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Wewnatrzplynowa synteza immunoglobulin

Intrathecal synthesis of immunoglobulins

JACEK ZABORSKI

Z TI Kliniki Neurologicznej IPiN w Warszawie

STRESZCZENIE. W pracy oméwiono najistot-
nigjsze zagadnienia zwiqzane z wewnqgtrzplynowq
syntezq immunoglobulin, mechanizmy patogene-
tyczne doprowadzajgce do wystqpienia tego proce-
su. Przedstawiono zastosowanie wykrywania we-
wnaqtrzplynowej syntezy immunoglobulin w diagno-
styce choréb ukladu nerwowego.

SUMMARY. Major issues concerning intrathe-
cal synthesis of immunoglobulins, as well as the
pathogenic mechanism underlying the onset of this
process are dealt with in the paper. The application
of intrathecal synthesis of immunoglobulins to
the diagnostics of the nervous system diseases
is discussed.
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Za poczatek badan bialek pltynu mozgo-
wo-rdzeniowego uwazane sg prace Kabata
i wsp. z 1942 roku. Wykazali oni, stosujac
elektroforeze wg Tiseliusa, Ze sklad biatkowy
plynu jest zblizony do skladu surowicy. Jed-
nakze po obliczeniu procentowego udziali
poszczegblnych frakcji biatkowych w biatku
calkowitym plynu mozgowo-rdzeniowego
stwierdzili, Ze np. u pacjentéw z kila osrod-
kowego ukladu nerwowego (0.u.n.), nastepu-
je zwickszenie frakcji gammaglobulin, co nie
ma swojego odbicia w zmianach biatkowych
surowicy. Dane te nasunely przypuszczenie,
ze cze§c frakcji gammaglobulin powstaje
w o.u.n. Wyniki te korelowaly ze zmianami
krzywej zlotowej, stwierdzanymi u chorych
na stwardnienie rozsiane (s.r.) lub kile o.u.n.
Przekonywujacych dowoddéw na istnienie
syntezy gammaglobulin w o.u.n. dostarczyli
w 1958 r. Frick i Scheid-Syedel przeprowa-
dzajac doSwiadczenia nad dystrybucja poda-
nych dozylnie bialek znakowanych jodem
I-131. Stwierdzili oni, Ze u chorych na s.r.

tylko czgs¢ gammaglobulin plynu mézgowo-
-rdzeniowego pochodz z surowicy, w przeci- .
wienstwie do albuminy, ktéra w calosci po-
chodzi spoza o.u.n. W 1966 roku Tourtellotte
wykazal, 7e stezenie IgG w zmianach demie-
linizacyjnych jest wyzsze niz wynikaloby to
ze stezenia IgG w plynie. Fakt ten pozwolit
mu na stwierdzenie, ze w przypadkach stwar-
dnienia rozsianego mamy do czynienia z syn-
teza IgG w o.u.n.

W warunkach prawidtowych stezenie im-
munoglobulin w plynie moézgowo-rdzenio-
wym jest znacznie niZsze niz w Surowicy oraz
nie stwierdza sie ich syntezy w obrebie o.u.n.
Iub wystepuje ona w ilosciach Sladowych.
Obecnos¢ wewnatrzptynowej syntezy im-
munoglobulin jest wynikiem istnienia pro-
cesu patologicznego w ukladzie nerwowym,
w czasie ktorego aktywowane limfocyty B
i komorki plazmatyczne produkuja immu-
noglobuliny. Naleza one gléwnie do klasy
IgG, lecz obecne moga by¢ réwniez im-
munoglobuliny innych klas: IgA, IgD, IgM.
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Poszczegblne klony limfocytow B charakte-
ryzuja si¢ swoistoicia antygenowa posiada-
nych receptoréw (posiadaja okreSlony idio-
typ). W wyniku reakcji z antygenem (bakte-
rie, wirusy, biatka, itp.) limfocyty T ulegaja
aktywagcji. Pobudzone limfocyty T, w wyniku
reakcji m.in. z molekulami adhezyjnymi
§rodblonka (slektyna E i P, VCAM-I1,
ICAM-1, ICAM-2, LFA-3), sa zdolne do
przekroczenia bariery krew—mozg. W o.u.n.
aktywowane limfocyty T w obecnosci ko-
mérek prezentujacych antygen (makrofagi
Iub komérki mikrogleju) i antygendw zgod-
nosci tkankowej typu II wydzelaja m.in.
cytokiny (np. interferony, TNF-alfa, inter-
leukiny) [Bartlett i wsp. 1991, Hartung 1995,
Hohlfeld i wsp. 1995, Wekerle 1991]. Sa to
substancje, ktdrych dziatanie polega m.in. na
pobudzeniu limfocytow B i komorek plazma-
tycznych do syntezy przeciwcial. Dzialanie
pobudzajace na limfocyty B wykazuja m.in.
interlevkina 1, 4, 5, 6 i 10. W chorobach
infekcyjnych, poczatkowo w wyniku aktywa-
¢ji, limfocyty B syntetyzuja immunoglobuling
M, a w nastepnych etapach IgG, natomiast
w przewleklych nieswoistych procesach za-
palnych od poczatku choroby dominuje syn-
teza IgG. Jezeli pobudzenie dotyczy wylacz-
nie jednego klonu limfocytow B mamy do
czynienia z synteza monoklonalna, jezeli
kilku — oligoklonalna, a jezeli wielu to poli-
klonalng. U ludzi zdrowych wystgpuje syn-
teza poliklonalna zwiazana z mnogoScia
antygendw, z ktérymi kontaktuje si¢ czlo-
wiek. W warunkach patologicznych mamy
duza ilos¢ jednego lub najwyzej kilku anty-
genow, dlatego tez wystepuje synteza mono-
lub oligoklonalna [Felgenhauer i wsp. 1987,
Thompson 1988, 1995]. Te formy syntezy nie
wystepuja nigdy u ludzi zdrowych i sg prze-
waznie zwigzane z istnieniem przewleklych
procesow zapalnych ukladu nerwowego (np.
stwardnienie rozsiane, neuroborelioza, to-
czen ukladowy). Laurenzi i Link wykazali, ze
w przypadkach s.r. dominuja lekkie fancuchy
kappa w skladzie syntetyzowanej wewnatrz-
pltynowo IgG [Link i Laurenzi 1979]. Nato-
miast w innych chorobach zapalnych, takich

jak zesp6l Guillain-Barr’e, zapalenia opon
mobzgowo-rdzeniowych, dominuja lekkie tafi-
cuchy lambda [Fryden i Link 1978, 1979].

W warunkach prawidlowych okolo 80%
bialek plynu mozgowo-rdzemowego pocho-
dzi z przesaczania bialek surowicy krwi
przez bariere krew—mozg (sploty naczy-
niéwkowe uktadu komorowego), a 20% jest
syntetyzowanych w oSrodkowym ukladzie
nerwowym. W przebiegu wielu proceséw
chorobowych proporcje te moga ulec za-
chwianiu, zaréwno pod wzgledem iloScio-
wym, jak i jakoSciowym. Ilo§¢ i rodzaj
danego bialka w plynie mdzgowo-rdzenio-
wym, przesaczanego przez bariere krew—
—-moézg, zalezy przede wszystkim od jego
cigzaru, lipofilnoédci i odczynu pH. Latwiej
przez bariere przenikaja biatka o wiekszej
lipofilnoéci (np. lipoproteiny) oraz bialka
o odczynie kwasnym. Sklad biatkowy su-
rowicy i plynu moézgowo-rdzeniowego jest
rézny zar6wno pod wzgledem iloSciowym,
jak i ilosciowym (tabl. 1).

Tablica 1. Porownanie skladu bialkowego plynu
mozgowo-rdzeniowego i surowicy
(gtowne frakcje) [Thompson 1988]

Plyn .

modzgowo-rdzeniowy Surowica
albumina albumina
beta globuliny IgG

IgG beta lipoproteina
prealbumina alfa lipoproteina
transferyna fibrynogen
alfa-1-antytrypsyna transferyna
apo-A-lipoproteina alfa-1-antytrypsyna
pasmo gamma alfa-2-makroglobulina

podano w kolejuofci malejacego udziatu procentowego
w stezeniu biatka calkowitego.

Obecnos¢ wewnatrzpltynowej syntezy im-
munoglobulin mozna stwierdzi¢ dwoma spo-
sobami. Pierwszy — to wykazanie obecnosci
oligoklonalnej immunoglobuliny G (réwniez:
IgA, IgM, IgD) z zastosowaniem metod elek-
troforetycznych (np. izoelektroogniskowa-
nie na Zelu poliakrylamidowym), drugi — to
stwierdzenie obecnodci wewnatrzplynowej
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syntezy immunoglobulin z uZzyciem wskazni-
koéw matematycznych., W oparciu o wlasne
doswiadczenia, Deplech i Lichtblau (1972)
wprowadzili do diagnostyki klinicznej swdj
wskaznik IgG Swiadczacy o syntezie IgG
w o.u.n. Podobne wskazniki obecnosci we-
wnatrzpltynowej syntezy IgG wprowadzili:
Tibbling i Link (1977), Tourtellotte (1978),
Reiber (1980), Schiiller i Sagar (1981) oraz
Ohman (1989). Podwyzszone wartoéci wskaz-
nika IgG powyzej 0,7 stwierdzano u okolo
70% chorych na s.r. [Link i wsp. 1977,
Thompson 1977]. Do najczesciej stosowanych
w praktyce klinicznej wskaznikow syntezy we-
wnatrzplynowej immunoglobulin naleza:
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Czulo$¢ wymienionych wskaznikéw syn-

tezy

wewnatrzplynowej immunoglobulin

wynosi wg roznych autoréw od 60 do 75%
[Link i wsp. 1977, Ohman i wsp. 1992].
Wskazniki te maja ograniczone znaczenie
w przypadkach uszkodzonej bariery krew—
—plyn moézgowo-rdzeniowy (np. w wyniku
sztucznego skrwawienia ptynu w trakcie na-
ktucia ledzwiowego). Uszkodzenie bariery
krew—plyn moézgowo-rdzeniowy moze byé
przyczyna wynikoéw zaréwno falszywie do-
datnich, jak i falszywie ujemnych. W takich
przypadkach oznaczanie wskaznikéw synte-
zy wewnatrzplynowej jest bezcelowe. Nalezy
odczekaé 2-3 tygodnie i ponownie wykonaé

)

@

)

@

wskaznik IgG — (IgG plyn mézgowo-rdzeniowy /
IgG surawim) / (albumina plyn mézgowo-rdzeniowy
/albuminaS"’OWi””),

wartosci nieprawidlowe: powyzej 0,7

wskaznik IgG [Link i Tibbling 1977):

wskaznik dobowej syntezy IgG
(SRIgG w mg/dl)

[Tourtellotte i Booe 1978]:

SRIgG =

[(IgG plyn mézgowo-rdzeniowy _ IgGsurowica
/ 369) — (albuminaplyn mdzgowo-rdzeniowy
— albumina "owica | 230) x (0,43)] x 5,
wartosci nieprawidlowe:

powyzej 3,3 mg/dl/24 h

wskaznik miejscowej syntezy IgG
(Loc IgG w mg/dl) [Reiber 1980]:
Loc IgG =

[(‘[nglyn mdézgowo-rdzeniowy / IgG.rurawica)
_ 0,8 X {(albumina plyn mozgowo-rdzeniowy
/ albumina™owicay: 4 15 x 106}/
+ 1,8 x 1073 x IgGowowica,
wartosci nieprawidiowe:

powyzej 0,0 mg/dl

rozszerzony wskaznik IgG (EI IgQG)
[Ohman 1989}:

EI IgG =

(IgG plyn mézgowo-rdzeniowy / IgGmrowica)
/ [(albumina plyn mézgowo-rdzeniowy

/ albuminasurowica)]l.lz_

wartosci nieprawidlowe: powyzej 1,24
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Rysunek 1. Diagram pozwalajacy na stwierdzenie
wewatrzplynowej syntezy immunoglobuliny G oraz
oceng stanu bariery krew-mozg [Reiber 1980]

Qalb

QlgG
Pole 1:

Pole 2:

Pole 3:

Pole 4:

Pole 5:

— albumina (plyn mézgowo-rdzeniowy) / albumina
(surowica);
~ IgG (ptyn mézgowo-rdzeniowy) [ IgG (surowica)

stan prawidtowy: nieuszkodzona bariera i nieobecna
synteza IeG

izolowane uszkodzenie bariery krew-mézg (ap. pod-
czas krwotoku mozgowego)

obecna synteza wewnatrzptynowa oraz uszkodzona
bariera krew-mozg (stany zapalne ukladu nerwowe-
go, np. zapalenie opon)

obecna synteza wewnatrzplynowa IgG bez uszkodze-
nia bariery — przewlekte procesy zapalne (ap. stward-
nienie rozsiane)

w zadunej sytuacji wynik nie moze znaleé sig na tym
polu — blad laboratoryjny
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oznaczenia bialek pltynu mézgowo-rdzeniowe-
go. Dodatkowo, w trakcie oznaczania wskaz-
nikdw syntezy wewnatrzptynowej, wskazane
jest oznaczenie wskaZnika albuminowego
(Q Alb) (Qalb = albumina PYyn mézgowo-rdzeniowy
|/ albuminasowicd)  wiadczacego o stanie
czynnofciowym bariery krew-mozg. Pra-
widlowe wartoSci wskaznika albuminowe-
go wynosza ponizej 7,0 x 107°. Obecnoéé
wewnatrzplynowej syntezy immunoglobulin
mozna dla celéw praktycznych przedstawic
w formie graficznej. Obecnie czgsto stosuje sig
w praktyce klinicznej diagramy ilustrujace
istnienie wewnatrzplynowej syntezy immuno-
globulin i stanu czynnoiciowego bariery
krew-mozg. Najczesciej stosowane sa wykresy
wg Thompsona i wg Reibera (rys. 1).

Wskainik swoistych przeciwcial ( )

W przypadkach chor6éb spowodowanych
znanym czynnikiem etiologicznym (np. neu-
roinfekcje: kila o.u.n., borelioza, HIV, to-
ksoplazmoza) mozna oznaczaé wewnatrz-
plynowa synteze przeciwcial skierowanych
przeciwko swoistym antygenom, jako wskaz-
nik syntezy swoistych przeciwcial (antibody
specificity index, AST) [Reiber i wsp. 1991,
Felgenhauer 1992]. Warto$¢ tego wskaznika
oblicza sie w nastepujacy sposob:

(1) ASI = QAb/QIgG, gdy QIgGQlim
Iub
(2) ASI = QAb/Qlim, gdy QIgGQlim,

gdzie:
QIgG=IgG plyn mdzgowo-rdzeniowy 1gG surowica
QAb = Abspec. plyn mézgowo-rdzeniowy
/ Abspec. surawica,
Abspec. = stezenie przeciwcial skierowa-
nych przeciwko swoistym an-
tygenom.

Wartosé Qlim obliczamy wg wzoru:

Qlim =0,8 x [(albumina plyn mézgowo-rdzeniowy
/ albumina #rowicd)2 1 15 x 10~ 6}1/2-1,8
x 1073

Prawidlowa wartosé ASI: ponizej 1,5.

Znany jest program komputerowy, ktéry
na podstawie stezen IgG i albuminy w plynie
mozgowo-rdzeniowym i surowicy oblicza
wartoSci ASI. Oznaczanie ASI ma zastoso-
wanie w diagnostyce wielu choréb ukladu
nerwowego (tabl. 2) [Thompson 1995]. Doty-
czy to szczegblnie przypadkow, w ktdrych
istotnym elementem diagnostyki jest ocena,
czy w przebiegu ogolnoustrojowych infekcji
lub proces6w zapalnych doszlo do zajecia
ukladu nerwowego (np. w przypadkach tocz-
nia, boreliozy, kity, HIV).

Tablica 2. Procesy chorobowe, w ktorych mozna
oznaczaé wskaznik swoistych przeciw-
cial — ASI [Thompson 1995}

Bakterie:
S. pneumoniae
H. influenzae
M. tuberculosis
T. pallidum
B. burgdoferi

Wirusy:
odry
rézyczki
ospy wietrznej i polpasca
opryszezki typu I1 11
nagminne zapalenie przyuszanic
cytomegalii
JC papova
ECHO
Ebstein-Barr
HIV
Pierwotniaki:
toksoplazmoza
malaria

Inne:
aspergiloza
odczyn Kveima (sarkoidoza)

Podwyzszone wartoSci ASI uprawniaja
np. do rozpoznania neuroboreliozy czy
kily own. W przypadkach choréb zapal-
nych ukladu nerwowego o znanej etiologii
wartoéci ASI osiagaja wysokie wartosci
(czesto powyzej 20) dla jednego antygenu.
W przebiegu przewleklych chorob zapal-
nych o nieustalonej etiologii, jak: stwardnie-
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nie rozsiane, toczen z zajeciem ukladu ner-
wowego lub izolowane zapalenia naczyn
o.u.n., wartosci ASI moga ulec podwyzsze-
niu dla wiecej niz jednego antygenu, Wskaz-
niki te nie osiagaja jednak tak wysokich
wartosdci, jak w przypadkach swoistych za-
kazeh ukladu nerwowego. W przypadkach
przewleklych proceséw =zapalnych o.u.n.
stwierdzano obecno§¢ przeciwcial przeciw
wirusom odry, roézyczki, nagminnego za-
palenia przyusznic, wirusa opryszczki i pol-
pasca [Felgenhauer 1991, Reiber i Lange
1991, Felgenhauer i Reiber 1992].
Obecnos$¢ wewnatrzplynowej syntezy im-
munoglobulin skierowanych przeciwko wielu
antygenom (np. wirusowym), jest najprawdo-
podobniej wynikiem nieswoistego pobu-
dzenia limfocytéw B w nastepstwie licznych
zaburzen ukladu odpornosciowego. Istnieje
mozliwo$¢, ze tylko niewielka czes¢ immuno-
globulin jest skierowana przeciwko swoiste-
mu antygenowi odpowiedzialnemu za wysta-
pienie s.r. lub innej choroby zapalnej uktadu
nerwowego, a w wiekszoéci sa to przeciw-
ciala przeciwko calemu spectrum antygendw:
wirusowych, bakteryjnych, autoantygenéw,
jak rowniez prezeciwciala antyidiotypowe
[Felgenhauer 1987, Wekerle 1991]. Ta poli-
specyficzna odpowiedz jest obserwowana nie
tylko w przypadkach stwardnienia rozsiane-
go. Jej obecnosé stwierdzono w przypadkach
tocznia trzewnego rumieniowatego z objawa-
mi ze strony ukladu nerwowego, jak réwniez
w poZnych fazach neuroinfekcji wirusowych
[Reiber i Felgenhauer 1987, Reiber i Lange
1991, Sindic i wsp. 1994]. Nie jest dotychczas
jasne, dlaczego istnieja determinaty antyge-
nowe dla wirusdéw odry, ré:‘zyczki pOlpasca
i nagmmnego zapalema przyuszmc Wszyst-
kie wyzej wymienione wirusy sa prawdopo-
dobnie obecne w ukladzie nerwowym czes-
ciej, niz wskazywalyby na to objawy kli-
niczne i by¢ moze w dziecifistwie powoduja
aktywacje komorek B i przetrwanie ich jako
komorek pamigci immunologicznej, uczyn-
nianych w wyniku niespecyficznej aktywaciji
ukladu odpornosciowego [Sindici wsp. 1994].
Obecnos¢ takich przetrwalych komarek pa-

mieci stwierdzili Gerhard i Koprowski. Na-
plyw aktywowanych komoérek T pomocni-
czych, przez barier¢ krew-plyn moézgowo-
-rdzeniowy, wydaje si¢ by¢ tym czynnikiem,
ktéory moze prowadzic do reaktywacji ko-
morek pamieci obecnych w o.u.n. [Wekerle
1991, Hohlfeld i wsp. 1995]. Reaktywacja
taka powoduje synteze oligoklonalnych prze-
ciwcial przeciwko wirusom neurotropowym
[Sindic i wsp. 1994].

Nadal nie jest jasne, czy stwierdzana w s.r.
wewnatrzplynowa synteza immunoglobulin
jest wynikiem infekcji wirusowey, reakc_]l auto-
immunologicznej, czy tez jest przejawem nad-
wrazliwosci na nieokreslony dotychczas anty-
gen zwiagzany z wystgpowaniem s.r. W s.r.
stwierdzono réwniez obecno$¢ przeciwcial
skierowanych przeciw innym antygenom:
MAG, MOG, oligodendrocytom. Tylko nie-
wielka czes¢ IgG skierowana jest przeciwko
biatku zasadowemu mieliny i nie jest to zjawi-
sko charakterystyczne dla s.r.

Od czasu opublikowania w 1994 roku
Consensus Report w sprawie badan plynu
moézgowo-rdzeniowego ustalono, Ze bada-
niem z wyboru do wykrywaria wewnatrzply-
nowej syntezy immunoglobulin jest oznacza-
nie obecnosci oligoklonalnej IgG [Anderson
i wsp. 1994]. Czuloé¢ tego badania wynosi do
98% w przypadkach stwardnienia rozsia-
nego. Jednakze w diagnostyce s.r. i innych
chordb zapalnych ukladu nerwowego naleza-
foby poczatkowo oznaczaé co najmniej dwa
wskazniki matematyczne wewnatrzptynowej
syntezy immunoglobulin i tylko w przypad-
kach stwierdzenia wartosci prawidlowych ist-
nieja wskazania do oznaczania oligoklonal-
nej IgG, gdyz jest to badanie do§¢ drogie
i dostepne jedynie w niewielu osrodkach,
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