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Oceniono stezenie aktywnej kaspazy 3, mediatora i markera apopto-
zy, w homogenacie hodowli komorek jednojadrzastych krwi obwodowej
(PBMC) inkubowanych z kretkami Borrelia burgdorferi. Wyniki sugerujq
proapoptotyczne dzialanie B. burgodorferi na PBMC 0sob zdrowych
oraz zmienionq podatnos¢ PBMC pacjentow z poznq stawowq postaciq
boreliozy na apoptoze, co moze mie¢ zwiqzek z patogenezq przewleklego
odczynu zapalnego u tych chorych.
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WSTEP

Borelioza z Lyme jest podostra lub przewlekta chorobg zakazna szeroko rozpowszech-
niona w strefie klimatu umiarkowanego potkuli pdéinocnej, wywotywana przez kretek
Borrelia burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi s.l.) przenoszony przez kleszcze Ixodes sp.
Przewlekte objawy boreliozy dotycza szczegolnie czesto uktadu kostno-stawowego (borelio-
zowe zapalenie stawow — Lyme arthritis, LA) (1,2). Zjawiska immunologiczne zachodzace
w boreliozie z Lyme i ich rola w patogenezie choroby nie zostaly w pelni wyjasnione.
W zajetych chorobowo stawach, mimo niewielkiej ilosci wykrywalnych kretkow, tworza
si¢ obfite nacieki zapalne z udziatem limfocytow T i plazmocytéw, o obrazie histopatolo-
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gicznym przypominajacym reumatoidalne zapalenie stawow (3,4). Objawy kostno-stawowe
o roznym nasileniu (zapalenie stawow kolanowych z wysigkiem, objawy przypominajace
chorobg zwyrodnieniowa stawow, nawracajace bole kostno-stawowe) moga si¢ przy tym
u czegsci pacjentéw utrzymywacé przewlekle, pomimo eliminacji patogenu, co sugeruje
niezdolno$¢ do prawidtowej kontroli i wygaszenia odpowiedzi zapalnej i immunologiczne;j
(1,5,6). Antybiotykooporne LA wiaze si¢ z obecnoscia okreslonych antygenow zgodnos$ci
tkankowej, wspolnych z rzs (zwlaszcza DRB1*0401, *0404, *0101), co nasungto podejrzenie
udziahlu procesow autoimmunologicznych, prawdopodobnie typu reakcji krzyzowych, w jego
patogenezie. Zardwno autoantygen uczestniczacy w tej reakcji jak i mechanizm inicjujacy
jej wystapienie nie sa jednak znane (1,2).

Apoptoza (programowana $§mier¢ komorki) jest procesem fizjologicznym dotyczacym
wigkszosci typow komorek i niezbednym do utrzymania homeostazy organizmu. Wérdd
mechanizméw wewnatrzkomorkowych uczestniczacych w apoptotycznej degradacji sktad-
nikow komorki duza rolg odgrywa rodzina kaspaz — proteaz obecnych w komoérce w postaci
proenzyméw 1 ulegajacych aktywacji proteolitycznej w przebiegu apoptozy. Kaspazy sa
zdolne do lawinowej aktywacji dalszych czasteczek prokaspazy, tworzac kaskadg enzyma-
tyczna, na koncu ktdrej znajduja si¢ enzymy efektorowe, w tym kaspaza 3, odpowiedzialne
za degradacje bialek komorki (7,8).

Apoptoza limfocytow i innych leukocytow jest niezbgdna w kontroli i fizjologicznym
wygaszaniu reakcji zapalnej i immunologicznej, a jej uposledzenie wiaze si¢ z ryzykiem
autoimmunizacji (9,10,11). Apoptoza komorek jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC)
chorych na borelioze z Lyme i ewentualny zwiazek jej zaburzen z tendencja do autoim-
munizacji nie byta dotychczas oceniania. W obecnym badaniu wykorzystaliSmy aktywacje
kaspazy 3 jako marker apoptozy PBMC hodowanych w warunkach stymulacji antygenami
B. burgdorferi s.l. Poszukiwali$my cech $wiadczacych o zahamowaniu apoptozy PBMC
u chorych z LA, ktére mogloby by¢ wyrazem uposledzonej kontroli odpowiedzi zapalnej
i immunologiczne;j.

MATERIAL I METODY

Badanie objgto 13 osob: 7 pacjentow Kliniki Chordb Zakaznych i Neuroinfekeji AMB
hospitalizowanych z rozpoznaniem LA: 4 mgzczyzn, 3 kobiety (3461 lat, srednio 48 lat)
oraz grupg kontrolng (K): 6 0so6b zdrowych (1 mgzczyzna, 5 kobiet, wiek 27-50 lat, srednio
35 lat). Wszyscy pacjenci z LA podawali uktucie przez kleszcza lub narazenie na uklucia
oraz zglaszali bole kostno-stawowe obejmujace gtownie duze stawy konczyn, z towarzy-
szaca bolesnoscia palpacyjng i/lub przy wykonywaniu ruchow. Objawy byty obecne od
> 8 miesigey, 5 chorych byto bez trwatej poprawy leczonych antybiotykami. U wszystkich
rozpoznanie potwierdzono wykryciem swoistych przeciwciat w klasie IgG metoda immu-
noenzymatyczng (zestaw firmy Biomedica, USA).

Od badanych 0s6b pobierano 7-8 ml krwi zylnej i izolowano PBMC poprzez odwirowa-
nie w ptynie Gradisol L (Biomedica, Polska). PBMC zawieszano w st¢zeniu 7,5x10° komorek
/mL w ptynie hodowlanym RPMI 1640 (Biomed, Polska) z dodatkiem 10% inaktywowanej
surowicy cielgcej oraz streptomycyny, a nastgpnie inkubowano w atmosferze 5%CO, przy
37°C przez 2 doby, w obecnosci ptynu hodowlanego (kontrola ujemna) oraz z zawiesing
kretkow szczepow trzech genogatunkéw B. burgdorferi s.l.: B. afzelii VS 46110 (B.a.),
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B. garinii 20047 (B.g.) i B. burgdorferi sensu stricte B-31 (B.ss.), w dawce 10 kretkow:
1 PBMC. Zawiesing B. burgdorferii s.l. o stezeniu 10® komorek/mL uzyskano z hodowli
prowadzonej w Pracowni Riketsji, Chlamydii i Kretkow Odzwierzgcych Panstwowego
Zaktadu Higieny w Warszawie.

Stezenie aktywnej kaspazy 3 mierzono metoda immunoenzymatyczna zestawem firmy
R&D Systems (USA), na mikroptytce 96-dotkowej. Dodatkowe odczynniki (PMSF, leu-
peptyna, pepstatyna i aprotynina) pochodzity z firmy Sigma-Aldrich (Niemcy). Procedurg
przeprowadzono $cisle wedhug instrukcji producenta.

W analizie statystycznej pordwnano: 1) $rednie stezenie aktywnej kaspazy 3; 2) wskaznik
obliczony z wzoru (Kas_ — Kas,) / Kas, (gdzie Kas_i Kas_ - stezenie aktywnej kaspazy
3 odpowiednio w hodowli niestymulowanej oraz stymulowanej antygenowo), wyrazajacy
wzgledny wzrost stezenia pod wptywem stymulacji. Analizg przeprowadzono za pomoca
pakietu Statistica, do porownan wykorzystujac test t dla prob niezaleznych, po potwierdzeniu
rozktadu normalnego testem Shapiro i Wilka. Za istotne przyjeto p < 0,05.

WYNIKI

Srednie stezenie aktywnej kaspazy 3 w hodowli niestymulowanej bylo znamiennie
wyzsze u chorych z LA niz w grupie kontrolnej. Pod wpltywem stymulacji antygenowe;j
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Ryc. 1.  Srednie stezenie aktywnej kaspazy 3 w homogenacie hodowli PBMC pacjentéw z poznym
LA (stupki wypelnione) i w grupie kontrolnej (stupki puste), po 2 dobach inkubacji: k(-)
—hodowla niestymulowana; B.a. — stymulacja B. afzeli; B.g. — stymulacja B. garinii; B.s.s.
— stymulacja B. burgdorferi s.s.; ** - réznica wysoce znamienna statystycznie migdzy LA
aK (p=0,01); * - roznica znamienna statystycznie migdzy LA a K (p = 0,042);

Fig 1. Mean concentration of active caspase 3 in the homogenate of cultured PBMC from patients
with late LA (filled bars) and in controls (empty bars), after 48 hours of incubation: k(-)
— not stimulated; B.a. — stimulation with B. afzeli; B.g. — stimulation with B. garinii; B.s.s.
— stimulation with B. burgdorferi s.s.; ** - statistically significant difference between LA
and K (p=0,01); * - statistically significant difference between LA and K (p = 0,042);



88 S Grygorczuk, J Zajkowska i in. Nr 1

wystapita tendencja do wzrostu st¢zenia kaspazy-3 w grupie kontrolnej, ale nie w grupie LA,
co doprowadzito do zaniku réznicy pomigdzy tymi grupami w hodowlach stymulowanych
B. garinii i B. burgdorferi s.s. (rycina 1).

Wzgledny wzrost stgzenia kaspazy-3 pod wptywem stymulacji B. garinii byt znamiennie
wigkszy w grupie kontrolnej niz w grupie LA; w warunkach stymulacji B. afzelii i B. burgdor-
feri s.s. rdznica ta osiagngla jedynie pogranicze istotnosci statystycznej (rycina 2).
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Ryc.2.  Srednia wzrost stezenia aktywnej kaspazy 3 w hodowli PBMC stymulowanych antygenami
B. burgdorferi s.l. wzgledem hodowli nie stymulowanej antygenowo [wskaznik obliczony
ze wzoru (Kas  —Kas )/ Kas, , gdzie Kas, i Kas_ - stezenie aktywnej kaspazy 3 odpo-
wiednio w hodowli niestymulowanej oraz stymulowanej antygenowo] w grupie chorych
z péznym boreliozowym zapaleniem stawow (stupku wypetnione) i w grupie kontrolne;j
(stupki puste); B.a. — stymulacja B. afzeli; B.g. — stymulacja B. garinii; B.s.s. — stymulacja
B. burgdorferis.s.; ** - rbznica wysoce znamienna mi¢gdzy LA a K (p <0,01); # - r6znica na
granicy istotnosci statystycznej migdzy LA a K (p = 0,058 dla B.ss. i p = 0,094 dla B.a.);

Fig. 2. Mean increase in active caspase 3 concentration in homogenate of cultured PBMC stimu-
lated with B. burgdorferi s.l. antigens relative to not stimulated culture (calculated as in
matherial and methods) in patients with late LA (filled bars) and in controls (empty bars);
B.a. — stimulation with B. afzeli; B.g. — stimulation with B. garinii; B.s.s. — stimulation
with B. burgdorferi s.s.; ** - statistically highly significant difference between LA and C
(p <0,01); # - difference of borderline significance between LA and K (p = 0,058 for B.ss.
and p = 0,094 for B.a.);

DYSKUSJA

Zaobserwowali§my réznice w nasileniu apoptozy PBMC pochodzacych od chorych
z péznym LA oraz 0sob zdrowych w warunkach stymulacji antygenami B. burgdorferi s.l. Do
badania wybrali$my chorych z ewidentnym wielomiesigcznym wywiadem LA, obiektywny-
mi cechami uszkodzenia stawdw i jednoznacznymi wynikami badan serologicznych. Uwa-
Zamy, ze grupa ta jest reprezentatywna dla populacji europejskich pacjentow z przewlektymi
dolegliwo$ciami stawowymi zwiazanymi z borelioza. Jednak, ze wzgledu na zréznicowanie
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szczepOw B. burgdorferi s.l. mozliwe sa pewne réznice kliniczne i immunopatogenetyczne,
W pordwnaniu z antybiotykoopornym LA opisywanym w Ameryce Péinocnej. Jako markera
apopotozy uzyliSmy aktywacji kaspazy 3, ktora, jako kaspaza efektorowa aktywowana na
stosunkowo p6znym, nieodwracalnym etapie apoptozy aktywowanej przez réznorodne
bodzce, stanowi zaréwno czuly, jak i swoisty wyznacznik tego procesu (7,8,12).

Dotychczasowe badania nad wplywem zakazenia B. burgdorferi s.l. na apoptoze lim-
focytow sa nieliczne. Perticarari i wsp. stwierdzili nasilenie apoptozy limfocytéw T CD4+
od 0s6b zdrowych hodowanych z kretkami B. burgdorferi s.l., co wskazuje na ich dzialanie
proapoptotyczne i moze by¢ mechanizmem ochronnym umozliwiajacym przetrwanie w
organizmie zywiciela (13). Wiele innych drobnoustrojéw chorobotworczych chroni si¢
przed dziataniem mechanizméw odpornosciowych stymulujac apoptoze limfocytow (14,15).
Obserwowana w naszych badaniach tendencja do wzrostu aktywnosci kaspazy 3 w hodowli
PBMC o0s6b zdrowych po inkubacji z B. burgdorferi s.I. moze by¢ wyrazem tego samego
zjawiska.

Eliminacja nadmiaru aktywowanych limfocytow i innych leukocytow na drodze apop-
tozy jest naturalnym koncowym etapem odpowiedzi zapalnej i immunologicznej zachodza-
cym po eliminacji patogenu i chroniacym przed limfoproliferacja i rozwojem autoagresji
(11). Zwigkszajaca si¢ podatnos¢ limfocytow izolowanych z krwi obwodowej na apoptoze
zaobserwowano w okresie rekonwalescencji po przebyciu ostrych zakazen i potwierdzono
badajac aktywacj¢ limfocytow in vitro (8,9,10,12). Vincent i wsp. stwierdzili w ptynie
stawowym u chorych z LA obecno$¢ limfocytow Tyd zdolnych do stymulowania apoptozy
limfocytow T CD4+ i wywierajacych poprzez to efekt immunosupresyjny i immunomodulu-
jacy (16,17). Wybiorcze gromadzenie si¢ w stawach chorych z LA klonow limfocytéw Tyd
swoiscie rozpoznajacych antygeny B. burgdorferis.l. oraz ich silne dziatanie cytotoksyczne,
umozliwiajace nawet nielicznym komoérkom y6 wptyw na przebieg zapalenia potwierdzilty
badania Roessner i wsp. (18). Niedostateczna sprawno$¢ lub zte ukierunkowanie tego me-
chanizmu mogtloby przyczynia¢ si¢ do podtrzymywania odczynu zapalnego po eliminacji
patogenu u cz¢sci chorych z LA (18).

W obecnym badaniu odpowiedz PBMC chorych z LA na stymulacj¢ B. burgdorferi
s.1l. byta odmienna niz u 0séb zdrowych. Aktywno$¢ kaspazy 3 byta zwigkszona, sugerujac
wigksze nasilenie apoptozy, ale nie nastgpowat dalszy jej wzrost pod wptywem stymulacji
antygenowej. Wskazuje to na wyjsciowo zwigkszona podatno§¢ PBMC na apoptozg, ale
i zanik pro-apoptotycznego dzialania B. burgdorferi s.I. na PBMC. Poniewaz u pacjen-
tow z p6znym LA obecna jest stale silna swoista odpowiedz komorkowa (19), limfocyty
rozpoznajace antygeny kretkowe musialy wystgpowaé w populacji PBMC i reagowaé na
stymulacj¢ antygenowsq. Zarazem jednak wazne w patogenezie LA frakcje limfocytow,
jak immunomodulujace komoérki Tyd, gromadza si¢ gtéwnie w ognisku stanu zapalnego,
a wige ich udzial w PBMC mogt by¢ §ladowy (18). Przyjeta metodyka nie daje mozliwos$ci
oceny poszczegdlnych populacji PBMC, co wymagatoby wykorzystania metod cytome-
trycznych.

PODSUMOWANIE

1. Inkubacja z B. burgdorferi s.l. nasila apoptoz¢ PBMC pochodzacych od osob zdro-
wych.
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2. Wrazliwos$¢ na czynniki proapoptotyczne PBMC od pacjentdw z przewlektym LA jest
zmieniona w poréwnaniu z osobami zdrowymi, co moze mie¢ zwiazek z przewlektymi
zaburzeniami odpowiedzi zapalnej i immunologicznej. Nie zaobserwowano jednak
przewidywanego zmniejszenia podatnos$ci na apoptozg.

S Grygorezuk, A Panasiuk, J Zajkowska, M Kondrusik, T Chmielewski, R Swierzbirska,
S Pancewicz, R Flisiak, S Tylewska-Wierzbanowska

ACTIVITY OF THE CASPASE-3 IN THE CULTURE OF PERIPHERAL BLOOD
MONONUCLEAR CELLS STIMULATED WITH BORRELIA BURGDORFERI ANTIGENS

SUMMARY

Objective: To investigate whether the decreased rate of apoptosis of peripheral blood mononu-
clear cells occurs in patients with chronic Lyme arthritis (LA), which could contribute to persistent
inflammation in those patients.

Methods: PBMC from 7 patients with LA and 6 healthy persons (control — C) were incubated
for 48 hours without stimulation (negative control) or under antigenic stimulation with Borrelia
burgdorferi s.l. spirochetes: Borrelia afzelii VS46110 (B.a.), B. garinii 20047 (B.g.) or B. burgdorferi
sensu stricte B-31 (B.ss.). Concentration of the apoptosis mediator active caspase-3, was measured
by ELISA in the culture homogenate.

Results: Mean active caspase-3 concentration was higher in LA than in C in unstimulated culture.
Increase of active caspase-3 concentration under antigenic stimulation occurred in C (significant for
B.g.), but not in LA.

Conclusions: 1) apoptosis rate of PBMC increases in presence of B. burgdorferi s.l., which may
be a defense mechanism of this pathogen; 2) in late LA there is increased baseline susceptibility of
PBMC to apoptosis, but exposition to B. burgdorferi s.l. seem not to exert further pro-apoptotic effect.
This altered response to pro-apoptotic stimuli may be related to persistent inflammatory pathology
in this group of patients.
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