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STRESZCZENIE

wPROWADZENIE  Wigkszo$¢ pozawatrobowych manifestacji zakazenia wirusem zapalenia watroby
typu C (hepatitis C virus — HCV) wiaze sie z oddziatywaniem wirusa na uktad odporno$ciowy czto-
wieka. Waznym elementem patogenezy zaburzef immunologicznych w przewlekiych zakazeniach jest
obecnos$¢ krazacych komplekséw immunologicznych. Analiza sktadu komplekséw immunologicznych
jest trudna, gdyz przeciwciata zwigzane z antygenami mogg ,wymykac sie” klasycznym metodom
oznaczania.

ceLe  Oznaczenie miana przeciwciat antykardiolipinowych (anticardiolipin antibodies — ACA) w krio-
globulinach pacjentéw zakazonych HCV przed zdysocjowaniem komplekséw immunologicznych oraz
po nim, a takze ocena korelacji wynikéw z objawami klinicznymi.

PACJENCI | METODY Badano materiat pobrany od 27 pacjentéw (19 kobiet i 8 mezczyzn) zakazonych
HCV z krioglobulinemia.

wyYNIKI - W 59% przypadkéw w krioprecypitacie wykryto ACA zwigzane w kompleksach immuno-
logicznych przy braku tych przeciwciat w surowicach. Korelacja pomiedzy wystepowaniem w krio-
precyptacie (przed dysocjacja komplekséw) przeciwciat przeciwko HCV (anty-HCV) i ACA wynosita
0,47213 (p <0,01). Korelacja pomigdzy obecnos$cig anty-HCV i ACA we frakcji immunoglobulin
w zdysocjowanych krioprecypitatach wynosita 0,61 (p = 0,0007). Stwierdzono istotny statystycznie
zwigzek pomiedzy wystepowaniem plamicy (vasculitis) a obecno$cig ACA w krioprecypitacie przed
zdysocjowaniem komplekséw immunologicznych (p <0,002) oraz po nim (p <0,05).

wnioski W badanej grupie chorych zakazonych HCV z krioglobulinemiag w znacznym odsetku przy-
padkéw w krioprecypitacie po zdysocjowaniu komplekséw immunologicznych mozna wykryé ACA
niewystepujace w surowicy. Obecno$é ACA w krioprecypitacie w sposdb istotny statystycznie
koreluje z wystepowaniem zmian skérnych typu vasculitis.

WPROWADZENIE Zakazenie wirusem zapalenia
watroby typu C (hepatitis C virus — HCV) moze
wywolywa¢ liczne manifestacje pozawatrobowe.
Mechanizmy, ktére moga by¢ odpowiedzialne
za wystapienie tych objawdw, nie zostaly dobrze
poznane. Najlepiej udokumentowana manifesta-
cja pozawatrobowa zakazenia HCV jest krioglo-
bulinemia, definiowana jako obecnosé¢ we krwi

immunoglobulin odwracalnie precypitujacych
w chlodzie. Melzer w 1966 roku' opisat zespét
3 objaw6w typowych dla krioglobulinemii (triada
Melzera): plamice, béle stawéw i ostabienie. Nie-
kiedy towarzyszy¢ im moze polineuropatia obwo-
dowa i uszkodzenie nerek przebiegajace z prote-
inurig oraz zespotem nerczycowym.
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Wydaje sie, ze wiekszo$¢ pozawatrobowych
manifestacji zakazenia HCV wiaze sie z oddzia-
tywaniem wirusa na uktad odpornosciowy czto-
wieka. Waznym elementem patogenezy zaburzen
immunologicznych w przewlektych zakazeniach
jest obecnos$¢ krazacych komplekséw immuno-
logicznych (KKI). Analiza sktadu komplekséw
immunologicznych jest trudna, gdyz przeciw-
ciala zwigzane z antygenami moga ,wymykac sie”
klasycznym metodom oznaczania. Kriprecypi-
tat jest szczegdlnym rodzajem zbioru komplek-
s6w immunologicznych, immunoglobulin i wielu
innych sktadnikéw — nadal nie do konca pozna-
nym. Wiadomo, ze w precypitujacym w chtodzie
kompleksie znajduja sie czastki HCV, czynniki
reumatoidalne oraz przeciwciata przeciwko HCV
(anty-HCV),? ale jego sktad nie zostat do kotica
poznany. W niniejszym badaniu podjeto prébe
oceny czesto$ci wystepowania przeciwciat anty-
kardiolipinowych (anticardiolipin antibodies — ACA)
ianty-HCV u pacjentéw zakazonych HCV z krio-
globulinemia — zaréwno w surowicy, jak i w krio-
precypitacie — przed zdysocjowaniem komplek-
s6w immunologicznych i po nim.

PACJENCI I METODY Badano surowice i kriopre-
cypitaty 27 pacjentéw zakazonych HCV z krioglo-
bulinemia: 19 kobiet (70%) i 8 mezczyzn (30%).
Srednia wiek wynosita 48,8 roku (32-66 lat).

U 11 os6b (46%) stwierdzono zmiany skérne
typu vasculitis, u 16 0séb (59%) nasilone dolegli-
wosci stawowe, u 7 za$ inne objawy:

1 polineuropatia - u 2 os6b

2 zapalenie naczyniéwki oka — u 1 osoby

3  zespoét Behgeta — u 1 osoby

4 chloniak nieziarniczy w wywiadzie — u 3 oséb.

Krioglobuliny oznaczano metoda wedltug
Broueta i wsp.?

Analize obecnosci przeciwcial anty-HCVi ACA
obecnych w KKI, ktére stanowia czes¢ krioprecy-
pitatu, przeprowadzono dwuetapowa metoda wia-
sna opracowana w Zakladzie Mikrobiologii i Sero-
logii Instytutu Reumatologii, polegajaca na wy-
tracaniu KKI glikolem polietylenowym 6000 we-
diug Swierczyﬁskiej iwsp.4, a nastepnie - po roz-
puszczeniu krioglobulin w buforze Tris-HCI 0,05
M o pH = 2,50 (w celu zdysocjowania przeciw-
cial od antygenéw w KKI) — na wytraceniu na-
saczonym siarczanem amonu frakeji y (do 33%
nasaczenia siarczanem amonu) z krioglobulina-
mi. Uzyskany osad immunoglobulin rozpuszcza-
no w plynie buforujacym surowice o pH = 7,40
ioznaczano w nim stezenie biatka (metoda spek-
trofotometryczna wg Kalekara) oraz miana i awid-
noé¢ ACA (metodami opisywanymi powyzej).?

Miano ACA (w klasie immoglobulin G [IgG])
oznaczano metoda ELISA na zestawach typu
Autostart™ II ACA IgG firmy Hyeor Biomedical
GmbH (Niemcy), dystrybutor Biomedica Poland
Sp. z o.0.

Miano przeciwciat anty-HCV oznaczano meto-
da ELISA na zestawach typu ETI-AB-HCVK-4 fir-
my Dia Sorin S.p.A (Wtochy), dystrybutor Biom-
dica Poland Sp. z o.0.

Analize statystyczna przeprowadzono z uzy-
ciem testu Wilcoxona. Zwiazki miedzy zmien-
nymi natury iloéciowej zbadano za pomoca ana-
lizy korelacji z uzyciem wspétczynnika korelacji
Spearmana.

WYNIKI  Analizowano czesto$¢ wystepowania
ACA ianty-HCV w surowicach, krioprecypitatach
oraz frakgji y izolowanej z KKI w grupie pacjen-
téw przewlekle zakazonych HCV. Wyniki przed-
stawiono w TABELI 1. W zadnej z badanych suro-
wic nie wykryto wolnych ACA i tylko w jednym
z badanych krioprecypitatéw przed dysocjacja
wykryto ACA. Po zdysocjowaniu komplekséw
immunologicznych, w krioprecypitacie, we frak-
¢ji y w 16 przypadkach (59%) znaleziono ACA
(klasy IgG).

We wszystkich surowicach wystepowaly
przeciwciata anty-HCV, ale tylko w 14 z bada-
nych krioprecypitatéw (52%) przed dysocjacja wy-
kryto anty-HCV. Po zdysocjowaniu komplekséw
immunologicznych w krioprecypitacie we frakeji
gamma w 9 przypadkach wykryto przeciwciata
anty-HCV (klasy IgG).

Przeanalizowano wzajemne korelacje wyste-
powania ACA i anty-HCV, poniewaz wyniki ozna-
czen wystepujacych przypadku obu tych przeciw-
cial wykazywaly, ze ACA wystepuja gtéwnie w KKI,
za$ anty-HCV we wszystkich 3 analizowanych ma-
teriatach. Wartosci wsp6lczynnikéw koreladji (r)
wystepowania ACA i anty-HCV przedstawiono
W TABELI 2.

Korelacja miedzy obecnoscia ACA w krioprecy-
pitacie i we frakeji IgG po zdysocjowaniu komplek-
s6w w krioprecypitacie wynosita 0,796 (p <0,001).
Korelacja miedzy wystepowaniem w krioprecyp-
tacie (przed dysocjacja komplekséw) anty-HCV
i ACA wynosita 0,47213 (p <0,01). Korelacja mie-
dzy obecnoscig ACA we frakgji IgG po zdysocjowa-
niu komplekséw immunologicznych w krioprecy-
pitacie a obecnoscia anty-HCV w krioprecypita-
cie przed dysocjacja wynosita 0,684 (p <0,0001).
Korelacja miedzy obecnoscia anty-HCV i ACA
we frakcji immunoglobulin w zdysocjowanych
krioprecypitatach wynosita 0,61 (p = 0,0007).

Stwierdzono istotny statystycznie zwiazek mie-
dzy wystepowaniem zmian skérnych a obecno-
$cia ACA w krioprecypitacie przed zdysocjowa-
niem komplekséw immunologicznych (p <0,002)
oraz po nim (p <0,05), a takze istotny statystycz-
nie zwiazek pomiedzy wystepowaniem bo6léw sta-
woéw a obecnosciag ACA w krioprecypitacie przed
zdysocjowaniem komplekséw immunologicznych
(p <0,05) oraz po nim (p <0,03).

OMOWIENIE
lipidowego zwigzanego z obecnosciag ACA zmie-
niala sie kilkakrotnie w ciagu ostatniego trzy-
dziestolecia. Gl6wne kryteria kliniczne to wy-
stepowanie incydentéw zakrzepowych oraz nie-
powodzen potozniczych. Jednak z zespoltem
antyfosfolipidowym mozna wigzaé rézne obja-
wy stwierdzane przez lekarzy wielu specjalno-
$ci medycznych. Stwierdzono takze przejsciowe

Definicja zespolu antyfosfo-
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TABELA 1

z wirusowym zapaleniem watroby typu C

Analizowany materiat

Czestos¢ (%) wystepowania ACA i anty-HCV w surowicach, krioprecypitatach oraz frakcji y izolowanej z KKl w grupie pacjentéw

Swoisto$¢ przeciwciata

ACA (IgG)

%

anty-HCV (lgG)

surowica petna 0/21 0 21/21 100
krioprecypitat 1/21 3,1 14/27 52
frakcja y z krioprecypitatu? 16/27 59 9/21 33

a Frakcja y stracana na kwasno (pH = 2,50) z krioprecypitatu

Skréty: ACA — przeciwciata antykardiolipinowe, anty-HCV — przeciwciata przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu C, IgG — immunoglobuliny G,
KKI — krazace kompleksy immunologiczne

TABELA 2 Korelacja (r) wystgpowania ACA i anty-HCV (liczone testem Spearmana) w surowicach, krioprecypitacie i w frakcjach y z KKI

Korelowane warto$ci

ACA
surowica

ACA
krioprecypitat

ACA

z frakeji y

anty-HCV
krioprecypitat

anty-HCV z frakcji y

ACA - surowica brak brak brak brak
ACA — krioprecypitat brak 0,79 0,47 brak
p <0,001 p <0,01
ACA z frakcji v (z krioprecypitatu) brak 0,79 0,68 0,61
p <0,001 p <0,0001 p = 0,0007
anty-HCV — krioprecypitat brak 0,47 0,68 0,71
p <0,01 p <0,0001 p <0,0001
anty-HCV z frakcji y (z krioprecypitatu) ~ brak brak 0,61 0,71
p = 0,0007 p <0,0001

Skréty: patrz TABELA 1
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pojawianie sie ACA podczas infekcji. W tych przy-
padkach zazwyczaj ich miano byto male i nie

stwierdzano incydentéw zakrzepowych. U os6b

zakazonych HCV wykrywano ACA w okoto 15%
przypadkéw, zazwyczaj w matych mianach.” Zwra-
cauwage, ze w badanych 27 przypadkach w zadnej

z surowic nie wykryto ACA, za$ w krioprecypita-
cie przed zdysocjowaniem komplekséw — tylko w 1
przypadku. Sa to wyniki odbiegajace od podawa-
nych w pi$miennictwie. Badana grupa pacjentéw

byta jednak wyselekcjonowana - wszyscy chorzy
mieli wyrazna krioglobulinemie i kompleksemie,
mozna wiec oczekiwa¢, ze ACA moga by¢ czesciej

wiazane w kompleksy immunologiczne.

Po zdysocjowaniu komplekséw z krioprecypita-
tu ACA wykryto w 16 przypadkach (59%). Wiado-
mo, ze czasteczki HCV wiaza sie w surowicy z lipo-
proteinami o bardzo matej gestosci (very low densi-
ty lipoprotein — VLDL). Twory te sa zazwyczaj nie-
trwale i heterogenne, i wystepuja w matych steze-
niach, ich doktadna charakterystyka nie jest wiec
znana. Mozna jednak przypuszczac, ze tego rodza-
ju struktury (HCV+VLDL) moga wiazac¢ przeciw-
ciala przeciwko fosfolipidom, w tym ACA. Mozna
wstepnie przypuszczacé, ze anty-HCV i ACA wcho-
dza w skiad okreslonego typu komplekséw krio-
precypitujacych. Przypuszczalny skiad takiego
kompleksu (krioglobuliny) to: HCV + anty-HCV
+ czynnik reumatoidalny + VLDL + ACA.

Obecnos¢ czynnika reumatoidalnego i anty-

-HCV w kriprecypitacie wykazywano we wcze-
$niejszych doniesieniach.?

Z drugiej strony uzyskane wyniki moga wska-
zywac na wystepowanie co najmniej 2 typéw KKI:
zawartych w krioprecypitatach i w supernatancie
znad krioprecypitatu. W supernatantach znad
krioprecypitatu wykryto KKI i anty-HCV w du-
zym mianie, co moze $wiadczy¢ o obecnosci w nich
innego typu komplekséw immunologicznych.

Zwiazek pomiedzy wystepowaniem zmian
skérnych i dolegliwosci stawowych a obecnoscia
ACA wymaga dalszej oceny, ale nie mozna wyklu-
czy¢ roli tych przeciwcial w indukowaniu przynaj-
mniej niektérych objawéw zwigzanych z krioglo-
bulinemia. Trudnosci diagnostyczne moga wia-
za¢ sie z faktem, ze ACA s3 wiazane w komplek-
sy 1 nie s3 wykrywane w powszechnie wykony-
wanych testach stuzacych do oznaczania ACA
w surowicy. Celowe wydaje sie zatem badanie
obecnosdci i sktadu KKI wystepujacych u chorych
zakazonych HCV.

WNIOSKI W badanej grupie chorych zakazo-
nych HCV z krioglobulinemia w znacznym od-
setku przypadkéw w krioprecypitacie po zdyso-
cjowaniu komplekséw immunologicznych mozna
wykryé ACA niewystepujace w surowicy.

Obecnos¢ ACA w krioprecypitacie w sposéb
istotny statystycznie koreluje z wystepowaniem
zmian skérnych typu vasculitis.
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ABSTRACT

INTRODUCTION ~Most extrahepatic manifestations of the hepatitis C virus (HCV) infection are connected
with influence of virus on the host’s immune system. An important part of immunologic disturbances
in chronic infections is the presence of circulating immune complexes. Standard serologic methods
are not applicable in analysis of complexes composition.

0BJECTIVES Detection of anticardiolipin antibodies (ACA) in cryoglobulins of patients with the HCV
infection before and after dissociation of immune complexes.

PATIENTS AND METHODS ~ Sera and croglobulins of 27 patients (19 female, 8 male) with chronic hepa-
titis C and with cryoglobulinemia were tested.

RESULTS ACA were searched in serum and cryoprecipitate of 27 HCV infected patients with cryo-
globulinemia — before and after dissociation of immune complexes. The presence of ACA was not
confirmed in sera, but in 59% of cases they were detected in dissociated complexes from cryopre-
cipitate. The correlation between the presence of anti-HCV antibodies and ACA in cryoprecipitate
before dissociation of immune complexes was 0.47 (p <0.01) and after dissociation — 0.61 (p =
0.0007). There was a statistically significant correlation between the presence of purpura (vasculitis)
and the presence of ACA before (p <0.002) and after dissociation of complexes (p <0.05).
concLusions In the tested group of patients there was a high incidence of ACA (non detectable
in sera) detectable after dissociation of immune complexes from cryoglobulins. The presence of ACA
in cryoprecipitate is significantly connected with clinical signs of cutaneus vasculitis.
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