aktywnosci choroby jest nie-
wielka. Zaobserwowana staba zaleznos¢ miedzy AGP-FR
i ACT-FR a indeksem aktywnosci choroby RADAI a jej
brak w przypadku DAS 28, moze wynika¢ z odmiennych
zasad pomiaru aktywnosci choroby za pomoca obydwu
narzedzi. Indeks RADAI zawiera zapytanie o ogélne na-
silenie zapalenia stawéw w ciagu ostatnich 6 mies,,
jest tez narzedziem stosowanym samodzielnie przez
chorego, DAS 28 dotyczy aktualnie obserwowanej ak-
tywnosci choroby. Wzrost fukozylacji badanych BOF
odzwierciedla zatem raczej podstawowy, patologiczny
proces zapalny, a co sie z tym wiaze, nie podlega krotko-
terminowym wahaniom ocenianej klinicznie aktywnosci
choroby. Stezenia BOF, jak juz wspomniano, regulowa-
ne niezaleznie od glikozylacji (w tym fukozylacji), od-
zwierciedlaja z kolei wtasnie krotkoterminowe zmiany
w klinicznej aktywnosci choroby, stad zwiazek miedzy
stezeniami AGP, ACT i CRP oraz wskaznikami DAS 28.

Podobne obserwacje opublikowali Rydén i wsp. [20].
Chorzy w tym badaniu byli oceniani 2-krotnie — na po-
czatku badania i po roku. Badacze zaobserwowali stabg
zaleznos$¢ miedzy surowiczymi stezeniami AGP i CRP
a DAS 28 (odpowiednio: r=0,36 i r=0,31), natomiast wy-
tacznie w podgrupie mezczyzn znaleziono staba zalez-
nos¢ miedzy AGP-FR i DAS 28 (r=0,28). Mimo istotnego
obnizenia wskaznika DAS 28 w trakcie obserwacji
wspoétczynnik AGP-FR utrzymywat sie po roku na pozio-
mie podobnym do poziomu w momencie zakwalifiko-
wania chorych do badania. Wyniki otrzymane przez
Rydéna i wsp. potwierdzajg obserwacje, ze fukozylacja
BOF moze by¢ odbiciem procesu zapalnego lezacego
u podtoza RZS, natomiast nie dostarczaja informacji
na temat krétkoterminowej aktywnosci choroby, przy-
datnej w monitorowaniu jej przebiegu.

Indukowanga zapaleniem zwiekszong ekspresje de-
terminanty sLe* opisano takze dla czasteczki ACT, aczkol-
wiek w stopniu mniejszym niz w przypadku AGP Nie

Tabela . Cechy kliniczne i parametry laboratoryjne
chorych na RZS, n=72

Table |. Clinical and laboratory parameters of
rheumatoid arthritis patients, n=72

Badane Srednia  Minimum  Maksimum  SD
parametry

VAS (mm) 48,75 4 90 212
DAS 28 5,28 1,38 7,93 1,39
(4 zmienne)

DAS 28 512 1,59 7,86 1,39
(3 zmienne)

RADAI 37,58 1,50 71,60 14,11
RF IgM (RU/1) 110,94 0 200 84,46
anty-CCP (m./l) 85,49 0 200 88,36
OB (mm/godz.) 27,24 1 90 22,44
CRP (mg/l) 8,05 0 73,3 13,33
AGP (mg/l) 1111,89 407 2202 405,93
ACT (mg/l) 563,83 251 1526 284,27
AGP-FR 2,35 0,41 3,81 0,76
ACT-FR 1,43 0,1 2 0,41

SD — odchylenie standardowe, n — liczba chorych w grupie badanej

opublikowano do tej pory doniesien poréwnujacych kli-
niczng aktywnos¢ RZS ze stopniem fukozylacji ACT. Poza
faktem przynaleznosci AGP i ACT do grupy pozytywnych
BOF, oba biatka spetniajg w ustroju inne role. ACT nale-
zy do grupy inhibitoréw proteaz serynowych, dlatego
pod wieloma wzgledami fukozylacja ACT moze mie¢ dla
ludzkiego organizmu inne znaczenie niz fukozylacja AGP

Podziat badanych chorych pod wzgledem ptci ujaw-
nit istotne réznice w wysokosci wspétczynnikéw fuko-
zylacji AGP-FR i ACT-FR, ktére okazaty sie wyzsze w pod-
grupie mezczyzn, co jest zgodne z doniesieniami
z literatury. Wskazujg one z jednej strony na zwiekszo-
na fukozylacje AGP u mezczyzn [20], z drugiej natomiast
na obnizajacy fukozylacje AGP wptyw estrogendw [21],
co jest prawdopodobnie przyczyng podobnych wynikéw
w przypadku ACT.

Na fukozylacje BOF moga wptywac leki stosowane
przez chorych. De Graaf i wsp. [22] zaobserwowali ob-
nizenie fukozylacji AGP u chorych dobrze reagujacych
na leczenie metotreksatem lub azatiopryna. Podobny
wptyw na fukozylacje AGP wywarto leczenie infliksy-
mabem, monoklonalnym przeciwciatem skierowanym
przeciwko TNF [23].

W niniejszej pracy nie stwierdzono réznic w fukozy-
lacji AGP i ACT w zaleznosci od stosowanej farmakote-
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rapii, co jest prawdopodobnie wynikiem stosowanej
u wiekszosci badanych terapii metotreksatem; grupy
leczone innymi lekami modyfikujacymi przebieg choro-
by (LMPCh) byty mato liczne. Zaden chory nie byt leczo-
ny preparatami biologicznymi ani w momencie bada-
nia, ani w przesztosci. Przedmiotem omawianej pracy
nie byta takze analiza odpowiedzi na stosowane lecze-
nie, a badanie obejmowato tylko jedng wizyte.

Whioski

Przewlektemu procesowi zapalnemu, jakim jest RZS,
towarzyszy wzrost fukozylacji AGP i ACT. Stopien fuko-
zylacji glikoprotein odzwierciedla raczej nasilenie stanu
zapalnego w dtuzszym przedziale czasowym u chorych
na RZS, a nie krotkotrwate wahania aktywnosci choro-
by, zalezy rdwniez od ptci chorych. Procesy syntezy i gli-
kozylacji BOF sa odrebnie regulowane.

Podsumowujac, surowicze BOF s3 niezbedna skta-
dowa ztozonego uktadu, utrzymujacego efekty reakcji
zapalnych w dos¢é waskich granicach oraz przywracajace-
go homeostaze ustroju [1]. Poglad, ze BOF stuzg ograni-
czeniu zniszczeh powodowanych przez proces zapalny,
jest akceptowany [24]. Biatka ostrej fazy nie sg jedynie
markerami zapalenia, ale jego czynnymi uczestnikami.
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