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WSTEP

Na s$wiecie, gtéwnie w USA i w Europie, w tym rowniez w Polsce obserwuje si¢ znaczny
wzrost zachorowan na borelioz¢ z Lyme (1, 2). Borelioza wywotana przez kr¢tka Borrelia
burgdorferi sensu lato. (B. burgdorferi) jest choroba, ktdéra moze si¢ rozwina¢ w kompleks
zaburzen wielouktadowych..

W patomechanizmie choroby z Lyme wazng rolg¢ odgrywa migdzy innymi zdolnosé¢
kretkéw do rozprzestrzeniania si¢ w tkankach, a takze do przylegania (adhezja do ptytek
krwi, erytrocytow i srodbtonka naczyn), co ulatwia inwazje¢ wewnatrzustrojowa. Jednym
z pierwszych etapow rozwijajacego si¢ zapalenia jest pojawienie si¢ swoistych limfocytow.
Migracja niezb¢dnych komorek jest sekwencja zdarzen, ktére polegaja na przyciaganiu do
miejsc objetych procesem zapalnym tylko tych komorek ktoére sa niezbedne do wywolania
reakcji obronnej. Gtownymi czynnikami regulujacymi przyciaganie limfocytow z przepty-
wajacej krwi sa chemokiny, cytokiny, i czasteczki adhezyjne.

W badaniach nad patogeneza procesu zapalnego w boreliozie podkresla si¢ niezwykle
istotna rol¢ tzw. ,,kaskady adhezyjne;j”, skladajacej si¢ z kolejno nastgpujacych po sobie
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etapow, mozliwej dzigki obecno$ci na powierzchni komorek §rodbtonka oraz leukocytach
czasteczek adhezyjnych. Powoduja one zwolnienie bedacych w ruchu krazacych leukocy-
tow, ich zatrzymanie sig, przyleganie do komorek srodbtonka, transmigracje przez §ciang
naczynia i skupienie si¢ komérek w miejscu zapalenia. Wedrowka leukocytéw do miejsca
zapalenia odbywa si¢ m. in. dzigki kombinacji czasteczek adhezyjnych i ich ligandéw na
powierzchni komorek. Ligandy laczac si¢ z czasteczkami adhezyjnymi $rodblonkowymi
biora udzial w przekazywaniu sygnatu migdzy komorkami (3-7). Czasteczki adhezyjne
prezentowane sa na réoznych komoérkach immunokompetentnych. Czgs¢ z nich wystepuje
konstytutywnie (niezaleznie od pobudzenia przez mediatory zapalenia), ekspresja innych
indukowana jest przez cytokiny pozapalne zwigkszajace ich ekspresj¢ na powierzchni jak
i pojawienie si¢ ich form rozpuszczalnych w ptynach. Obecnos¢ form rozpuszczalnych jest
efektem ich zluszczania ale i jednocze$nie niezaleznej ich syntezy. Rozpuszczalne formy
czasteczek adhezyjnych moga pobudza¢ odpowiedz komorki laczac sig z ligandem lub
peti¢ catkiem przeciwstawne funkcje, jako inhibitory poprzez konkurowanie z formami
zaczepionymi przezblonowo. Stezenie w surowicy krazacych form rozpuszczalnych pod-
lega dynamicznym zmianom i moze zatem by¢ uzyteczne w diagnozie i monitorowaniu
aktywnosci choroby.

CEL PRACY

Celem pracy byta pomiar stezen rozpuszczalnych form czasteczek adhezyjnych ICAM-
1, PECAM-1, VAP-1, E-selektyny, VCAM-1 w surowicy krwi pacjentéw z wczesna zlo-
kalizowana (rumien wedrujacy) i pdzna rozsiang postacia boreliozy z Lyme (boreliozowe
zapalenie stawow) przed i po zastosowanym leczeniu, ich poréwnanie, a takze proba oceny
przydatnosci uzyskanych wynikéw w réznicowaniu postaci zlokalizowanych i p6znych
rozsianych.

MATERIAL I METODY

Badania wykonano u 40 chorych (20 mezczyzn i 20 kobiet), w wieku od 37 do 63 lat,
srednio x=50 lat z rozpoznaniem boreliozy z Lyme (wg kryteriow EUCALB) (8), leczo-
nych w Klinice Choréb Zakaznych i Neuroinfekcji AM w Bialymstoku oraz leczonych
ambulatoryjnie w Poradni Antropozoonoz Wojewodzkiego Szpitala Specjalistycznego im.
K. Dluskiego w Biatymstoku.. B

Grupa EM obejmowata 20 chorych, (11 kobiet i 9 mezczyzn w wieku x =48 lat)
u ktorych stwierdzono rumien wedrujacy (erythema migrans EM), tj.wczesna, ograniczona
postaé boreliozy z Lyme, spetniajacy kryteria definicji erythema migrans wg EUCALB (8).
Chorzy zgtosili si¢ do leczenia w okresie od 1 do 4 tygodni po poktuciu przez kleszcze.
W leczeniu stosowano doksycykling (2x100mg/dobg) lub amoksycykling (2x1,0g/dobg)
przez 28 dni. B

Grupa LA obejmowata 20 chorych(11 kobiet i 9 mgzczyzn w wieku x=52 lat) z prze-
wleklym boreliozowym zapaleniem stawdw (Lyme arthritis), pézna, rozsiana postacia
boreliozy z Lyme rozpoznana wg kryteriow EUCALB (8). W leczeniu zastosowano przez
4 tygodnie doksycykling (2 x100mg/dobg) i amoksycykling (2x 1,0g/dobg). U wszystkich
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chorych wykluczono reumatoidalne zapalenie stawdw oraz reaktywne zapalenie stawow
o etiologii Chlamydia trachomatis. B

Grupe kontrolna (K) stanowilo 8 zdrowych osob (4 kobiety i 4 mgzczyzn w wieku x=42
lata), u ktérych w surowicy nie wykazano obecnosci przeciwciatl przeciw B.burgdorferi
(Borrelia recombinant IgM, IgG, Biomedica, Austria). Oznaczenia st¢zen wszystkich ba-
danych czasteczek adhezyjnych sVCAM-1, sVAP-1, sSPECAM-1, sSICAM-1, sE-selektyny
w surowicy wykonano dwukrotnie przed wlaczeniem leczenia i po jego zakonczeniu metoda
ELISA (Bender MedSystems, Austria) Wyniki badan poréwnano z grupa kontrolna.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona z pomoca programéw Statistica PL,
a takze krzywej ROC (Receiver Operating Curve).Na przeprowadzenie badan uzyskano
zgodg Komisji Bioetycznej AM w Bialymstoku.

WYNIKI

W obu badanych grupach wykazano wyzsze stezenia badanych rozpuszczalnych form
czasteczek adhezyjnych VCAM-1, PECAM-1,VAP-1,E-selektyny i ICAM-1 w poréwna-
niu z grupa o0s6b zdrowych. Grupg EM wyrdézniat istotny wzrost sVCAM-1 w badaniu po
leczeniu w poréwnaniu z grupa zdrowych (K), sSPECAM-1 w badaniu 1 i badaniu 2, sVAP
w badaniu 2, sEselektyny w badaniu 1 (tabl).

Grupg LA charakteryzowat istotny wzrost sVAP-1 w badaniu 1, sSICAM w badaniu
przed i po leczeniu w poréwnaniu z grupa zdrowych (K) (tab. II).

Analiza statystyczna z zastosowaniem krzywej ROC wskazuje iz stezenia sSVCAM-1
po leczeniu, sSPECAM i sSICAM w badaniu przed i po leczeniu r6znicuja obie grupy chorych
miedzy soba. (tab. III).

DYSKUSJA

Waznym czynnikiem patogenetycznym w rozwoju choroby z Lyme jest przyleganie
kretkow iich przechodzenie przez srodblonek naczyn krwionosnych. W wyniku tego procesu
dochodzi do aktywacji komorek $rodbtonka, jak rowniez do wzrostu ekspresji czasteczek
adhezyjnych znajdujacych si¢ na tych komodrkach. Konsekwencja tego moze by¢ rowniez
wzrost migracji leukocytow przez srédbtonek naczyn, co moze prowadzi¢ do tworzenia si¢
przewleklego stanu zapalnego, charakteryzujacego si¢ naciekami okotonaczyniowymi. Sellati
i wsp. wykazali, ze cecha charakterystyczna choroby z Lyme jest okotonaczyniowy naciek
zapalny ztozony z granulocytow i komorek plazmatycznych (7). Uzyskane wyniki badan
wiasnych sa zgodne z badaniami wskazujacymi iz Borrelia burgdorferi moze stymulowac
zwigkszona ekspresj¢ niektorych adhezyn. W przeprowadzonych przez nas badaniach zarow-
no przed leczeniem jak i po leczeniu obserwowano wzrost st¢zenia rozpuszczalnych form
sVCAM-1, PECAM-1, VAP-1 selektyny E, ICAM-1 w surowicy krwi pacjentdow z erythema
migrans i Lyme arthritis. Wzrost stgzenia sVCAM-1 obserwowany w naszych badaniach
w grupie boreliozy wczesnej zlokalizowanej moze by¢ spowodowany wzrostem ekspresji
formy btonowe;j tej czasteczki adhezyjnej, zwiazany z wezesng faza adhezji. Sellati i wsp.
w swoich badaniach wykazali, ze biatko OspA aktywuje srédbtonek naczyn krwiono$nych
(7). Autorzy ci wykazali na modelu komérek HUVEC inkubowanych z kr¢tkami Borrelia



80 J Zajkowska, J Stalewska i in. Nr 1

Tabelal  Poréwnanie $rednich stezen sVCAM-1, SPECAM-1, sVAP, sE-selectin-E, sSICAM-1
w surowicy krwi w grupie chorych z erythema (EM)w badaniu 112 z warto§ciami grupy
kontrolnej(K)

Table I.  Comparison of serum concentration sVCAM-1, sSPECAM-1, sVAP, sE-selectin-E, SICAM-1
examination 1,2 in group with erythema migrans (EM )patients and control group(K)

Badana czasteczka zmienna badanie X SD+ p<
K 595,20 60,30 N.s
1 738,00 239,36
sVCAM-1 K 595,20 60,30 0,0001*
pg/ml 2 913,94 162,43
1 738,00 239,36 0,001*
2 913,94 162,43
K 64,94 38,38 0,008*
1 109,03 32,58
SPECAM-1 K 64,94 38,38 0,012*
pg/ml 2 111,34 46,35
1 109,03 32,58 Ns.
2 111,34 46,35
K 442,12 360,78 N.s
1 1173,15 747,09
SVAP-1 K 442,12 360,78 0,013*
pg/ml 2 1454,2 922,92
1 1173,15 747,09 Ns.
2 1454,2 922,92
K 49,26 8,60 0,048*
1 74,52 24,89
sE-selektyna K 49,26 8,60 N.s.
pg/ml 2 61,85 22,64
1 74,52 24,89 0,0001*
2 61,85 22,64
K 339,85 47,39 N.s.
1 416,57 147,01
SICAM-1 K 339,85 47,39 Ns.
pg/ml 2 321,73 153,37
1 416,57 147,01 0,001*
2 321,73 153,37

* istotne statystycznie, p<0,05

burgdorferi ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych: VCAM-1, selektyny E i ICAM-1 w zalezno-
$ci od czasu leczenia i ilosci kretkow. Sugeruje to mozliwos¢ indukcji odpowiedzi zapalnej
gospodarza przez kretki B.burgdorferi oraz aktywacji komorek srodbtonka naczyniowego,
co w konsekwencji moze przyczyni¢ si¢ do okotonaczyniowego uszkodzenia. Uzyskane
wyniki naszych badan sa zgodne z badaniami innych autoréw. Akin i wsp. wykazali wzrost
ekspresji ICAM-1 i VCAM-1 na komoérkach synovium i komoérkach §rodblonka u chorych
z boreliozowym zapaleniem stawdw i odczynowym zapaleniem stawow(9). Wykazali oni,
ze poprzez receptor integryny o, B, obecnej na aktywowanych ptytkach kretki zatrzymu-
ja si¢ w miejscach uszkodzenia $rddbtonka tam, gdzie gromadza si¢ ptytki wchodzace
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Tabela I Porownanie srednich stezen sVCAM-1, sSPECAM-1, sVAP, sE-selectin-E, sSICAM-1
w surowicy krwi w grupie chorych z Lyme arthritis(LA)w badaniu 1 1 2 z wartosciami
grupy kontrolnej (K)

Table II.  Comparison of serum concentration sSVCAM-1, sSPECAM-1, sVAP, sE-selectin-E, sSICAM-1
examination 1,2 in group with Lyme arthritis (LA )patients and control group (K)

Badana czasteczka badanie X SD+ p<
K 595,2 60,30 N.s.
1 679,84 235,52
SVCAM-1 K 595, 60,3 N.s.
pg/ml 2 739,16 151,70
1 679,84 235,32 N.s
2 739,16 151,70
K 64,94 38,38 N.s.
1 85,78 31,84
SPECAM-1 K 64,94 38,38 N.s.
pg/ml 2 80,04 22,27
1 85,78 31,84 N.s.
2 80,04 22,27
K 442,12 360,78 0,039*
1 1555,75 1382,65
sVAP-1 K 442,12 360,78 N.s.
pg/ml 2 1179,20 797,21
1 15555,75 1382,65 N.s.
2 1179,20 797,21
K 49,2675 8,60 N.s.
1 63,45 27,09
sE-selektyna K 49,26 8,60 N.s.
pg/ml 2 53,34 22,72
1 63,45 27,09 0,004*
2 53,34 22,72
K 339,85 47,39 0,0001*
1 848,32 340,74
SICAM-1 K 339,85 47,39 0,003*
pg/ml 2 679,94 314,29
1 348,32 340,74 0,001*
2 679,94 314,29

* istotne statystycznie, p<0,05

w bezposrednia reakcje z komorkami $rodbtonka. Wzrost stgzenia cytokin prozapalnych
w tej jednostce chorobowej aktywuje srodbtonek naczyniowy powodujac zwigkszona eks-
presje¢ ICAM-1, VCAM-1 i E-selektyn, a takze wplywa na aktywacjg¢ integryn na PMN.
Wykazano, iz TNF-a dziala, jako bezposredni bodziec na leukocyty wywotujac adhezje
i transmigracjg poprzez aktywacje P,-integryn. Cytokina ta moze aktywowac syntezg de
novo $rodblonkowych czasteczek adhezyjnych takich jak: ICAM-1 i E-selektyna (10,
12). Na komorkach $rodbtonka znajduje sig¢ rowniez czasteczka PECAM-1, ktora rowniez
znajduje si¢ na powierzchni PMN i jest odpowiedzialna za przechodzenie tych komorek
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Tabela III. Analiza statystystyczna stgzen badanych czasteczek adhezyjnych w badaniu 112 w grupie
EM i LA za pomoca krzywych ROC

Table III. Statistic analysis of concentration soluble forms evaluated adhesion molecules in exami-
nation 1 and 2 in groups EM and LA with ROC test

Zmienna Pole pod krzywa 95% przedzial ufnosci p (AUC=0,5)
sVCAM-1(1) 0,5925 (0,407-0,778) N.s.
sVCAM (2) 0,7925 (0,652-0,933) 0,0000
sPECAM (1) 0,7375 (0,575-0,900) 0,0042
sPECAM (2) 0,7600 (0,609-0,911) 0,0007
sVAP (1) 0,5825 (0,401-0,764) N.s
sVAP (2) 0,5775 (0,396-0,759) N.s.
E-selectin (1) 0,5950 (0,415-0,775) N.s.
E-selectin (2) 0,5900 (0,409-0,771) N.s
SICAM-1 (1) 0,8650 (0,751-0,979) 0,0000
sICAM-1(2) 0,8800 (0,775-0,985) 0,0000

*test oceniajacy warto$¢ predykcyjng metody, p<0,05

przez Srodbtonek naczyn. Przedstawione wyniki naszych badan wlasnych wskazuja na
zwigkszona ekspresj¢ PECAM-1 na neutrofilach izolowanych z krwi obwodowej chorych
z borelioza z Lyme. Podwyzszona ekspresja tej czasteczki adhezyjnej moze by¢ spowodo-
wana aktywacja Srodblonka przez cytokiny prozapalne, ktorych wzrost obserwowany jest
u pacjentéw z borelioza z Lyme (12, 13). W naszych badaniach stwierdzilismy rowniez
istotny wzrost ste¢zenia rozpuszczalnej formy ICAM-1 w surowicy krwi pacjentow z cho-
roba z Lyme, w postaci rozsianej poznej, przed i po zastosowanym leczeniu w stosunku do
warto$ci uzyskanych w grupie kontrolnej, a nie wykazali$my ich wzrostu w grupie EM.
W oparciu o uzyskane wyniki, wydaje sig, iz obecno$é podwyzszonych wartosci sSICAM,
mozna wigza¢ z zaawansowaniem zakazenia, tzn rozsiewem bakterii. Wykazano, ze kretki
Borrelia burgdorferi maja silny wplyw na aktywacj¢ réznych subpopulacji limfocytow T
i monocytow, co moze prowadzi¢ do stymulacji ekspresji form btonowych ICAM-1 na
powierzchni tych komorek. Na pobudzonych komoérkach endotelium dochodzi do wzrostu
ekspresji E-selektyny. Aktywacje komorek $rodbtonka poprzez biatko powierzchniowe
Borrelia burgdorferi potwierdzaja rowniez nasze badania, w ktorych wykazano wzrost ste-
zenia rozpuszczalnej formy E-selektyny przed rozpoczgciem leczenia u pacjentdw zardwno
z erythema migrans jak i Lyme arthritis .

Inng czasteczka adhezyjna bioraca udzial w toczeniu si¢ leukocytow jest naczyniowa
proteina adhezyjna—VAP-1 znajdujaca si¢ na komorkach $srddbtonka, tkankach limfatycz-
nych i komoérkach migéni gtadkich i na komorkach dendrytycznych(15). W badaniach Foty-
Markowskiej 1 wsp. przeanalizowano st¢zenia VAP-1 w surowicy chorych z wybranymi
postaciami klinicznymi boreliozy. Stwierdzono, ze $rednie stgzenie SVAP-1 u pacjentow
z rozpoznang borelioza stawowa bylo istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej. W grupie
pacjentéw leczonych z powodu rumienia przewlektego wedrujacego nie wykazano wzrostu
stezenia SVAP-1 w surowicy w poréwnaniu z osobami zdrowymi (16). Koskinen i wsp.
wykazali, ze VAP-1 pelni istotng rol¢ w adhezji neutrofilow do $rodbtonka (17). Na drodze
blokowania przeciwciatami anty-VAP-1 hamowali oni przechodzenie neutrofilow przez
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srodbtonek naczyn. Wykazali, ze VAP-1 pelni istotna rolg¢ w wigzaniu leukocytow do
naczyn krwiono$nych w stanach zapalnych, jak rdwniez, ze czasteczka ta bierze udziat
w przenikaniu leukocytow do tkanek.

POSUMOWANIE

1 Wykazany wzrost stezen rozpuszczalnych form ICAM-1, PECAM-1, VAP-1, E-selektyny,
VCAM-1 wskazuja na zaangazowanie w immunopatogeneze boreliozy z Lyme, w postaci
wczesnej zlokalizowanej , jak i rozsianej p6znej w zaleznosci od etapu choroby.

2 W grupie chorych z wezesng zlokalizowana borelioza wykazano istotny udziat czaste-
czek zaangazowanych we wszystkie etapy ,.kaskady adhezyjnej” podczas gdy w grupie
boreliozy rozsianej, p6znej wykazano udziat czasteczek zwigzanych gtownie ze $cista
adhezja.

3 Pomiar stgzenia rozpuszczalnych form czasteczek adhezyjnych w surowicy moze by¢,
uzytecznym narzgdziem w réznicowaniu postaci wezesnych od pdznych, utatwiajac
niekiedy rozpoznanie kliniczne.

J Zajkowska, J Stalewska, M Kondrusik, J Kusmierczyk, P Czupryna, S Grygorczuk,
S Pancewicz

SERUM CONCENTRATION OF SELECTED ADHESIVE MOLECULES IN EARLY
LOCALISED AND LATE DISSEMINATED LYME BORRELIOSIS

SUMMARY

Serum concentration of soluble form ICAM-1, PECAM-1, VAP-1, E-selectin, VCAM-1 in 20
patients with Erythema migrans and 20 patients with Lyme arthritis before and after 4-weeks antibiotic
treatment were estimated. Comparing group consited 8 healthy volunteers. Concentrations of soluble
molecules were performed with ELISA kits(Bender MedSystem, Austria).

Results of the study indicate involvment of soluble form ICAM-1, PECAM-1, VAP-1, E-selectin
and VCAM-1 in immunopathogenesis of Lyme borreliosis, and different engagement of molecules in
depend on stage of disease. In early localized stage of disease, results suggest participation molecules
engaged in all stages of “adhesion cascade” whilst in disseminated, late stage of Lyme borreliosis
molecules of tight adhesion. The measurement of soluble form od aadhesion molecules can be useful
of in differentiation of localized and disseminated late stages of Lyme borreliosis helpful in clinical
diagnosis.
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