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STRESZCZENIE

WPROWADZENIE

Obecno$¢ przeciwciat antyfosfolipidowych (antiphospholipid antibodies — APA),

a zwlaszcza przeciwciat antykardiolipinowych (anticardiolipin antibodies — ACA), przeciwciat anty-
koagulantu toczniowego i przeciwciat przeciwko B,-glikoproteinie | prowadzi do zaburzen hemostazy
o charakterze prozakrzepowym. Rola patogenetyczna APA u dzieci nie jest do konca wyja$niona.
Czesto$¢ wystepowania APA oraz zespotu antyfosfolipidowego u dzieci jest 2-3 razy nizsza niz
u dorostych.

ceLE  Celem pracy byto wykazanie obecno$ci ACA w krazgcych kompleksach immunologicznych
u dzieci chorujacych na mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawdw (juvenile idiopathic arthritis — JIA)
i miodzienczy toczen rumieniowaty uktadowy (juvenile systemic lupus erythematosus — JSLE).
PACJENCI | METODY Zbadano 31 surowic pacjentéw: 15 z JSLE i 16 z JIA. Oznaczono miano ACA
w klasie IgG, ACA zwiazanych w krazacych kompleksach immunologicznych oraz awidno$¢ ACA.
wyYNIKI W kompleksach immunologicznych izolowanych z surowic dzieci chorujagcych na JIA i JSLE
stwierdzano aktywno$¢ ACA. Czesciej wystepowaly one jako zwigzane w kompleksach niz jako
wolne w surowicy — przeciwciata niezwigzane wykryto u 8 pacjentéw (25,8% ACA), a w krazacych

kompleksach immunologicznych u 12 (38,7%).
WNIOSKI
u pacjentéw z JSLE.

WPROWADZENIE Zespo6t antyfosfolipidowy
(antiphospholipid syndrome — APS) towarzyszy wie-
lu stanom chorobowym, w tym takze chorobom
z autoimmunizacji, do ktérych zalicza sie choro-
by uktadowe tkanki tacznej.

Najczesciej APS towarzyszy toczniowi rumie-
niowatemu uktadowemu (systemic lupus erythe-
matosus — SLE) i zespotom toczniopodobnym, ale
wystepuje takze w przebiegu innych jednostek
ze wspomnianej grupy, takich jak reumatoidalne
zapalenie stawéw (rheumatoid arthritis — RA) czy

ACA w kompleksach cze$ciej stwierdzano u pacjentéw z JIA, a niezwigzane czesciej

zespél Sjogrena. Czesto$¢ wystepowania przeciw-
ciat antykardiolipinowych (anticardiolipin antibo-
dies — ACA) zwieksza sie z wiekiem, wykrywa sie
je u40-80% pacjentéw z SLE,' a APS w przebiegu
SLE rozwija sie u okoto 30-40% pacjentéw?.

W praktyce pediatrycznej pelnoobjawowy APS
nie jest zjawiskiem czestym - $rednia czestosé jego
wystepowania waha sie w granicach 0-24%, $red-
nio 9% w przypadku dzieci chorujacych na SLE,
ijest jak wida¢ znacznie mniejsza niz $rednia cze-
stoé¢ wystepowania APS u dorostych.?
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RYCINA 1 Metoda
wytracania i dysocjacji
surowiczych krazacych
komplekséw immunolo-
gicznych. Skréty: ACA —
przeciwciata antykardioli-
pinowe, KKI — krazace
kompleksy immunolo-
giczne, PEG — glikol
polietylenowy

RYCINA 2 Poréwnanie
czestosci wystepowania
preciwciat antykardio-li-
pidowych oznaczanych
w surowicy i we frakcji y
(krazace kompleksy
immunologiczne). Skréty:
patrz RYCINA 1

surowica

supernatant po PEG wytracanie PEG 6000
osad PEG
(KKI)
wytrgcanie
supernatant w pH = 2,5 frakcji y
po frakeji y (nasgczony siarczanem amonu)
frakcjay
z osadu PEG
ACA
biatko
awidnos$¢
% 100

czesto$¢ wystepowania

ACA+

ACA surowica ACA kompleksy

ACA w surowicy i kompleksach

U dzieci zdecydowanie czesciej stwierdza sie
takie objawy, jak matoplytkowos¢ i livedo reti-
cularis, uwzglednione w kryteriach APS propo-
nowanych przez Alarcon-Segovie*, niz zakrze-
pice tetnicza czy zylna. Wystepuja one jako ob-
jawy rozproszone; niewiele przypadkéw spelnia
pelne kryteria APS zgodnie ze zmodyfikowany-
mi kryteriami APS z Sydney z 2004 roku.’ Wia-
ze sie to takze ze specyfika odpowiedzi immuno-
logicznej w uktadowych chorobach zapalnych wie-
ku rozwojowego. Odpowiedz immunologiczna
u dzieci, wyrazajaca sie obecno$cia przeciwcial,
jest znacznie stabsza niz u dorostych.® Sytuadje,
w ktérych objawom klinicznym charakterystycz-
nym dla APS nie towarzysza serologiczne marke-
ry APS, nie naleza do rzadkosci. Niektérzy auto-
rzy rozwazaja, czy mozna rozpoznaé¢ APS w przy-
padku braku kryteriéw serologicznych (tj. braku
przeciwcial ACA, antykoagulantu tocznia [lupus
anticoagulant — LAC] czy przeciwciat przeciwko
B,-glikoproteinie I [anty-B,-GPI), a wiec czy moz-
na analogicznie do seronegatywnego RA méwic
o seronegatywnym APS.

Przyczyna braku w surowicy przeciwcial anty-
fosfolipidowych (antiphospholipid antibodies

— APA) charakterystycznych dla APS moze by¢
zwigzanie ich w tkance w postaci komplekséw
immunologicznych in situ oraz w postaci kraza-
cych komplekséw immunologicznych (KKI). Ba-
dania wlasne wykazaly czesta obecno$¢ KKI za-
réwno w mlodzienczym idiopatycznym zapale-
niu stawéw (juvenile idiopathic athritis— JIA), jak
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iw mlodzienczym toczniu rumieniowatym ukta-
dowym (juvenile systemic lupus erythematosus —
JSLE; dane wlasne, niepublikowane).

Celem pracy byta ocena aktywnosci ACA wy-
stepujacych w KKI u dzieci chorych na JIA i JSLE
oraz wstepna charakterystyka i poréwnanie sity
wiazania (awidnosci) wolnych przeciwciat ACA
i zwiazanych w KKI.

PACJENCI | METODY Badano surowice 31 pa-
¢jentéw: 15 chorujacych na JSLE i 16 choruja-
cych na JIA.

Wiek, w ktérym doszto do zachorowa-
nia w grupie dzieci chorych na JSLE, wyno-
sit 11-18 lat, $rednio 15 lat; byly to dziew-
czynki. SLE rozpoznano, stosujac kryteria
American Rheumatism Association dla SLE u do-
rostych z 1997 roku.’

Wiek, w ktérym doszlo do zachorowania w gru-
pie dzieci z JIA, wahat sie w granicach 3-16 lat,
$rednio 9 lat. W grupie chorych na JIA bylo 12
dziewczynek i 4 chtopcéw. JIA rozpoznawano
zgodnie z definicja choroby wedtug klasyfikacji
ILAR?® u dzieci, u ktérych zapalenie stawéw wy-
stapito przed 16. rokiem zycia, proces zapalny
w stawach utrzymywat sie dluzej niz 6 tygodni
i wykluczono inne przyczyny zmian zapalnych
w stawach (w tym infekcyjne). Surowice pobiera-
no u dzieci z JIA o poczatku ukltadowym (3 dzie-
ci) i wielostawowym (13 dzieci).

0Od 16 dzieci z JIA surowice pobrano w aktyw-
nej fazie zapalenia staw6w, ocenianej w badaniu
klinicznym oraz ultrasonograficznie, co nie za-
wsze koreluje w JIA ze zwiekszeniem wskazni-
kéw ostrej fazy.

Miano ACA w klasie immunoglobulin G (IgG)
w surowicy oznaczono testem Hycor (Biomedi-
ca Poland Sp. z 0.0.), przyjmujac za warto$¢ do-
datnia wartosci >30 jednostek GPL/ml. Wyniki
te potwierdzono testem Harrisa w modyfikacji
wlasnej, przyjmujac za wynik dodatni cut-off >4
SD; ACA IgG -0,041, 1SD -0,017.

W grupie kontrolnej 33 zdrowych dawcéw mia-
no ACA wynosito 9,6-22 U/ml; $rednie miano
ACA -14,5U/ml; 15,4 +1 SD, 1SD - 3,5; cut-off
- 28,72; n=29. Oznaczono réwniez miano ACA
zwigzanych w krazacych kompleksach immuno-
logicznych oraz awidnos$¢ ACA.

Analize wystepowania i awidnosci ACA obec-
nych w KKI przeprowadzano dwuetapowa me-
toda wlasna opracowana w Zakladzie Mikrobio-
logii i Serologii Instytutu Reumatologii, polega-
jaca na wytracaniu KKI PEG 6000 wedtug Swier-
czynskiej i wsp.?, a nastepnie, po rozpuszcze-
niu osadu PEG-6000 w buforze Tris-HCI 0,05
M o pH=2,50 (w celu zdysocjowania przeciwciat
od antygenéw w KKI), na wytraceniu nasaczonym
siarczanem amonu frakgcji y (do 33% nasaczenia
siarczanem amonu) z osadem PEG-6000'%.Tak
uzyskany osad immunoglobulin rozpuszczano
w plynie buforujacym surowice o pH="7,40 i ozna-
czano w nim stezenia biatka (metoda spektrofo-
tometryczna wg Kalekara) oraz miana i awidnosé
ACA (metodami opisywanymi powyzej).
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Schemat metody wytracania i dysocjacji suro-
wiczych KKI przedstawiono na RYCINIE 1.

Oznaczanie awidno$ci ACA surowiczych i uzy-
skanych z KKI (opisana powyzej metoda) wyko-
nywano wedtug Bauera i wsp.!" Réznila sie ona
od klasycznej metodyki testu ELISA tylko tym,
ze po inkubacji surowic na 96-dotkowych plyt-
kach titracyjnych do ELISA stosowano inkuba-
¢je z 8 M mocznikiem w celu oddysocjowania puli
przeciwcial o mniejszej awidnosci.

Zwykle w metodzie Bauera i wsp. stosuje sie
rozcieniczenia mocznika 2-16 M, a awidno$¢ wy-
razona jest liczbowo w jednostkach RAU (rela-
tive avidity units), co praktycznie oznacza naj-
mniejsze stezenie mocznika, przy ktérym nate-
zenie odczynu wyrazone w O.D. 450 nm zmniej-
sza sie (w stosunku do kontroli bez mocznika)
co najmniej o 50%.

WYNIKI W kompleksach immunologicznych izo-
lowanych z surowic dzieci chorych na JIA i SLE

stwierdzano aktywnos$é ACA. ACA niezwigzane

w surowicy, ktérych miano byto >30 GPL, stwier-
dzono u 8 z 31 pacjentéw, co stanowi 25,8%. ACA
oznaczone w krazacych kompleksach immuno-
logicznych w mianach >30 GPL stwierdzono u12

z 31 pacjentéw, co stanowi 38,7%, w tym u 5 dzie-
ci byly obecne zar6wno ACA wolne w surowicy, jak

izwigzane w kompleksach, a u 7 (22%) stwierdza-
no ACA tylko w KKI (RYCINA 2).

Wiekszo$¢ sposrod 8 pacjentdw, u ktdrych mia-
no wolnych ACA w surowicy wynosito >30 GPL,
stanowili chorzy z JSLE - 5 pacjentéw (62,5%);
3 pacjentéw (37,5%) chorowato na JIA.

W grupie 12 pacjentéw, u ktérych stwierdzano
ACA zwiazane w kompleksach, przewazali cho-
rzy na JIA - 9 (75%), chorych na JSLE bylo 3
(25%).

W grupie dzieci z JIA poréwnano wartosci
wskaznikéw zapalnych: OB i biatko C-reaktywne
(C-reactive protein — CRP). ACA stwierdzano cze-
$ciej u dzieci, u ktérych wskazniki zapalne osia-
galy duze wartoéci.

W grupie bez ACA $rednia warto$¢ OB wyno-
sita 10 mm/h, a stezenie CRP 15 mg/l. W gru-
pie z dodatnim mianem ACA w surowicy $rednia
warto$¢ OB wynosita 43 mm/h, a stezenie CRP
58,3 mg/l, w grupie z dodatnim mianem ACA
zwiazanych w kompleksach immunologicznych
$rednia warto$é OB wynosita 59 mm/h, a steze-
nie CRP 56,2 mg/1; (TABELA 1).

U dzieci z JIA poréwnano réwniez miana
przeciwcial przeciwjadrowych (antinuclear anti-
bodies - ANA) (na podstawie sredniej arytmetycz-
nej), otrzymujac wyniki: grupa bez ACA - $rednie
miano ANA 1/220, dodatnie ACA niezwigzane —
1/215, dodatnie ACA zwiazane w kompleksach

- 1/145. Najmniejsze miano ANA stwierdzono
w grupie dzieci, u ktérych ACA byly wykrywane
w kompleksach immunologicznych.

U chorych na SLE poréwnano OB, miano ANA
i aktywnoé¢ choroby w skali SLEDAI'? w korela-
¢ji z obecnoscig ACA.

Srednie OB w grupie bez ACA wynosito
20 mm/h, w grupie dodatnich wolnych ACA -
29 mm/h, podobnie w grupie dodatnich ACA
zwigzanych w kompleksach — 29 mm/h.

W grupach dodatnich mian ACA wolnych i zwia-
zanych w kompleksach wykazano wieksze miana
ANA - na podstawie $redniej arytmetycznej (od-
powiednio 1/426 11/371) w poréwnaniu z grupa
ACA-ujemna (1/653) (TABELA 2).

Wyniki badania awidnosci ACA wykazaly po-
réwnywalne wartosci u chorych z JIA i JSLE.
Awidno$¢ duza stwierdzano u 64% chorych z JIA
166% chorych z JSLE, mala za$ u 36% chorych
z JIA 1 33% chorych z JSLE.

W analizowanej grupie nie stwierdzono obja-
woéw zakrzepicy, dzieci nie spelniaty obowiazuja-
cych kryteriéw klinicznych rozpoznania APS (kry-
teriéw Sydney 2004).% Stwierdzano natomiast
matoplytkowo$¢ i livedo reticularis — czesciej u pa-
cjentéw zaréwno z ACA wolnymi, jak i zwiazany-
mi w kompleksach, niz u tych bez ACA.

WNIOSKI  ACA naleza do duzej grupy APA, kt6-
re skierowane s3 przeciwko ujemnie natadowa-
nym fosfolipidom powierzchni bton komérko-
wych. Przeciwciala te wystepuja w przebiegu za-
palnych uktadowych choréb tkanki tacznej, gtow-
nie SLE i choroby toczniopodobnej, ale takze JIA.
Pojawiaja sie réwniez przejsciowo w przebiegu
infekcji, stanéw zapalnych zwigzanych z uszko-
dzeniem lub aktywacja $rédbtonka naczyn oraz
w przebiegu choréb nowotworowych; ich obec-
no$¢ moze by¢ indukowana lekami, moga tez wy-
stepowad u ludzi zdrowych.

W przebiegu APS wystepuja ACA, przeciw-
ciata przeciwko fosfatydylocholinie, fosfatydylo-
etanoloaminie oraz przeciwciata przeciwko ko-
faktorom biatkowym niezbednym do potacze-
nia z fosfolipidami blon komoérkowych: anty-
B.-GPI, przeciw protrombinie, a takze przeciwciata
przeciwko aneksynie V, biatkom C, S, przeciwko
oksydowanym lipoproteinom o matej gestosci,
przeciw trombomudulinie, przeciwciata przeciw-
mitochondrialne typu M-5, przeciwciala przeciw-
plytkowe, antyerytrocytarne, przeciw komor-
kom srédbtonka i ANA. LAC uwaza sie obecnie
za heterogenna grupe autoprzeciwciat. Obecnos¢
APA, a zwlaszcza ACA, LAC i anty-[3,-GPI, prowa-
dzi do zaburzen hemostazy o charakterze proza-
krzepowym. Mimo coraz wiekszej wiedzy na te-
mat mechanizméw immunologicznych nadal nie
udalo sie ostatecznie wyjasni¢ roli patogenetycz-
nej APA u dzieci.

W surowicach pacjentéw pediatrycznych
przeciwciala markerowe wystepuja z 2-3 razy
mniejsza czestoscia niz u dorostych.8 Przykta-
dem tego jest wystepowanie czynnika reuma-
toidalnego w klasie IgM w JIA u 30% pacjentéw
pediatrycznych; u chorych dorostych z RA jest
to okoto 75%.

Wedlug danych z literatury przeciwciata ACA
wystepuja érednio u 56% dzieci z JSLE,"® w ba-
daniach wlasnych stwierdzilismy je u 36%, jed-
nak do petnoobjawowego APS dochodzi $rednio
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TABELA 1 Warto$ci wskaznikéw zapalnych w grupach dzieci JIA z ACA
oznaczanymi w surowicy, ACA w kompleksach immunologicznych i u dzieci bez ACA

Dzieci z JIA

Srednia warto$¢ CRP (mg/l)

Srednia warto$é OB (mm/h)

ACA + wolne 43 58
ACA + kompleksy 59 56
ACA (-) 10 15

Skréty: ACA — przeciwciata antykardiolipinowe, JIA — miodziencze idiopatyczne
zapalenie stawow

TABELA 2 Aktywno$c¢ SLE wg indeksu SLEDAI

Liczba dzieci z JSLE Aktywnos$¢

w grupach niska $rednia wysoka

3-10 punktoéw 11-19 punktéw >20 punktéw

ACA (-)
6 dzieci 2 (33%) 3(50%) 1(17%)
ACA + surowica
6 dzieci 1(17%) 2 (33%) 3(50%)
ACA + kompleksy
7 dzieci 2 (28%) 4 (57%) 1(14%)

Skréty: JSLE — miodzieficzy toczen rumieniowaty uktadowy, SLE — toczen
rumieniowaty uktadowy, pozostate — patrz TABELA 1

u 9% pacjentéw z JSLE. Czestos¢ ta jest zdecydo-
wanie mniejsza niz u 0séb dorostych. Obowiazu-
jace obecnie kryteria z Sydney z 2004 roku, obej-
mujace epizody zakrzepicy tetniczej, zylnej oraz
niepowodzenia poloznicze przy obecnosci LAC,
ACA lub anty-B,-GPI, nie spelniaja oczekiwan pe-
diatréw zajmujacych sie APS.

U dzieci zdecydowanie cze$ciej stwierdza sie
takie objawy, jak matoptytkowos¢ i livedo reticu-
laris, uwzglednione w kryteriach APS propono-
wanych przez Alarcon-Segovie*, niz zakrzepice
tetnicza czy zylna.

W przedstawionej pracy wolne ACA w kraze-
niu (w mianach >30 U/ml GPL) wykryto niemal
w co czwartej surowicy i niemal we wszystkich
przypadkach byly to przeciwciata o matej awid-
noéci. Czesto$¢ wystepowania przeciwcialt ACA
roznila sie istotnie miedzy grupami JIA i JSLE,
ibyla zblizona do przecietnej czestosci wykrywa-
nia przeciwcialt ACA w grupach ,,pediatrycznych”.
Niewielka liczebnos¢ grupy surowic od pacjentéw
ACA-dodatnich nie pozwala na wycigganie szcze-
gbtowych wnioskéw dotyczacych czestosci wyste-
powania przeciwciat ACA w JIA vs JSLE, ale po-
dobnie jak w grupie pacjentéw dorostych, czestos¢
wystepowania przeciwciat ACA u chorych na RA
jest z reguly mniejsza niz w przebiegu SLE.'*

Stwierdzano takze aktywno$¢ ACA zwigzanych
w KKI izolowanych z surowic dzieci z JIA i SLE.

ACA w kompleksach wystepowaly czesciej
(38,7%) niz wolne ACA oznaczane w surowi-
cy (25,8%). W 7 z 31 przypadkéw (tj. 22%)
ACA wystepowaly tylko w KKI, a surowice byty
ACA-ujemne. ACA w KKI czesciej stwierdzano
u pacjentéw z JIA, a ACA niezwigzane czesciej
u pacjentéw z JSLE.

Znany jest fakt wystepowania ACA w JIA, nie
zdefiniowano jednak ich powiazan klinicznych.'516
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W grupie chorych na JIA, u ktérych wystepowa-
ty ACA, nie potwierdzono objawéw klinicznych
APS. Niekt6rzy autorzy sugeruja, ze ACA w RA
moga by¢ niespecyficznym markerem aktyw-
nosci immunologicznej.!” U naszych pacjentéw
z JIA stwierdziliémy wieksze poziomy wskazni-
kéw ostrej fazy w grupie pacjentéw z obecnymi
ACA w surowicy i ACA w kompleksach niz w gru-
pie chorych ACA-ujemnych. Natomiast miano
ANA w grupie ACA-dodatniej byto nieznacznie
mniejsze niz w grupie ACA-ujemne;j.

U tych dzieci z JSLE, u ktérych wystepowaly
ACA wolne lub zwigzane, odnotowano wieksze
miano ANA niz u dzieci bez ACA.

ACA wystepujace w KKI to w niemal 70% (dla
obu grup JIA i JSLE) przeciwciala o duzej lub
zwiekszonej awidnosci. A zatem przeciwciala
ACA o zwiekszonej awidnosci, czyli takie, kto-
re moga aktywowa¢ uktady efektorowe organi-
zmu (komplement czy cytokine, limfocyty T),
sa zneutralizowane w KKI, co moze mie¢ znacze-
nie ochronne w przebiegu choroby. Mozna przy-
puszczad, ze antygenem wystepujacym w tych
KKI moze by¢ jakis$ niskoczasteczkowy fosfolipid
zwiazany z apolipoproteing (np. z 3,-GPI) lub in-
nymi biatkami wiazacymi PL (np. ANX-V), a moze
nawet z CRP, przeciwko ktéremu stwierdza sie
przeciwciala w SLE. Sktad KKI wystepujacych
w JSLE i JIA bedzie przedmiotem odrebnej pra-
cy (w przygotowaniu).

Konieczna jest kontynuacja badan obejmuja-
cych liczniejsza grupe pacjentéw, jednak wydaje
sie, ze badania serologiczne dotyczace APS po-
winny uwzglednia¢ przeciwciata zwigzane w KKI,
tzn. ACA zwiazane w KKI lub in situ w tkance, na-
wet jesli ten typ przeciwcial nie zostat uwzgled-
niony w kryteriach APS.
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ABSTRACT

BACKGROUND The presence of antiphospholipid antibodies (APA), especially anticardiolipin antibod-
ies (ACA), antibodies against B,-glikoprotein | and lupus anticoagulant leads to thrombotic disorders.
The pathogenetic role of APA in children is not exactly explained. The frequency of occurrence of APA
and antiphospholipid syndrom in children is 2 to 3 times lower than in adults.

0BJECTIVES The aim of the study was to indicate the presence of ACA in circulating immunological
complexes (CIC) from sera of patients suffering from juvenile idiopathic arthritis (JIA) and juvenile
systemic lupus erythematosus (JSLE).

PATIENTS AND METHODS 31 sera were investigated, 16 from JIA patients and 15 from JSLE patients.
The free ACA IgG class, ACA bound in CIC were estimated by the ELISA method (after dissociation
of CIC and y-fraction paecipitation).

RESULTS In CIC isolated from sera of JIA and JSLE patients ACA were discovered. ACA, possessing
high avidity, in CIC were more frequently discovered than unbound ACA (38.7% vs. 25.8%).
concLusions ACA in CIC were more frequent in sera of JIA patients, unbound ACA were more
frequent in sera of JSLE patients.
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