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U 18 pacjentow Kliniki Chorob Zakaznych i Neuroinfekcji AMB
z przewleklym boreliozowym zapaleniem stawow przed i po 4 tygodniach
leczenia doksycykling oznaczano w surowicy aktywnos¢: N-acetylo-f-D-
glukozoaminidazy (HEX), f-galaktozydazy i c-mannozydazy. Aktywnosé
HEX byla znamiennie, a pozostalych enzymow nieznamiennie wyzsza niz
w grupie kontrolnej (K). Po leczeniu aktywnos¢ obnizyla sie do poziomu
grupy kontrolnej z wyjqtkiem HEX, gdzie pozostala nieznamiennie wy-
zsza nizw K. Aktywnos¢ HEX moze by¢ wykorzystana do oceny przebiegu
i skutecznosci leczenia boreliozowego przewleklego zapalenia stawow.

Stowa kluczowe: borelioza, przewlekle zapalenia stawow, egzoglikozydazy lizosomalne
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WSTEP

Borelioza z Lyme ( kr¢tkowica kleszczowa, Lyme disease, Lyme borreliosis) jest prze-
wlekla, wicloukladowa chorobg odzwierzeca, przenoszona przez kleszcze, wywolang przez
kretki Borrelia burgdorferi sensu stricto, B.garinii, B.afzelii. B. valaisiana okreslanych
jako Borrelia burgdorferi sensu lato. Kretki te wywoluja borelioze u ludzi, ssakow i ptakow
ztym, iz B.afzelii najczgsciej wykrywana bywa u gryzoni, a B.garinii u ptakéw (1,2). Cho-
roba moze powodowac wiclosystemowe uszkodzenia réznych narzadow i ukladow (2.3).
Najczesciej rozpoznawanymi postaciami boreliozy z Lyme sq rumien wedrujacy, zapalenie
stawoéw oraz neuroborelioza (2-5). Zapalenic stawdéw w nastgpstwie zakazenia
B.burgdorferi wystepuje zarowno we wczesnym, rozsianym, jak rowniez w stadium prze-
wlektym boreliozy. W USA, gdzie zakazenie powoduje B.burgdorferi sensu stricto, u okolo
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60% nicleczonych chorych z rumieniem wedrujacym, wystgpuja przemijajace objawy zapa-
Ienia jednego lub wiclu stawdw (2,6). Natomiast w Europie, gdzie czynnikiem wywoluja-
cym jest czesciej B. garinii i B. afzelii zapalenie stawow obserwuje si¢ tylko u 3% do 15%
chorych (2).

Egzoglikozydazy lizosomalne znalazly zastosowanie w diagnostyce watroby i nerek
(7). N-acetylo-p-D-glukozoaminidaza (HEX), f-galaktozydaza i oc.-mannozydaza nalezace
do grupy glikozydaz lizosomalnych hydrolizuja tancuchy cukrowe glikokoniugatow (gliko-
lipidéw, glikoprotein i glikozoaminoglikanow) (8). Pelnia kluczowa funkcje w katabolizmie
glikokoniugatéw tkanki lacznej. N-acetylo-f-D-glukozoaminidaza jest najaktywnicjszym
enzymem sposrod glikozydaz (8). Jej obecnos¢ stwierdzono w wielu narzadach, m.in.: ner-
ce (9), watrobie (10), blonie sluzowej zotadka (11), mézgu (12), i ptynach biologicznych,
m.in.: krwi (13), moczu (7), plynic mézgowo-rdzeniowym i plyniec stawowym (14). Obec-
no$¢ B-galaktozydazy i o.-mannozydazy wykazano w tkankach i plynach biologicznych,
jednak maja one nizsza aktywnos¢ niz N-acetylo-p-D-glukozoaminidaza (11). Wzrost ak-
tywnosci HEX u chorych z dolegliwos$ciami stawowymi stwierdzono w plynie stawowym
w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawdw (rzs) i urazach mechanicznych (14). Przy-
puszcza si¢, ze glikozydazy lizosomalne uczestnicza w przyspieszonej degradacji prote-
oglikanow substancji migdzykomdrkowej tkanki tacznej. W patogenezie uszkodzenia na-
rzadu ruchu w przebiegu Lyme arthritis podkresla si¢ szczegdlna role metaloproteinaz
i proteaz (15). Brak jest informacji o zachowaniu aktywnosci egzoglikozydaz lizosomal-
nych w przebiegu Lyme arthritis.

Celem naszej pracy jest ocena aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych w surowicy
chorych z boreliozowym przewleklym zapaleniem stawow.

MATERIAL I METODY

W Klinice Choréb Zakaznych i Neuroinfekcji AM w Bialymstoku analizowano 18 cho-
rych w wieku od 18 do 72 lat (x=46 lat ) z rozpoznaniem boreliozowego przewleklego
zapalenia stawow. Rozpoznanie choroby ustalono na podstawie wywiadu epidemiologicz-
nego, obrazu klinicznego, wynikow badan biochemicznych oraz serologicznych: wykrycia
w surowicy krwi przeciwcial przeciwko B.burgdorferi w klasie IgM i/lub dynamiki narasta-
nia miana przeciwcial w klasie IgG testem immunoenzymatycznym ELISA, przy uzyciu
zestawu Borrelia recombinant IgM i IgG firmy Biomedica (Austria). Potwierdzenia obec-
nosci przeciwcial przeciwko B. burgdorferi w surowicy krwi dokonano metoda Western
blot przy uzyciu zestawdw firmy Milenia blot Systems, DPC, Bierman Niemcy. Kontrolg
stanowilo 20 zdrowych pracownikow stuzby zdrowia w wieku od 25 do 65 lat ( x=45 lat),
u ktorych w surowicy krwi nie stwierdzono przeciwcial przeciwko B. burgdorferii.

U wszystkich chorych przed i po zakonczeniu 4-tygodniowego leczeniu doxycykling
oznaczano w surowicy krwi aktywnos¢: N-acetylo-f-D-glukozoaminidazy (HEX), 3-galak-
tozydazy i o-mannozydazy. Aktywnos¢ HEX oznaczono metoda Chattjerjee i wsp. (16)
w modyfikacji Zwierza i wsp. (11). Do 50 ul badanej surowicy dodano 250 pl 0,1M buforu
fosforanowo-cytrynianowego o pH 4,7 1 150 pl substratu (p-nitrofenolo-N-acetylo-p-gluko-
zoaminid, Sigma, USA). Proby inkubowano przez 60 min. w 37°C. Reakcj¢ enzymatyczna
zatrzymywano dodajac 1 ml 0,2M buforu boranowego, pH 9,8. Miara aktywnosci HEX byl
przyrost stezenia p-nitrofenolu uwolnionego z substratu, mierzony spektrofotometrycznie
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przy dhugosci fali 410 nm. Aktywnos¢ f-galaktozydazy i c-mannozydazy oznaczono przy
uzyciu specyficznych substratow; p-nitrofenolo-p-D-galaktopiranozydu dla -galaktozyda-
zy 1 p-nitrofenolo-a.-D-mannopiranozydu dla mannozydazy (Sigma, USA). Do 50 pl suro-
wicy dodano 250 ul 0,1M buforu fosforanowo-cytrynianowego, pH 4,3 i 150 pl substratu.
Proby inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 min. Reakcj¢ przerywano przez dodanie
1 ml 0,2M buforu boranowego, pH 9.8. Absorbancj¢ uwolnionego p-nitrofenolu zmierzono
przy dlugosci fali 410 nm. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu
pakietu statystycznego Statistica 6.0. W obliczeniach przyjeto poziom istotnosci p< 0,05
jako znamienny statystycznie.

WYNIKI

W grupie kontrolnej w surowicy wykazano $rednia aktywnos$¢ heksozoaminidazy x =
11,37 pKat/ 50 pl surowicy, -galaktozydazy x = 0,83 pKat/50 pl surowicy i c.-mannozyda-
zy x = 0,89 pKat/50 pl surowicy.

W grupie chorych z Lyme arthritis w I badaniu — przed leczeniem doxycykling — aktyw-
no$¢ HEX w surowicy wynosila $rednio x=14,52 pKat/50 pl surowicy, i byla znamiennie
wyzsza p< 0,05 niz w surowicy 0sob z grupy kontrolnej (tab. I). W Il badaniu, wykonanym po
zakonczeniu 4 tygodniowej antybiotykoterapii, aktywnos¢ HEX ulegla obnizeniu, nadal jednak
pozostajac nieznamiennic wyzsza (x =13,04 pKat/50 pl surowicy) niz w grupie kontrolne;.

W I badaniu aktywnos¢ p-galaktozydazy w surowicy krwi chorych z Lyme arthritis
wynosila srednio x=0,88 pKat/50 pl surowicy. Po leczeniu doxycykling w II badaniu jej
aktywno$¢ obnizyla si¢ osiagajac srednia wartos¢ x=0,84 pKat/50 pl surowicy.

Aktywnos¢ ai-mannozydazy w I badaniu przed leczeniem doxycykling wynosila sred-
nio x=0,95 pKat/50 pl surowicy. W badaniu II po 4 tygodniowe;j terapii jej aktywnos$¢ ulegla
obnizeniu i wynosita §rednio 0,84 pKat/50 pl surowicy.

DYSKUSJA

Patogencza boreliozowego zapalenia stawow jest wieloczynnikowa, a przebieg choro-
by zalezy od liczby kretkow w zaatakowanych narzadach, zjadliwosci kretka oraz odpowie-
dzi immunologicznej organizmu (3, 17). Badanie histopatologiczne blony maziowej sta-
wow w Lyme arthritis wykazuje podobne zmiany jak w innych rodzajach zapalenia stawow
w tym réwniez reumatoidalnym zapaleniu stawow. Cecha charakterystyczna Lyme arthritis,
niespotykana w innych stanach zapalnych sa widoczne zlogi fibryny i endoartheritis oblite-
rans w blonie maziowej stawdw (6). Natomiast zaburzenia immunologiczne w przebiegu
tych dwoch chordb sq podobne. Predyspozycje do zapalen reumatoidalnego i przewleklego
boreliozowego maja osoby z MHC i HLA-DRA, DRB1*0401 (Dw4, Dw14) HLA DR1
(DRB10101) (3.6). W obrgbie stawow objetych boreliozowym zapaleniem wykazano za-
réwno obecno$¢ B.burgdorferi jak i jej materialu genetycznego. DNA B. burgdorferi czg-
Sciej stwierdzano w blonie maziowej niz w plynie stawowym (18). Priem i wsp. (19)
u chorych z nawracajacym zapaleniem stawoéw wykazywali DNA kretka jedynie w blonice
maziowe]j. Wskazuje to na mozliwos¢ przetrwania kretka B. burgdorferi wewnatrz stawow,
mimo leczenia antybiotykami, co w konsekwencji jest przyczyna dlugotrwalej stymulacji
stanu zapalnego.
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Dolegliwosci ze strony narzadu ruchu u chorych z borelioza z Lyme najczesciej do-
tycza duzych stawow, zwlaszcza kolanowych, nastgpnie stawow barkowych i lokciowych.
Stosunkowo czgsto zajgte sa stawy skroniowo-zuchwowe, natomiast do rzadkosci naleza
dolegliwosci ze strony drobnych stawow dloni i stop. Epizody ostrego boreliozowego zapa-
lenia stawow z towarzyszacym bolesnym obrzekiem, rzadziej ze wzmozonym ociepleniem
izaczerwienieniem, najczesciej dotyczace asymetrycznych, pojedynczych, duzych stawow,
moga utrzymywac si¢ kilka tygodni. Rzadko obserwuje si¢ symetryczne zapalenie wiclosta-
wowe. Choroba ma najczesciej charakter samoograniczajacy si¢, ale moze przechodzic¢
w posta¢ przewlekla prowadzacq do trwalej destrukcji stawdw. Dolegliwosci ze strony na-
rzadu ruchu mogg takze objawiac si¢ przewleklymi, wedrujacymi bolami mig$ni, przycze-
pow i pochewek Sciggnistych. W literaturze znane sa opisy zapalenia mig$ni w przebiegu
boreliozy przebiegajacego tagodnie z miejscowa mialgia i/lub zanikami migsniowymi, jak
réwniez uogolnionymi bélami migsniowymi i znacznym oslabieniem mig¢$ni szkicletowych
(3,17,20,21).

Wg Zimmermann-Gorskiej (21) zapalenie stawow rozwija si¢ u okolo 60% o0so6b
w okresie od kilku tygodni do 2 lat od zakazenia, w tym po uplywic okolo 6 miesigcy u 60%
0sob nieleczonych i 30% leczonych. Pancewicz i wsp. (4) wykazali, iz w populacji 1765
0s0b pochodzacych z rejonu endemicznego wystgpowania choroby z Lyme, zmiany mig-
$niowo-stawowe rejestrowano u 4,9% badanych, w tym u 2,6% bylo to ostre zapalenice sta-
wow. Jednak wsrod 418 0sob z tej populacji majacych w surowicy przeciwciala przeciwko
B. Burgdorferi, dolegliwosci ze strony ukladu ruchu zglaszalo az 20,8% badanych.

U wigkszosci chorych z boreliozowym zapaleniem stawdw leczenie antybiotykami jest
skuteczne. Jednak u okolo 10% chorych, mimo antybiotykoterapii proces chorobowy prze-
chodzi w posta¢ przewlekla (6). Obserwacje wlasne wykazaly u 46% badanych chorych
istnienie zmian w narzadzie ruchu, potwierdzonych badaniem radiologicznym i wynikami
badan serologicznych; mialy one charakter przewlekly (20).

W surowicy krwi pacjentoéw z Lyme arthritis przed leczeniem farmakologicznym wyka-
zano znamienny wzrost aktywnosci HEX i tendencj¢ do wzrostu aktywnosci B-galaktozyda-
zy 1 a-mannozydazy. Po leczeniu farmakologicznym aktywno$¢ HEX, mimo obnizenia si¢,
byla nieznamiennie wyzsza niz w grupie kontrolnej. Aktywnos¢ p-galaktozydazy i a-man-
nozydazy po leczeniu osiagngla wartosci zblizone do grupy kontrolnej. Egzoglikozydazy
lizosomalne naleza do czulych wskaznikow uszkodzenia tkanck. Analiza enzymow uczest-
niczacych w rozkladzie glikoprotein i proteoglikanow wykazata wzrost aktywnosci glikozy-
daz w réznych typach uszkodzen stawdéw. Znamienny wzrost aktywnosci HEX stwierdzono
w plynach stawowych u chorych z rzs i urazami mechanicznymi (14). Wykazano takze wzrost
aktywnosci B-galaktozydazy i o.-mannozydazy (22, 24). Aktywnos¢ HEX w surowicy grupy
kontrolnej, chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawow i osteoartroza utrzymywala si¢
na podobnym poziomie, co moze sugerowac zaangazowanie tych enzymoéw w miejscowym
procesie uszkodzenia stawu. W modelu doswiadczalnym na szczurach z wywolanym arthri-
tis wykazano wzrost niektorych glikozydaz w plynie stawowym i surowicy. Spadek aktyw-
nosci uzyskano po podaniu niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (indometacyna, aspi-
ryna, brufen) oraz prednizolonu (25).

Wzrost aktywnosci egzoglikozydaz lizosomalnych uzalezniony jest od toczacych si¢
Ww organizmie procesow chorobowych. W zakazeniach kretkiem B. burgdorferii powikla-
nych zmianami stawowymi, wzrost aktywnosci poszczegolnych glikozydaz moze by¢ od-
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zwierciedleniem metabolizmu glikokoniugatow tkanki lacznej. Wydzielanie N-acetylo-f3-
D-glukozoaminidazy stymulowane jest przez nicktore cytokiny np. IL-1f (26), ktérych pod-
wyzszone st¢zenie w surowicy krwi obserwuje si¢ w przebiegu Lyme arthritis zarowno przed
jak i po antybiotykoterapii. W stanach zapalnych stawow obserwuje si¢ zwigkszenie ilosci
plynu stawowego i jego cisnienia. Zjawisko to moze by¢ powodem uposledzenia przeptywu
krwi w naczyniach polozonych w obrebie stawu i wzrostu przepuszczalnoscei ich $cian. Klirens
HEX i innych egzoglikozydaz ze stawow objetych stanem zapalnym jest wiclokierunkowy
(27). Enzymy lizosomalne mogg wigc przenika¢ do naczyn krwionosnych, co uwidacznia si¢
w podwyzszonej aktywnosci tych enzymow w surowicy krwi chorych z Lyme arthritis.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1. W surowicy krwi chorych z Lyme arthritis przed leczeniem doxycyklina aktywnos¢
N-acetylo-p-glukozoaminidazy (HEX) byla znamiennie wyzsza niz w grupie kontrolne;j,
a po 4-tygodniowej antybiotykoterapii obnizyla si¢, pozostajac jednak nieznamiennie
wyzsza niz w grupie kontrolne;j.

2. Aktywno$¢ p-galaktozydazy i o.-mannozydazy w surowicy krwi chorych z Lyme arthritis
przed leczeniem byla nieznamiennie wyzsza niz grupie kontrolnej. Po leczeniu doxycy-
klina aktywno$¢ enzymow spadta do poziomu grupy kontrolne;.

3. N-acetylo-B-D-glukozoaminidaza jest czulym wskaznikiem enzymatycznym w przebie-
gu boreliozowego przewleklego zapalenia stawdw, co moze by¢ wykorzystane do oceny
przebiegu i leczenia boreliozowego zapalenia stawdw.

P Wielgat, S Pancewicz, T Hermanowska-Szpakowicz, M Kondrusik, M Zajkowska,
S Grygorczuk, J Popko, K Zwierz

ACTIVITY OF LISOSOMAL EXOGLYCOSIDASES IN SERUM
OF PATIENTS WITH CHRONIC BORRELIA ARTHRITIS.

SUMMARY

To estimate activities of lisosomal exoglycosidases in serum of patients with chronic borrelia
arthritis.

Study group consisted of 18 patients aged 18-72 years (X=46) hospitalized in Department of
Infectious Diseases and Neuroinfections of Medical Academy in Bialystok with diagnosis of chronic
arthritis in course of borreliosis. Control consisted of 20 healthy volunteers (health services employ-
ees) aged 25-65 years (x=45), with no detectable anti-Borrelia burgdorferi antibodies in serum. In all
borreliosis patients serum activity of: N-acetylo-B-D-glucosaminidase (HEX), -galactosidase and
o-mannosidase was measured before and after 4 weeks of doxycycline treatment. Results were analy-
zed with Statistica 6.0 software. P < 0,05 was considered statistically significant.

HEX activity was significantly increased in serum of Lyme arthritis patients before treatment
compared to controls. It decreased after 4-week treatment, remaining insignificantly higher than in
controls. b-galactosidase and a-mannosidase activities in serum of Lyme arthritis patients were insi-
gnificantly higher than in controls and fell after treatment to the levels observed in control group.

N-acetylo-f-D-glucosaminidase (HEX) is sensitive enzymatic marker of Lyme arthritis. It may
be used to monitor course of the disease and its efficiency of treatment.
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