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Streszczenie

Reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS) jest najczesciej wystepujaca
chorobg zapalng stawéw. Rozpoznanie tego schorzenia, pomimo
ustalonych kryteriow diagnostycznych, nadal stwarza wiele
trudnosci, zwiaszcza we wczesnym stadium. Zbyt niska czutosé
oznaczenia czynnika reumatoidalnego w poczgtkowym okresie
choroby oraz stosunkowo pbézne rozpoznanie zmian w obrazie
radiologicznym sprawiaja, ze wciaz poszukuje sie nowych markeréw
o wysokiej czutosci i swoistosci, ktore bytyby przydatne
w laboratoryjnej diagnostyce RZS. Sposrdéd parametrow
serologicznych wymienia sie przede wszystkim przeciwciata
przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi (anty-CCP),
przeciwciata antykeratynowe (AKA), przeciwciata antyfilagrynowe
(AFA) oraz czynnik antyperinuklearny (APF). Jednakze ze wzgledu
na wysoka specyficznos¢ i czutosé jednym z najbardziej uzytecznych
w diagnostyce RZS moze stac sie oznaczanie przeciwciat anty-CCP
W zwigzku z automatyzacjg oznaczenia tych przeciwciat ich badanie
powinno wkrotce znalez¢ zastosowanie w rutynowej diagnostyce
reumatoidalnego zapalenia stawow.

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest
najczestsza choroba zapalng stawéw. Ze wzgledu
na postepujacy charakter choroby istnieje koniecznosé
wczesnego, ale i agresywnego leczenia pacjentéw z RZS.
Farmakoterapia spowalnia postep zmian kostno-stawo-
wych, ale jednoczesnie czesto doprowadza do wielu
powiktah narzadowych. Dlatego tak istotne jest
prawidtowe rozpoznanie tego schorzenia [1].

Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common inflammatory joint
disease. The diagnosis of this disease, despite established criteria,
still creates many difficulties, especially in the early stage of the
disease. The sensitivity of rheumatoid factor (RF) in the initial
phase of disease is too low and the relatively late occurrence of
radiological changes means that searching for new markers with
high sensitivity and specificity useful in laboratory diagnosis of RA
is highly appreciated. Among serological parameters special
attention has been focused on anti-cyclic citrullinated peptide
antibodies (anti-CCP), antikeratin antibodies (AKA), antifilaggrin
antibodies (AFA) and antiperinuclear factor (APF). However, for
high specificity and sensitivity, anti-CCP seem to be the most
useful in diagnosis of RA. Anti-CCP will be available very soon in an
automatic immunological analyzer enabling the detection of these
antibodies in routine laboratories.

Rozpoznanie reumatoidalnego zapalenia stawoéw,
szczegblnie wczesnego okresu choroby i postaci o nie-
typowym przebiegu, pomimo ustalonych przez
American College of Rheumatology (ACR) kryteriow kli-
nicznych, radiologicznych i immunologicznych, nadal
stwarza wiele trudnosci. Czynnik reumatoidalny, jako
dotychczas jedyne kryterium immunologiczne rozpo-
znawania RZS, oznaczany w poczatkowym okresie cho-
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roby, w tzw. wczesnym RZS, jest wykrywany zaledwie
u 30% chorych [2]. Ponadto jego obecnos¢ stwierdza
sie nie tylko w reumatoidalnym zapaleniu stawdw, ale
rowniez w réznych chorobach reumatycznych, zakaz-
nych i wielu innych, a takze u 3-5% o0s6b zdrowych, co
znacznie zmniejsza jego wartos¢ diagnostyczng jako
markera specyficznego dla RZS [3].

Zmiany widoczne w obrazie radiologicznym wyste-
puja réwniez stosunkowo pézno, dlatego niekiedy po-
twierdzenie rozpoznania dokonane jest w zaawanso-
wanym stadium RZS, tj. wtedy, gdy uszkodzenie
chrzastki stawowej jest juz nieodwracalne. Dlatego tez
wcigz poszukuje sie nowych wczesnych markeréw
o wysokiej czutosci i swoistosci, ktére bytyby przydatne
w diagnostyce laboratoryjnej tej choroby [1, 4, 5].

WSsrod serologicznych parametréw diagnostycznych
charakterystycznych dla RZS opisano wiele swoistych
i nieswoistych przeciwciat, takich jak przeciwciata prze-
ciwko cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi (anty-
-CCP) i wimentynie (anty-Sa), przeciwciata przeciwko
kolagenowi typu Il (Cll), przeciwciata przeciw biatku
wigzacemu immunoglobuliny (anty-BiP), przeciwciata
antykeratynowe (AKA), antyfilagrynowe (AFA) oraz
czynnik okotojadrowy (APF), a ponadto przeciwciata
anty-GPI i anty-RA 33 (tab. L) [2, 4, 5].

Mechanizmy odpowiedzialne za powstawanie tych
przeciwciat nie sg doktadnie poznane, wiadomo jed-
nak, ze ich obecnos¢ obrazuje wzajemne oddziatywa-
nia miedzy komérkami T i B uktadu immunologicznego,
bedace podtozem patogenezy reumatoidalnego zapale-
nia stawéw [6].

Przeciwciata przeciwko cyklicznemu
cytrulinowanemu peptydowi

Od pewnego czasu w diagnostyce laboratoryjnej
RZS wykorzystywane sg przeciwciata przeciw cykliczne-
mu cytrulinowanemu peptydowi (anty-CCP). Nadal jed-
nak pozostaja one przedmiotem intensywnych badan
naukowych i klinicznych, majacych na celu ocene ich
uzytecznosci diagnostycznej. Réwniez postep w bada-
niach nad rolg czynnikéw genetycznych dotyczy obec-
nosci przeciwciat anty-CCP u chorych na RZS. Wydaje
sie, ze chorzy z obecnymi przeciwciatami (anty-CCP +)
réznig sie immunogenetycznie od tych, u ktérych sie
ich nie stwierdza [7]. Sugeruje sie nawet koniecznos¢
zmiany kryteriéw klasyfikacji, w zwigzku z wystepowa-
niem r6znic fenotypowych uwzgledniajacych obecnosé¢
lub brak przeciwciat anty-CCP

Przeciwciata anty-CCP w literaturze sg okreslane ja-
ko idealny marker reumatoidalnego zapalenia stawéw
[3]. Po raz pierwszy zostaty opisane przez Schellekensa

i wsp. w 1998 r. [3, 8]. Wykazali oni, ze przeciwciata
obecne w surowicy chorych na RZS wigza determinanty
antygenowe zawierajace cytruline, czyli aminokwas wy-
stepujacy w biatkach ludzkich, takich jak filagryna, mie-
lina i trychohialina [8, 9]. Cytrulina powstaje w tzw.
reakgcji cytrulinacji, czyli deiminacji peptydyloargininy,
katalizowanej przez swoisty enzym — deiminaze pepty-
dyloargininowa (PAD) [10, 11]. Zidentyfikowano 4 formy
ludzkiego enzymu PAD. Ich specyficznos¢ substratowa
i sposob aktywacji oraz lokalizacja w komérce nie zosta-
ty do tej pory doktadnie poznane [9]. Wiadomo jednak,
ze wariant genu PAD4, kodujacy jeden z izotypdw enzy-
mu PAD, zwieksza podatnos¢ na reumatoidalne zapale-
nie stawdéw poprzez wzrost aktywnosci enzymatycznej
PAD [9, 11]. Wykazano, ze zaréwno ekspresja PAD, jak
i cytrulinacja biatek sa zwiazane z btona maziowa [11].
Ponadto wyniki badan przeprowadzonych na myszach
sugeruja, ze w stymulacji PAD moga odgrywac role zeh-
skie hormony ptciowe [9]. Girbal-Neuhauser i wsp.
w 1999 r. stwierdzili [12], ze rekombinowane fragmenty
filagryny sa rozpoznawane przez autoprzeciwciata obec-
ne w RZS po ich enzymatycznej deiminacji in vitro, co
potwierdza wczesniejsze doniesienia [9, 10].

Wykazano, ze przeciwciata anty-CCP naleza do klasy
IgG [13, 14] i sa produkowane miejscowo w reumatoi-
dalnie zmienionej btonie maziowej [11, 13, 15]. Ponadto
limfocyty B pochodzace z ptynu stawowego pacjentéw
anty-CCP dodatnich moga spontanicznie wytwarzaé
przeciwciata przeciwko cytrulinie, w przeciwienstwie
do komérek B krwi obwodowej i limfocytéw B chorych
na RZS, u ktérych nie stwierdza sie tych przeciwciat
[9, 16].

Tabela I. Czuto$¢ i specyficznos¢ markeréw
serologicznych w reumatoidalnym zapaleniu
stawow [18]

Table I. Sensitivity and specificity of serological
markers in rheumatoid arthritis [18]

Przeciwciata Czutosé [%] Specyficznosé [%)]
APF 29-79 89-98
AKA 27-47 84-94
AFA 33-76 93-98
Sa 22-40 85-95
anty-RA33 29-36 40-87
anty-BiP/p68 64 93
anty-GPI 64 98
anty-CCP 60-80 98
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Biologiczne znaczenie tych przeciwciat nie jest jed-
nak do kofca poznane. Prawdopodobnie procesy zapal-
ne, nasilona apoptoza lub martwica prowadza do miej-
scowych przemian, w wyniku ktérych dochodzi do mo-
dyfikacji zwigzanej z powstawaniem nowych epitopéw
antygenowych. Tak zmienione autoantygeny stymuluja
wytwarzanie przeciwciat anty-CCP, prowadzac do reak-
¢ji autoimmunologicznej [15]. Badania wykazaty, ze
u chorych na RZS cytrulinacji ulegaja biatka btony ma-
ziowej — tancuchy o i B fibryny. Ponadto w ptynie sta-
wowym pacjentéw z RZS stwierdza sie wysokie miana
przeciwciat skierowanych przeciwko cytrulinie, co suge-
ruje, ze badane przeciwciata reaguja z cytrulinowanymi
tahcuchami fibryny btony maziowej zmienionych zapal-
nie stawow [9, 10, 13].

Przeciwciata anty-CCP a diagnostyka
reumatoidalnego zapalenia stawow

Opracowanie przez Schellekensa i wsp. testu enzy-
matycznego (ELISA) z uzyciem syntetycznego cytrulino-
wanego peptydu jako antygenu pozwolito na wykrycie
przeciwciat anty-CCP w surowicy chorych na RZS. Wy-
kazano, ze zastosowanie cyklicznego, zamiast liniowe-
go, peptydu zawierajgcego cytruline znacznie zwieksza
czutosc i specyficznos¢ metody [17]. Testy z uzyciem li-
niowego peptydu cfcl, ktéry w miejsce argininy ma
podstawiong cytruline, cechuje czuto$¢ wynosza-
ca 49%, natomiast zastosowanie cyklicznego peptydu
cfcl-cyc, utworzonego przez substytucje seryny cyste-
ing w cfcl, zwieksza czutos¢ wykrywania tych przeciw-
ciat do 68% (testy | generacji) [4, 9, 10]. Wykorzystanie
wysoko oczyszczonych syntetycznych peptydoéw zawie-
rajacych cytruline w testach Il generacji pozwolito
na uzyskanie czutosci 75-82% i specyficznosci 98%
[3,9,18].

Wiekszos¢ autoréw potwierdza obecnosé przeciw-
ciat anty-CCP juz we wczesnym reumatoidalnym zapa-
leniu stawéw, co moze by¢ wykorzystywane w posta-
wieniu rozpoznania [3, 19, 20]. Dane literaturowe wska-
zuja na wystepowanie anty-CCP we wczesnym okresie
RZS u 30-45% badanych [20], a wg Vallbrachta i wsp.
[3] nawet u 40-60% chorych.

Badania dowodza takze, ze wystepowanie przeciw-
ciat anty-CCP moze poprzedzac pierwsze objawy choro-
by [3, 19, 21], réwniez ryzyko rozwoju RZS w ciggu 5 lat
jest wieksze u 0séb anty-CCP dodatnich niz RF IgM do-
datnich.

Przeciwciata anty-CCP sg wykrywane réwniez
u ok. 35-40% chorych z RF (-) postacia RZS, co moze oka-
zat sie pomocne w diagnozowaniu tych przypadkéw.

Wielu autoréw podkresla wartos¢é przeciwciat anty-
-CCP jako wskaznika prognostycznego aktywnosci cho-
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roby [19, 22, 23]. Wedtug Lee i wsp. [24] u pacjentéw
z dodatnim wynikiem testu anty-CCP obserwuje sie
wieksze zmiany w obrazie radiologicznym oraz nasilong
destrukcje stawow, co potwierdzajg takze badania in-
nych autoréw [25, 26]. Wykazano, ze stezenie przeciw-
ciat koreluje z rozwojem nadzerkowej postaci choroby
(3,9, 16, 18, 27, 28].

Przydatnos¢ diagnostyczng anty-CCP oceniano row-
niez do rozpoznania i przebiegu idiopatycznego
mtodzienczego zapalenia stawéw. Stwierdzono ich wy-
stepowanie jedynie u chorych z wielostawowym zapa-
leniem i obecnoscig czynnika reumatoidalnego w suro-
wicy, rutynowe oznaczanie anty-CCP w przypadku tej
jednostki chorobowej nie jest zatem uzasadnione [29].

Przeciwciata wigzace filagryne

Filagryna jest biatkiem o masie 37 kDa, zwigzanym
z filamentami posrednimi, uczestniczacym w agregacji
filamentoéw cytokeratyny w procesie rogowacenia na-
skorka [30]. Jest syntetyzowana w postaci ufosforylowa-
nego biatka prekursorowego — profilagryny, magazyno-
wanego w ziarnistosciach keratohialiny [4, 10, 16, 28].
Podczas pdznego etapu réznicowania komorek epitelial-
nych dochodzi do czesciowe]j defosforylacji profilagryny,
w wyniku ktérej ulega ona proteolitycznemu rozpadowi
do 10-12 podjednostek filagryny.

W konsekwencji ok. 20% podstawief argininowych
ulega zamianie na cytrulinowe [4, 9, 16, 28].

Oczyszczona filagryne pochodzaca z ludzkiego na-
skorka wykorzystuje sie jako antygen w metodzie im-
munoblottingu i ELISA do wykrywania przeciwciat anty-
-filagrynowych (anty-AFA) [28]. Obecnos¢ przeciwciat
anty-AFA stwierdza sie u 41% chorych na RZS. Ponadto
anty-AFA s3 wykrywane we wczesnym okresie RZS,
a takze w 45% przypadkach surowiczoujemnego RZS,
przebiegajacego ze zmianami nadzerkowymi w stawach
[16]. Pomimo wysokiej specyficznosci anty-AFA (99%),
ich czutos¢ jest zbyt mata, aby byty przydatne w rozpo-
znaniu RZS, mimo iz wykazano, ze uzycie rekombinowa-
nej filagryny moze zwiekszyé czutos¢ metody do 52%.

Do przeciwciat rozpoznajacych epitopy fragmentéw
filagryny lub profilagryny zalicza sie takze przeciwciata
antykeratynowe (AKA) i przeciwko czynnikowi okotoja-
drowemu (AFP).

Przeciwciata przeciwko czynnikowi
okotojadrowemu

Przeciwciata przeciwko czynnikowi okotojadrowe-
mu (APF) po raz pierwszy opisali Nienhuis i Mandema
w 1964 r. [30]. Wykazano, Ze reagujg one z okotojadro-
wymi ziarnistosciami keratohialiny komérek btony $lu-
zowej policzka [9, 16, 28, 31, 32] i zazwyczaj naleza
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do immunoglobulin klasy G, rzadziej A i M [31]. Wyste-
puja u 49-91% chorych na RZS, a ich oznaczanie cechu-
je sie specyficznoscig 73-99% [4, 10, 16, 28, 31]. Jednak
ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem odpowiedniego
materiatu (substratu) do badania oraz trudnosci w in-
terpretacji wynikoéw nie s3 oznaczane rutynowo w labo-
ratoriach diagnostycznych [9, 16, 28, 31].

Przeciwciata przeciwkeratynowe

W 1979 r. Young i wsp. odkryli w surowicy chorych
na reumatoidalne zapalenie stawéw przeciwciata re-
agujace z komoérkami warstwy rogowej nabtonka prze-
tykdw szczurzych, zawierajgce gtéwnie keratyne (AKA)
[33]. Zostaty one wykryte metoda immunofluorescencji
posredniej (IIF) [4, 16, 31, 32, 34]. Pdzniej wykazano, ze
antygenem rozpoznawanym przez przeciwciata AKA
jest filagryna naskoérka ludzkiego o masie czasteczko-
wej 37 kDa.

Przeciwciata antykeratynowe wystepuja u 36-59%
chorych na RZS, ze specyficznoscig 88-99% [16]. Obec-
nos¢ tych przeciwciat nie zalezy jednak od czasu trwa-
nia choroby, moze natomiast poprzedza¢ objawy kli-
niczne RZS. Wykazano, ze miana AKA koreluja z innymi
przeciwciatami oraz obecnoscia czynnika reumatoidal-
nego w surowicy chorych, a ponadto z aktywnoscig
i ciezkoscig przebiegu choroby [9, 31].

Sebbag i wsp. [35] sugeruja, ze AKA i APF s3 tymi sa-
mymi autoprzeciwciatami rozpoznajacymi biatka zwia-
zane z ludzka naskérkowa filagryna i profilagryna ko-
morek nabtonkowych policzka [4, 10, 31, 36].

Przeciwciata anty-Sa

Przeciwciata anty-Sa po raz pierwszy opisali
w 1994 r. Despres i wsp. [4, 10, 37]. Antygen Sa jest biat-
kiem o masie 48-50 kDa, obecnym w ludzkiej $ledzio-
nie, ekstrakcie z tozyska i tuszczce reumatoidalnej [16].
Sugeruje sie, ze antygen ten jest cytrulinowg forma
przejsciowg filamentéw biatka wimentyny, dlatego tez
mogtby by zaliczony do rodziny biatek filagryny/cy-
klicznego cytrulinowanego peptydu (CCP).

Antygen Sa jest rozpoznawany przez autoprzeciw-
ciata ok. 40% chorych na RZS [16]. Obecnos¢ przeciw-
ciat stwierdza sie przede wszystkim u chorych z ustalo-
nym rozpoznaniem oraz destrukcyjna postacia choroby.
Dlatego tez uwaza sie, ze przeciwciata anty-Sa moga
by¢ wczesnym markerem szybkiej destrukcji stawéw
u pacjentéw z RZS [5, 18]. Ponadto stwierdza sie je tak-
Ze w 23% przypadkdw wczesnej postaci RZS [4, 10, 16].
Jednakze przeciwciata anty-Sa wystepuja réwniez
w mtodzienczym idiopatycznym zapaleniu stawéw
i u 7% 0séb zdrowych, co zmniejsza ich wartos¢ dia-
gnostycznga jako markera swoistego dla RZS [4, 10].

Przeciwciata przeciwko tancuchom
ciezkim biatka p68

Autoprzeciwciata skierowane przeciw biatku p68, czyli
tancuchom ciezkim biatka — BiP (anty-BiP), wykryto
u ok. 64% chorych na RZS. Poczatkowo BiP zidentyfikowa-
no jako 68K antygen, ktérego ekspresje wykazano w bto-
nie maziowej stawow i komérkach uktadu immunologicz-
nego, a ponadto w biatkach, zwanych czaperoninami, zlo-
kalizowanych w reticulum endoplazmatycznym. Gtéwnym
epitopem tego antygenu, zaleznego od limfocytéw B, sa
prawdopodobnie grupy weglowodanowe N-acetylogluko-
zaminy znajdujace sie w reticulum endoplazmatycznym
lub cytoplazmie komérki. Wykazano, Zze pod wptywem
stresu, a szczegblnie szoku cieplnego, antygen ten moze
ulec przemieszczeniu do jadra komérkowego. Sugeruje
sie, ze to niefizjologiczne potozenie, zwigzane z przesunie-
ciem w miejscu glikozylacji, wywotuje zmiane reaktywno-
Sci tego antygenu i wyzwala odpowiedZ immunologiczna.
Przeciwciata anty-BiP wykryto takze w zapaleniu stawéw
u myszy, wywotanym przez kolagen [16, 18]. Ze wzgledu
na brak mozliwosci ich oznaczania nie znalazty one jed-
nak zastosowania w rutynowej diagnostyce laboratoryjnej
reumatoidalnego zapalenia stawéw.

Przeciwciata przeciwko izomerazie
glukozo-6-fosforanowe;j

Izomeraza glukozo-6-fosforanowa (GPI) zostata opi-
sana jako nowy typ autoantygenu wystepujacy w RZS.
Wykazano, ze przeciwciata anty-GPl s3 wykrywane
u 64% chorych [16]. W wyzszym stezeniu niz w surowi-
cy wystepuja one w ptynie stawowym, co moze wska-
zywat na ich lokalng synteze. Badania immunohisto-
chemiczne btony maziowej pochodzacej od chorych
na RZS wykazaty wyzsze stezenie anty-GPl na po-
wierzchni btony maziowej i komérek srodbtonka tetnic
[16], dlatego tez stwierdza sie czestsze ich wystepowa-
nie u chorych z pozastawowymi objawami, szczeg6lnie
w zespole Felty’ego [13].

Przeciwciata anty-RA 33

Antygen 33 kDa zostat wykryty przez Hassfelda
i wsp. metodg immunoblottingu z wykorzystaniem eks-
traktow jgdrowych komaérek Hela [4, 10, 16, 31, 38]. Wy-
kazali oni w surowicach 36% pacjentéw z RZS i u 1%
0s6b zdrowych obecnos¢ przeciwciat, nazwanych anty-
-RA33 [16, 38]. Antygen RA33 zidentyfikowano jako
biatko A2 wchodzace w sktad heterogennego jadrowe-
go rybonukleoproteinowego kompleksu (hnRNP-A2)
[2, 4, 10, 16, 31].

Sugeruje sie, ze przeciwciata anty-RA33 moga sta-
nowi¢ marker wczesnego zapalenia stawéw [5, 16].

Reumatologia 2007; 45/3
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Ich czutos¢, pomimo wysokiej specyficznosci, jest
mniejsza w poréwnaniu z czynnikiem reumatoidalnym
[5]. Badania wykazaty, ze anty-RA33 sg obecne u pacjen-
téw zaréwno z seropozytywna, jak i seronegatywna po-
stacig RZS [4]. Ponadto u chorych, u ktérych wystapita
remisja choroby, niekiedy moze dojs¢ do zanikania tych
przeciwciat [4, 10]. Przypuszcza sie réwniez, ze przeciw-
ciata anty-RA33 moga by¢ wskaznikiem destrukcji sta-
wow. Ich obecnos¢ stwierdza sie u pacjentéw z tocz-
niem rumieniowatym uktadowym (SLE), u ktérych
wystepujg zmiany erozyjne w stawach [18, 31].

Ze wzgledu na wystepowanie ich takze w 25% su-
rowic chorych na SLE oraz mieszana chorobe tkanki
tacznej (25-40%), ich uzytecznosé¢ w diagnostyce RZS
jest ograniczona [4, 10, 16].

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, iz nowoczesna
diagnostyka reumatoidalnego zapalenia stawéw, opar-
ta na oznaczaniu nowych markeréw serologicznych
obok podstawowych parametréow w RZS (RF IgM, CRP
czy OB), powinna by¢ znacznie szerzej rozpowszechnio-
na. Jednym z najbardziej uzytecznych w diagnostyce
RZS moze stac sie test anty-CCP, ze wzgledu na wyso-
ka specyficznos¢ i czutosé w reumatoidalnym zapaleniu
stawow. Sugeruje sie nawet poszerzenie kryteriow ACR
0 oznaczanie przeciwciat anty-CCP w reumatoidalnym
zapaleniu stawow.

Badania dowodza, ze tgczne oznaczanie kilku
wskaznikéw (np. anty-CCP i RF) ma zdecydowanie wyz-
szg czutos¢ i swoistos¢ w reumatoidalnym zapaleniu
stawéw niz analiza pojedynczych markeréw i moze
okazact sie bardziej przydatne w diagnostyce laborato-
ryjnej tej choroby, szczegblnie jej wczesnego okresu
[23, 39, 40].

Ze wzgledu na opracowanie testow do zastosowa-
nia na powszechnie dostepnych analizatorach immu-
nologicznych [41], oznaczenie przeciwciat anty-CCP po-
winno znalez¢ zastosowanie w rutynowej diagnostyce
reumatoidalnego zapalenia stawow.
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