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W hodowli komaorek jednojqdrzastych krwi obwodowej pochodzqcych
od chorych z poznq boreliozq z Lyme, inkubowanych z antygenami Bor-
relia burgdorferi, nastqpil wzrost stezenia rozpuszczalnych biatek sFas
i sFasL, ktore mogq hamowacé fizjologicznq apoptoze komorek ukiadu
odpornosciowego, w tym limfocytow T. Sugeruje to zaburzenia apopotozy
aktywowanych limfocytow T, ktore mogq sie przyczyniacé do podtrzymy-
wania przewleklego odczynu zapalnego w boreliozie z Lyme.
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WSTEP

Borelioza z Lyme jest wielopostaciowa choroba zakazna, ktorej czynnik etiologiczny,
kretek Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.), przenoszony jest na cztowieka
z rezerwuaru zwierzgcego przez kleszcze Ixodes (1). Objawy wystgpujace w przebiegu
przewleklego zakazenia dotycza najczeSciej uktadu narzadéw ruchu, zwtlaszeza duzych
stawow konczyn, oraz osrodkowego i obwodowego uktadu nerwowego. W zajetych tkan-
kach kretki sa stosunkowo nieliczne i czgsto trudne do wykrycia, obserwuje si¢ natomiast
tworzenie i przewlekle utrzymywanie naciekow zapalnych, zawierajacych m.in. rézne
subpopulacje limfocytéw (1,2). W czesci przypadkow choroba ma przebieg wieloletni,
a u pewnego odsetka chorych objawy utrzymuja si¢ mimo wielokrotnej antybiotykoterapii
(1). Zjawiska te nasungty podejrzenie udziatu w patogenezie boreliozy z Lyme procesow
o charakterze autoimmunologicznym podtrzymujacych odczyn zapalny po eliminacji pato-
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genu (1,3). Zaobserwowano pewne analogie w charakterze nacieku zapalnego i patogenezie
pomiedzy przewlektym boreliozowym zapaleniem stawow a reumatoidalnym zapaleniem
stawow (rzs), jednak charakter proceséw autoimmunologcznych w boreliozie pozostaje
nadal niejasny (2,4,5).

W regulacji odpowiedzi zapalnej i immunologicznej, a zwlaszcza w ich wygaszaniu po
okresie aktywacji spowodowanej infekcja, istotna rol¢ odgrywa apoptoza komorek uktadu
odpornosciowego (6,7). Do czynnikoéw wyzwalajacych apoptozg nalezy stymulacja recep-
torow btonowych, m.in. receptora Fas (CD95), biatka btonowego wykazujacego homologie
z receptorem dla TNF-q. Fas jest eksponowany przez wiele typow komorek, w tym takze
przez limfocyty B i T, i wydaje si¢ odgrywac zasadnicza rolg w fizjologicznym procesie
eliminacji aktywowanych limfocytow (6,7,8). Ligand Fas (FasL, CD95L) jest w postaci
aktywnej rowniez biatkiem btonowym, obecnym na powierzchni limfocytow cytotok-
sycznych (T CD8+), innych populacji limfocytow oraz monocytéw i makrofagdw, ktore
maja dzigki temu zdolno$¢ indukowania apoptozy komorek eksponujacych receptor Fas
(8,9). Rozpuszczalne postacie Fas i FasL sa uwazane za antagonistow postaci blonowych
(10,11,12,13).

Procesy apoptozy komoérek uktadu odpornosciowego i ich zwiazek z przewleklym
odczynem zapalnym w przebiegu boreliozy z Lyme nie zostaty jak dotad zbadane. W celu
wstepnej oceny tych zjawisk, w uprzednio przeprowadzonych przez nas badaniach ocenili-
$my stgzenia substancji zwiazanych z regulacja procesow apoptozy, w tym rozpuszczalnych
postaci biatka Fas (sFas) i jego ligandu (sFasL) w nadsaczu stymulowanej antygenami B.
burgdorferi s.l. hodowli komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) pochodzacych
od 10 chorych z boreliozowym zapaleniem stawoéw. Obserwowano u nich nieznamienng
tendencje¢ do nasilenia syntezy tych substancji, ktora moze sugerowac zmniejszenie podatno-
sci limfocytow na apoptoze (14). Celem obecnej pracy bylto potwierdzenie tych obserwacji
w wigkszej grupie chorych z p6zna boreliozg z Lyme.

MATERIAL I METODY

Grupg badana (LB) stanowito 20 pacjentow hospitalizowanych w latach 2004-2005
w Klinice Choréb Zakaznych i Neuroinfekcji Akademii Medycznej w Biatymstoku z po-
wodu p6znej boreliozy (4 kobiety 1 16 mgzczyzn, $redni wiek 48,4 + 8,4 roku). Podstawa
wlaczenia do badania byto rozpoznanie ustalone przez lekarza leczacego i odnotowane
w dokumentacji medycznej. Wszyscy pacjenci podawali poktucie przez kleszcza przed
wystapieniem objawow klinicznych albo czgste narazenie na uktucia na terenach endemicz-
nych oraz zglaszali dolegliwosci kliniczne pozwalajace na rozpoznanie boreliozy z Lyme.
U wszystkich rozpoznanie potwierdzono w trakcie hospitalizacji, wykazujac obecno$¢
przeciwcial przeciwko B. burgdorferi s.l. w surowicy metoda immunoenzymatyczng (ELI-
SA) przy uzyciu zestawu firmy Biomedica (Boston, USA). Boreliozowe zapalenie stawow
rozpoznano u 14 0sob, neuroboreliozg u 1, wspotistnienie tych dwoch postaci klinicznych
stwierdzono u 5 o0séb. U wszystkich badanych objawy utrzymywaty si¢ > 6 miesigcy,
wszyscy oprocz jednego byli w przesztosci leczeni doksycykling i/lub cefalosporynami I11
generacji, bez trwatej poprawy. Grupeg kontrolna (K) stanowito 6 pacjentéw (3 kobiety i 3
mezezyzn, w wieku 41,7 £ 11,6 roku) bez podejrzenia boreliozy z Lyme Iub po jej wyklu-
czeniu na podstawie obrazu klinicznego i badan serologicznych, bez cech ostrego odczynu
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Srednie stezenia sFas (A) i sFasL (B) w nadsaczu hodowli PBMC pochodzacych od chorych
z borelioza z Lyme oraz w grupie kontrolnej. LB — chorzy z borelioza (n = 20), K — grupa
kontrolna (n = 6). Stgzenia oznaczono w nadsaczu pobranym po 7 dniach hodowli, bez
stymulacji (shupki biale), po stymulacji fitohemaglutyning (czarne) oraz antygenami B.
afzelii (linie poziome), B. garinii (punkty) oraz B. burgdorferi sensu stricto (szare) (patrz:
Material i metody). A. & - réznica na pograniczu istotnosci (p = 0,076) w poréwnaniu z
brakiem stymulacji, * - r6Znica znamienna w poréwnaniu z brakiem stymulacji, p <0,05.
B. & - rdznica na pograniczu istotnosci (p = 0,075) w poréwnaniu z brakiem stymulacji, *
- réznica znamienna w porownaniu z brakiem stymulacji, p <0,05, ** - r6znica znamienna
w poréwnaniu z brakiem stymulacji, p < 0,01.

Mean concentration of sFas (A) and sFasL (B) in the PBMC culture supernatant from
patients with late Lyme borreliosis and from controls. LB — patients with Lyme borreliosis
(n = 20), K — control group (n = 6). Concentrations were measured with ELISA in the
supernatant collected after 7 days of culture, without stimulation (empty bars) and under
stimulation with phytohemagluttinine (black) and antigens of B. afzelii (horizontal lines),
B. garinii (dots) and B. burgdorferi sensu stricto (grey). A. & - borderline difference (p =
0,076) in comparison with unstimulated culture stimulation, * - significant difference in
comparison with unstimulated culture stimulation, p < 0,05. B. & - borderline difference
(p=0,075) in comparison with unstimulated culture stimulation, * - significant difference
in comparison with unstimulated culture stimulation, p < 0,05, ** - significant difference
in comparison with unstimulated culture stimulation, p < 0,01.
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zapalnego w chwili pobrania materiatu. Od wszystkich uczestnikéw uzyskano $wiadoma
zgodg na udziat w badaniu, a schemat badania zostat zaaprobowany przez Komisj¢ Etyczna
Akademii Medycznej w Biatymstoku.

PBMC izolowano z 10 ml krwi zylnej pobranej do probdéwek heparynizowanych po-
przez odwirowanie w ptynie Gradisol G firmy Aqua Medica (Polska) przy 400g przez 30
min. Po odwirowaniu PBMC zawieszano w roztworze ptynu hodowlanego RPMI 1640
(Biomed, Polska) i ponownie odwirowywano, a nastgpnie zawieszano w stezeniu 2 x 10°
komérek/mL RPMI 1640 z dodatkiem 10% inaktywowanej surowicy cielgcej oraz strep-
tomycyny i penicyliny. Zawiesing 10° komorek/dotek inkubowano w ptytce 24-dotkowej
Nunclon Multidishes (Nunc Brand Products, Dania), w atmosferze 5% CO, i temperaturze
37°C, w obecnosci ptynu hodowlanego jako kontroli ujemnej, fitohemaglutyniny (Biomed,
Polska) i ptynu hodowlanego jako kontroli dodatniej oraz zawiesiny kretkow B. afzelii VS
461 (ATCC 51567) (B.a.), B. garinii 20047 (ATCC 51383) (B.g.) i B. burgdorferi sensu
stricto B31 (ATCC 35210) (B.ss.) w stezeniu 10® bakterii/dotek. Po 7 dniach inkubacji
hodowlg odwirowywano, a uzyskany nadsacz zamrazano do temperatury —70 °C, w ktorej
byt przechowywany do czasu wykonania dalszych badan.

W nadsaczu oznaczano st¢zenie sFas i sFasL metoda ELISA, przy uzyciu zestawow
firmy Bender MedSystems (Wieden, Austria), $cisle wedtug instrukceji producenta. Czuto$é
zestawOw wynosita ponizej 20 pg/ml dla sFas i 100 pg/ml dla sFasL.

Obliczen statystycznych dokonano przy pomocy programu SSST. Do poréwnan po-
migdzy grupami wykorzystano test Manna-Whitneya. Stgzenia pomigdzy hodowlami sty-
mulowanymi w odmienny sposob poréwnywano przy pomocy testu t dla prob zaleznych.
Za istotna statystycznie przyjgto wartos$é p < 0,05.

WYNIKI

Srednie stezenia sFas i sFasL w nadsaczu hodowli limfocytow w grupie chorych z bore-
lioza oraz grupie kontrolnej wraz z interpretacja statystyczna przedstawiono na rycinie 1.

Roéznice stezen pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna nie byly istotne. W grupie
chorych z borelioza zaobserwowano jednak tendencj¢ do wzrostu stezenia sFas 1 sFasL
w hodowli stymulowanej fitohemaglutyning antygenami B. burgdorferi, znamienna lub
osiagajaca pogranicze istotnosci statystycznej. Stezenie sFas wzrosto w warunkach stymulacji
o okoto 50%, natomiast wzrost st¢zenia sFasL byt niewielki, ale statystycznie istotny. Nie
stwierdzono istotnych roznic stezenia sFas i sFasL pomigdzy hodowlami stymulowanymi
fitohemaglutynina a poddanymi stymulacji antygenowej, ani pomigdzy hodowlami stymu-
lowanymi antygenami poszczegdlnych genogatunkow B. burgdorferi s.l.

DYSKUSJA

Przeprowadzone badania wykazaly tendencj¢ do wzrostu stgzenia sFas i sFasL
w nadsaczu hodowli PBMC chorych z pdznymi, nawracajacymi mimo leczenia objawa-
mi boreliozy z Lyme, pod wptywem stymulacji antygenami B. burgdorferi s.1. Interakcje
poprzez receptor Fas odgrywaja istotna rol¢ w usuwaniu na drodze apoptozy limfocytow
aktywowanych w przebiegu odpowiedzi immunologicznej, a takze limfocytéw autoreak-
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tywnych. Bezposrednio po przebyciu ostrej infekeji obserwuje si¢ zwigkszona podatnosc
na apoptozg aktywowanych limfocytow T CD4+ i CD8+, ktorych odsetek we krwi ob-
wodowej ro$nie we wczesniejszych okresach zakazenia, zalezna od ekspresji receptora
Fas (6,7). Poza limfocytami, Fas jest tez eksponowany przez inne populacje leukocytow,
w tym neutrofile, monocyty i makrofagi, ktorych apoptoza réwniez moze mie¢ znaczenie
w likwidacji nacieku zapalnego (9). Fizjologiczne znaczenie tego mechanizmu potwierdzaja
rzadko wystegpujace, genetycznie uwarunkowane nieprawidtowosci ekspresji Fas i1 FasL,
ktore wiaza si¢ z tendencja do hiperleukocytozy, przerostu tkanki limfatycznej i ryzykiem
autoimmunizacji (15).

Rozpuszczalny Fas ma dziatanie antagonistyczne wobec receptora blonowego, konku-
rujac z nim o zwiazanie z ligandem (10,11). Jego stezenie w osoczu nie jest skorelowane
z ekspresja btonowego Fas na powierzchni komorek (16,17). Podwyzszone stezenia sFas
obserwowano w osoczu chorych z toczniem rumieniowatym uktadowym i niektorymi
postaciami biataczek i chtoniakow, a wigc w stanach, w patogenezie ktorych istotna rolg
moze odgrywac zahamowanie eliminacji autoreaktywnych lub zmienionych nowotworowo
limfocytéw (10,11,16). Rozpuszczalna forma FasL powstaje na skutek proteolitycznego
odszczepienia pozakomorkowego fragmentu czasteczki, co peini prawdopodobnie rolg
mechanizmu ograniczajacego cytotoksyczno$¢ blonowego FasL (12,13). Interpretacja
znaczenia podwyzszonego stgzenia sFasL jest mniej jednoznaczna niz w wypadku sFasL.
W pewnych sytuacjach wzrost st¢zenia sFasL w ptynach ustrojowych jest interpretowany
jako marker wskazujacy posrednio na wzrost nasilenia proceséw apoptozy (18). Niektore
badania sugeruja ponadto pewna aktywno$¢ cytotoksyczna sFasL, ktora moze zaleze¢ od
jego wysokich lokalnie stgzen 1 warunkow mikrosrodowiska (9,19). Czynnik ten moze tez
jednak wywiera¢ dziatanie antyapoptotyczne. Suda i wsp. zaobserwowali, ze sFasL hamuje
dziatanie cytotoksyczne btonowego FasL na limfocyty krwi obwodowej (20). Hashimoto
1 wsp. obserwowali wysokie i korelujace z cigzkoscia przebiegu klinicznego choroby stezenie
sFasL w ptynie stawowym chorych z rzs (12). Wedtug autorow, sFasL ma w zmienionych
zapalnie stawach dziatanie antagonistyczne do FasL prezentowanego na powierzchni ko-
morek 1 hamuje apoptoze synowiocytéow oraz leukocytow nacieku zapalnego, wywierajac
ostatecznie efekt prozapalny (12).

Dane dotyczace procesow apoptozy komodrek uktadu odpornoéciowego w boreliozie
z Lyme sa nieliczne. Perticarariiwsp. stwierdzili nasilenie apoptozy limfocytow, zwtaszcza
T CD4+ hodowanych z zywymi kretkami 1 antygenami B. burgdorferi, co wskazuje na ich
bezposrednie dziatanie proapoptotyczne i moze by¢ mechanizmem ochronnym umozli-
wiajacym przetrwanie kretkdOw w organizmie zywiciela, analogicznym do obserwowanego
w zakazeniach innymi drobnoustrojami chorobotworczymi (18,21). Badane limfocyty
pochodzily od 0séb zdrowych, bez uprzedniej ekspozycji na B. burgdorferi, nie oceniano
natomiast nasilenia w podobnych warunkach apoptozy limfocytéw chorych z pdzna bore-
lioza z Lyme, u ktorych wystepuje swoista odpowiedz przeciwko antygenom B. burgdorferi
i moga by¢ obecne glebsze zaburzenia czynnos$ci uktadu odpornosciowego. Udziat apoptozy
w miejscowej regulacji odczynu zapalnego w boreliozowym zapaleniu stawoéw wykazali
natomiast Vincent i wsp., stwierdzajac w ptynie stawowym chorych obecnos¢ limfocytow
Y0 eksponujacych FasL pod wptywem B. burgdorferi i wywierajacych efekt cytotoksyczny
na pochodzace z ptynu stawowego tych chorych limfocyty CD4+ (4,22). Obecne w nacie-
ku zapalnym komorki yd odgrywaja prawdopodobnie role hamujaca wobec innych frakcji
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limfocytow, zapobiegajac nadmiernemu nasileniu odpowiedzi zapalnej, a niedostateczna
sprawnos¢ tego wykorzystujacego apoptoz¢ mechanizmu immunoregulacyjnego moglaby
zwigkszaé ryzyko nickorzystnego klinicznie przebiegu boreliozy (22). Podwyzszone st¢zenia
sFas i/lub sFasL w miejscu odczynu zapalnego mogtyby by¢ jednym z wyktadnikow tego
zjawiska, analogicznie do roli sFasL w stawach pacjentéw z rzs, wykazanej w badaniach
Hashimoto (4,12).

W hodowli PBMC pochodzacych od grupy chorych z pdzna borelioza z Lyme zaob-
serwowali$my wzrost stezen sFas i sFasL pod wptywem antygendéw B. burgdorferi s.l., co
moze si¢ wiazac z uposledzeniem procesu apoptozy zaleznego od interakcji Fas/FasL. Brak
istotnych roznic ste¢zen sFas 1 sFasL pomigdzy grupa chorych z przewlekta borelioza a grupa
kontrolng utrudnia interpretacj¢ uzyskanych rezultatéw, moze on jednak wynika¢ ze stosun-
kowo matej liczebnosci grup. Zaobserwowane zjawiska sugeruja udzial zaburzen eliminacji
reaktywnych limfocytéw w patogenezie przewlektych odczynow zapalnych w boreliozie
z Lyme. Uzyskane wyniki dostarczaja jednak tylko posrednich danych o przebiegu procesow
apoptozy. Do pehiejszej oceny zaobserwowanych zjawisk niezbedne sa dalsze badania,
oceniajace stezenia sFas i sFasL w bezposrednim sasiedztwie nacieku zapalnego in vivo (np.
w plynie stawowym), ekspresjg postaci blonowych Fas i FasL oraz bezposrednio oceniajace
podatno$¢ limfocytow chorych na apoptoze zalezng od stymulacji receptora Fas.

WNIOSKI

Uposledzenie zaleznej od pobudzenia receptora Fas apoptozy aktywowanych limfo-
cytow T i innych komorek nacieku zapalnego moze przyczynia¢ si¢ do podtrzymywania
nadmiernej i nicadekwatnej odpowiedzi zapalnej w pdznej boreliozie z Lyme. Moze to by¢
jeden z mechanizméw odpowiedzialnych za niekorzystny przebieg choroby i utrzymywanie
si¢ objawow klinicznych mimo antybiotykoterapii.
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CONCENTRATION OF sFAS AND sFASL IN THE SUPERNATANT OF PBMC
CULTURE FROM THE PATIENTS WITH LATE LYME BORRELIOSIS

SUMMARY

Objective: Persistent, inadequate inflammatory response present in late Lyme borreliosis may
be driven by activated T lymphocytes. We estimated synthesis of extracellular proteins: soluble Fas
receptor (sFas) and its ligand (sFasL), which might protect T lymphocytes from physiologic apoptosis,
in the peripheral blood mononuclear cell (PBMC) culture from patients with late borreliosis. Methods:
Lyme borreliosis group (LB) consisted of 20 patients with Lyme borreliosis present for >6 months. Six
patients without any active infection constituted the control group (K). PBMC were incubated for 7
days with phytohemaglutinine or suspension of Borrelia afzeli (Ba), B. garinii (Bg) and B. burgdorferi
sensu stricto (Bss) spirochetes. sFas and sFasL concentrations were measured in the culture supernatant
with ELISA. Results: In LB mean sFasL concentration was increased significantly under stimulation
with phytohemaglutinine, Ba and Bg, and, with borderline significance, with Bss, in comparison with
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unstimulated culture. sFas also tended to increase, which was significant with phytohemaglutinine and
borderline with Bg. In K sFas and sFasL was not significantly increased under antigenic stimulation.
Conclusions: Increased synthesis of antiapoptotic factors by PBMC from patients with late borreliosis
incubated with B. burgdorferi antigens may suggest impaired apoptosis of T lymphocytes contributing
to persistent inflammatory response in this patients.
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