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Streszczenie

Reumatoidalne zapalenie stawéw jest najczesciej wystepujaca
przewlekta chorobg zapalng o nieznanej etiologii. Mimo ustalo-
nych kryteriéw diagnostycznych, rozpoznanie tej jednostki nastre-
cza duze problemy, zwtaszcza we wczesnej fazie choroby. Trwajg
wiec poszukiwania przeciwciat markerowych o dobrze ustalonej
wartosci diagnostycznej. Do niedawna jedynym laboratoryjnym
kryterium diagnostycznym byt tzw. klasyczny czynnik reumatoi-
dalny klasy IgM, przeciwciato o bardzo dobrze poznanym i udoku-
mentowanym udziale w patomechanizmie choroby. Od 2010 r. do-
datkowym parametrem laboratoryjnym, ktéry obok wysokiej
swoistosci i specyficznosci ma takze duze znaczenie prognostycz-
ne, s przeciwciata dla cytrulinowanych biatek ACPA. Gtéwnym atu-
tem tych przeciwciat jest to, ze moga one wystepowac na wiele lat
wczesniej przed pojawieniem sie pierwszych objawéw choroby.
Zaréwno czynnik reumatoidalny, jak i przeciwciata ACPA byty ruty-
nowo oznaczane w Instytucie Reumatologii niemalze od momentu
pojawienia sie wzmianek literaturowych na ich temat. Podejmowa-
no takze préby przeprowadzania wtasnych badan i wdrazania ich
wynikéw do diagnostyki choréb tkanki tgcznej. W artykule podjeto
prébe przesledzenia historii tych badan.

Reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS) jest najczescie]
wystepujaca przewlekta, uktadowg choroba tkanki tacznej,
ktéra dotyczy ok. 1% populacji na wiecie.

Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequent chronic inflamma-
tory disease with unknown aetiology. Despite the established diag-
nostic criteria for the classification of RA, clinicians still have diag-
nostic problems, especially at the early stage of the disease.
A search for marker antibodies of high diagnostic value still con-
tinues. For many years the only laboratory diagnostic criteria was
the so-called classical rheumatoid factor — IgM RF, antibody of
well-recognised and documented involvement in RA pathomech-
anism. From 2010 there are new laboratory parameter, which
beside high specificity and peculiarity, has also a high prognostic
value, is antibodies for citrullinated proteins ACPA. Their main val-
ue is their appearance many years before the first symptoms of
the disease.

Both the rheumatoid factor and ACPA antibodies have been routine-
ly detected at the Institute of Rheumatology since they were first
mentioned in the literature. Many attempts were taken to develop
laboratory methods useful in diagnosis of rheumatic diseases. In our
article we are trying to look into the history of this study.

Etiologia tej choroby pozostaje ciggle nieznana. Wia-
domo natomiast, ze na jej przebieg majg wptyw czynniki
genetyczne, infekcyjne i hormonalne [1, 2].
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Przebieg choroby jest zazwyczaj cykliczny, z przej-
sciowymi remisjami. Niestety ok. 20% pacjentéw cierpi na
ciezka postac choroby, trudno poddajaca sie leczeniu, pro-
wadzaca do kalectwa na skutek deformacji i zniszczenia
stawow [3].

Kryteria rozpoznania RZS zostaty sformutowane po raz
pierwszy w 1958 r., a nastepnie zmodyfikowane w 1987 .
przez Amerykanskie Towarzystwo Reumatologiczne (Ame-
rican Rheumatism Association — ARA) [4, 5]. Obejmowaty
one 5 kryteriow klinicznych, 1 kryterium radiologiczne
i 1 serologiczne —obecnos¢ czynnika reumatoidalnego kla-
sy IgM.

Od 2010 r. obowigzuja nowe kryteria RZS wprowadzone
przez Amerykanskie Kolegium Reumatologiczne (American
College of Rheumatology — ACR) i Europejska Lige Prze-
ciwreumatyczng (European League Against Rheumatism
— EULAR) (kryteria ACR/EULAR), w ktérych obok obecno-
Sci czynnika reumatoidalnego pojawita sie takze obecnosc
przeciwciat anty-CCP [6].

U pacjentéw z zaawansowang chorobg postawienie dia-
gnozy z reguty nie nastrecza trudnosci. Najczesciej obser-
wuje sie u nich symetryczne zapalenie stawow, wystepu-
ja nadzerki kosci potwierdzone radiologicznie i podwyzszony
poziom czynnika reumatoidalnego w surowicy. Problemy
pojawiaja sie w przypadku wczesnego RZS.

Objawy towarzyszace RZS w pierwszych okresach
choroby to: ostabienie, zmeczenie, béle stawow i sztyw-
nos¢ poranna, czasami goraczka. Podobne objawy moga
sie pojawiac takze w innych chorobach reumatycznych.
Ponadto zajecie stawdw nie zawsze jest symetryczne,
a u ok. 10-15% chorych pierwszymi zajetymi stawami moga
by¢ stawy kolanowe, skokowe lub barkowe [7].

Radiologicznie potwierdzone nadzerki na powierzchni
stawowej kosci pojawiaja sie wg jednych autoréw juz
w 4. miesigcu trwania choroby [3], wg innych — dopiero
w 6. miesigcu [8], a po 2 latach wystepuja u 2/3 wszyst-
kich chorych [9]. Niestety, stwierdzane w badaniu radio-
logicznym nadzerki sa nieodwracalne, dlatego tak istotne
jest wczesne postawienie diagnozy i rozpoczecie leczenia.
Liczne badania wykazuja, iz wczesniejsze wprowadzenie
lekéw modyfikujacych mogtoby ztagodzi¢ przebieg choroby
[10, 11]. Dlatego nieustannie poszukuje sie markeréw sero-
logicznych, ktérych obecnosé w surowicy lub w ptynie sta-
wowym wyprzedzataby wystapienie objawéw klinicz-
nych RZS.

Uznanym kryterium serologicznym jest czynnik reu-
matoidalny IgM RF (rheumatoid factor).

Opisany 60 lat temu przez Waalera i Rosego czynnik
reumatoidalny, nazwany pdzniej klasycznym, jest prze-
ciwciatem klasy IgM reagujacym z fragmentem Fc zmie-
nionej ludzkiej lub zwierzecej immunoglobuliny G [12, 13].
Do produkgji czynnikéw reumatoidalnych dochodzi w wyni-
ku immunizacji przez zagregowana lub zmieniona IgG, zwia-

zana w kompleksie antygen—przeciwciato, poliklonalng sty-
mulacje komaérek B lub niewyjasniona reakcje krzyzowa mie-
dzy 1gG i endogennym antygenem.

Klasyczny czynnik reumatoidalny IgM RF wystepuje
w surowicy u 50-90% os6b chorych na RZS (tzw. seropo-
zytywne RZS) [14, 15], u ok. 30% dzieci chorych na mto-
dziencze przewlekte zapalenie stawéw i u 2-30% 0s6b
zdrowe] populacji [16, 17]. Z wiekiem odsetek 0séb o pod-
wyzszonym poziomie IgM RF wzrasta nawet do 40% [18].

Pierwotng metoda oznaczania czynnika reumatoidal-
nego byt odczyn, ktéry swoja nazwe uzyskat od potaczonych
nazwisk jego odkrywcéw. W Instytucie Reumatologii
odczyn Waalera-Rosego wykonywany byt niemal od poczat-
ku istnienia Instytutu. W metodzie tej wykorzystuje sie zdol-
nos¢ wigzania zawartego w badanych surowicach czynni-
ka RF IgM z krélicza IgG, ktéra sa optaszczone czerwone
krwinki barana. W przypadku reakcji pozytywnej dochodzi
do hemaglutynacji krwinek. Jako wynik podawane jest naj-
wyzsze rozcieficzenie surowicy, w ktérym wystapita hema-
glutynacja. Jest to metoda dos¢ praco- i czasochtonna, wyma-
gajaca ustawiania dtugich szeregdw probowek z roztworem
krwi baraniej i rozcienczonych surowic. Duzym uprosz-
czeniem procedury oznaczania RF IgM byty wprowadzone
w latach 80. ubiegtego wieku testy lateksowe, w ktérych
zamiast krwinek baranich optaszczonych krélicza I1gG
zastosowano czagsteczki lateksu optaszczone ludzka IgG. Jako
wynik dodatni traktuje sie aglutynacje lateksu w roztwo-
rze zawierajacym 1 krople odczynnika lateksowego i 1 kro-
ple nierozcienczonej surowicy badanej, nasilenie aglutynacji
ocenia sie na 1, 2 lub 3 plusy. Test lateksowy mozna trak-
towac jako samodzielne badanie lub jako uzupetnienie badz
badanie poprzedzajace test Waalera-Rosego.

W potowie lat 90. ubiegtego wieku w Zaktadzie Mikro-
biologii i Serologii Instytutu Reumatologii opracowano test
ELISA do oznaczania czynnikéw reumatoidalnych klasy IgG
i 1gA. Czynnikéw reumatoidalnych innych klas niz IgM nie
mozna oznaczy¢ metodami aglutynacyjnymi z powodu bra-
ku zdolnosci aglutynacyjnych.

Mikroptytke optaszczano kréliczg I1gG, z ktéra nastep-
nie mogty reagowac obecne w surowicy czynniki reuma-
toidalne. Aby ustali¢ normy dla czynnikéw reumatoidalnych
oznaczanych tg metoda, przebadano duza grupe oséb zdro-
wych. Jako wynik dodatni przyjeto Srednig wartosé eks-
tynkcji w surowicach dawcéw plus 2 odchylenia standar-
dowe [19].

Badanie na obecnos¢ tych czynnikéw wykonuje sie
gtownie w celach naukowych, szczegélnie w celu moni-
torowania zmian zapalnych w obrebie naczyn krwionos-
nych i prognozowania ciezkosci przebiegu choroby. Obec-
nie na rynku wystepuja gotowe testy do oznaczania
czynnikéw reumatoidalnych réznych klas, jednak to
nadal RF IgM jest rutynowo oznaczanym przeciwciatem
w diagnostyce RZS.
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Klasyczny czynnik reumatoidalny oznaczany jest dzis
w Zaktadzie Diagnostyki Laboratoryjnej metodg immu-
nochemiczng na analizatorze do biatek specyficznych,
w ktorym wykorzystuje sie reaktywnosé czynnika z ludz-
ka immunoglobuling G.

Obecnosé wysokich mian czynnika reumatoidalnego
nie ogranicza sie jednak wytacznie do surowic 0séb cho-
rych na RZS. Wystepuje on w surowicach pacjentéw
z innymi chorobami tkanki tacznej, ale takze w takich cho-
robach, jak: kita, trad, sarkoidoza, gruzlica, przewlekte zaka-
zenia paciorkowcami, trypanosomoza, malaria, infekcyj-
ne zapalenie wsierdzia i wiele innych [20], co znacznie
zmniejsza diagnostyczng wartos¢ IgM RF. Trwajag wiec poszu-
kiwania innych bardziej swoistych przeciwciat, pozwala-
jacych na wczesne rozpoznanie choroby.

Obecnie najwiekszym zainteresowaniem cieszg sie prze-
ciwciata dla cytrulinowanych biatek ACPA (anti-citrullina-
ted protein antibodies), ktorych historia jest prawie tak dtu-
ga, jak badania nad czynnikiem reumatoidalnym. Poniewaz
dtugo nie udawato sie odkry¢ antygenu docelowego tych
przeciwciat, pojawiaty sie one pod réznymi nazwami.

W latach 60. XX w. Nienhuis i Mandema opublikowali
prace, w ktorej opisali przeciwciata obecne w surowicach
pacjentow chorych na RZS, reagujace ze sktadnikami
granul keratochialiny otaczajacymi jadro komaérkowe.
Przeciwciato to nazwali czynnikiem antyperynuklearnym
(antiperinuclear factor — APF) [21]. Badacze dokonali tego
odkrycia przy uzyciu techniki immunofluorescencji posred-
niej na ludzkich komarkach nabtonka policzkowej btony slu-
zowej. Dalsze badania wykazaty, ze przeciwciata APF
wystepujg w surowicach 49-91% chorych na RZS, ze
swoistoscig 73-99% [22]. Niestety, ze wzgledu na trudnosci
techniczne przy pobieraniu materiatu antygenowego,
badanie to nigdy nie weszto na state do programu badan
serologicznych. Wysoki odsetek komérek APF-dodatnich
mozna uzyskac tylko u 5% dawcéw. Kolejne utrudnienie
to standaryzacja tej metody oraz czeSciowo sama technika
—immunofluorescencja posrednia.

Dziesie¢ lat pozniej dokonano kolejnego odkrycia
przeciwciat specyficznych dla RZS — przeciwciat antyke-
ratynowych (antikeratin antibodies — AKA) [23]. Wykryto
je takze metoda immunofluorescencji posredniej, uzywajac
jako substratu skrawki przetykéw szczurzych. Surowice,
w ktérych wystepowaty przeciwciata AKA, wykazywaty
zdolnos¢ wigzania komorek warstwy rogowej nabtonka
przetyku, a poniewaz gtéwna sktadowa tej warstwy
jest keratyna, stad nazwa tych przeciwciat. Czutos¢ tego
testu waha sie od 40% do 60%, a swoistos¢ wynosi
88-99% [23, 24].

Struktura antygenu, z ktérym reaguja przeciwciata APF
i AKA, dtugo pozostawata nieznana. Dopiero w 1992 r. Simon
i wsp. metodg Western-blotting wyizolowali ze skéry
ludzkiej biatko 0 masie czasteczkowej 40 kDa reagujace
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swoiscie z surowicami oséb chorych na RZS [25]. Biatkiem
tym okazata sie neutralno-kwasna izoforma filagryny.

Oczyszczone i wyizolowane metoda powinowactwa przy
uzyciu biatka o masie czasteczkowej 40 kDa, pochodzace
od pacjentéw z RZS frakcje 1gG reagowaty zaréwno
w testach APF, jak i AKA, co wskazywato, Ze s3 to przeciwciata
o tej samej swoistosci antygenowej [25]. Rozpatrywano
nawet pomyst zmiany nazwy testu z AKA na AFA (anty-filag-
grin antibodies) [26].

Filagryna (filament aggregating protein), znana takze
jako biatko bogate w histydyne (histidine rich protein),
z uwagi na duzag zawartos¢ podstawien histydynowych
(11-12%), jest biatkiem epidermalnym, petnigcym funkcje
Lagregatora” filamentow cytokeratyny [27]. Biatko to jest
produkowane podczas péZnej fazy réznicowania komaorek
nabtonkowych ssakéw, jako silnie fosforylowane biatko pre-
kursorowe (profilagryna) sktadajace sie z kilku (10-12)
powtarzajgcych sie jednostek filagryny rozdzielonych
biatkowym tgcznikiem [28].

W procesie rogowacenia profilagryna ulega defosfo-
rylacji i staje sie dostepna dla specyficznej proteazy, kto-
ra odcina kationowe jednostki filagryny o masie cza-
steczkowej 37 kDa [29]. Przeciwciata APF i AKA reaguja
z neutralno-kwasng izoforma filagryny, stad narodzito sie
przypuszczenie, ze kluczowa role w tych reakcjach odgry-
wa cytrulina [25]. W celu sprawdzenia tej hipotezy zsyn-
tetyzowano kilka peptydéw, w ktérych w miejsce argini-
ny podstawiono cytruline [28]. Badania te wykazaty, ze
cytrulina jest gtéwng sktadowa determinantéw antyge-
nowych reagujacych z przeciwciatami obecnymi w suro-
wicach u chorych na RZS. Nastepnie wybrano peptyd zawie-
rajacy cytruline, ktory wykazywat najwieksza reaktywnoscé
z przeciwciatami, i uzyto go jako antygenu optaszczajacego
ptytke w tescie ELISA. Okazato sie, ze najlepsze wyniki dawa-
to uzycie cyklicznego cytrulinowanego peptydu (CCP)
[30]. Czutosc tego pierwszego testu wynosita 45%, swo-
istos¢ zas 96-100%. Pozytywng wartos¢ prognostyczng oce-
niono na 91%, a negatywna na 78% [30, 31].

Niezaleznie od opisanych wczesniej badan w 1994 r.
Despres i wsp. odkryli przeciwciata anty-Sa, zawdziecza-
jace swoja nazwe pierwszym literom nazwiska pacjenta,
u ktérego je wykryto [32]. Bardzo dtugo antygen Sa pozo-
stawat nieznanym biatkiem o masie 48-50 kDa, ktére izo-
lowano z ludzkiej sledziony, tozyska lub tuszczki reuma-
toidalnej. Dopiero w 2004 r. Vossennar i wsp. opublikowali
artykut dowodzacy, ze enigmatyczny antygen Sa to cytru-
linowana wimentyna [33]. Badania wykazaty, ze przeciw-
ciata anty-Sa nie reaguja z rekombinowana wimentyna,
jednak in vivo wimentyna poddawana jest licznym post-
translacyjnym modyfikacjom, w tym takze cytrulinacji. W ten
sposéb przeciwciata anty-Sa dotaczyty do grupy przeciw-
ciat dla cytrulinowanych biatek.

Do grona antygendw cytrulinowanych na przestrzeni
ostatnich lat zaliczono: fibrynogen, fibronektyne, anty-



Poszukiwanie serologicznego markera reumatoidalnego zapalenia stawéw — rys historyczny

381

trombine I, kolagen typu Il, a-enolaze, znana tez jako
antygen-CEP1 [34-37].

W latach 2000-2002 w Zaktadzie Mikrobiologii i Sero-
logii IR podjeto prébe wyizolowania cytokeratyn ze skéry
ludzkiej, bedacej materiatem pooperacyjnym, oraz antygenu
Sa z proszku acetonowego watroby cielecej i wotowej, kté-
re p6zniej mogtyby postuzyc jako antygen w tescie ELISA.
Udato sie wyizolowac biatko o masie czasteczkowej 40 kDa
ze skory ludzkiej. CzeSciowo oczyszczonym roztworem tego
biatka optaszczono nastepnie mikroptytke, na ktérej prze-
badano 26 surowic 0séb chorych na RZS, 6 na niezrézni-
cowane zapalenie stawéw (NZS), 5 na osteoartroze, 2 na
wirusowe zapalenie watroby typu C (WZW C) oraz po 1 suro-
wicy 0s6b z chorobg Hashimoto, gammapatia, rakiem pier-
si i reaktywnym zapaleniem stawow. W celu ustalenia norm
dla testu przebadano takze 22 surowice 0séb zdrowych.
Jednoczesnie te same surowice przebadano immunoflu-
orescencyjnym testem na obecno$¢ przeciwciat AKA.
Pozytywny wynik uzyskano dla 50% surowic RZS w tescie
ELISA i 54% w tescie immunofluorescencyjnym. Niestety
obecnos¢ przeciwciat cytokeratynowych badanych testem
ELISA wykryto takze u pojedynczych pacjentéw z NZS,
rakiem piersii WZW C. W tescie AKA wynik dla tych suro-
wic byt ujemny, co swiadczyto o koniecznosci dalszego
oczyszczania antygenu uzytego w tescie ELISA. Pojawie-
nie sie na rynku gotowych testéw oraz ucigzliwa metoda
ekstrakcji antygenéw biatkowych przy uzyciu B-merkap-
toetanolu zniechecity nas do dalszych badan w tym kie-
runku.

Poczatkowo badano obecnos¢ przeciwciat anty-CCP tyl-
ko w celach naukowych, od 2004 r. badanie to jest wyko-
nywane takze w celach diagnostycznych. Gotowe zestawy
ELISA do oznaczania przeciwciat anty-CCP wykrywaja
przeciwciata klasy 1gG, niekiedy w potaczeniu z przeciw-
ciatami IgA.

Aby sprawdzi¢ roznice w czestosci wystepowania
przeciwciat anty-CCP w klasie IgG, IgA i IgM, przebadano
w Instytucie Reumatologii 100 surowic pobranych od
pacjentow z RZS, 50 surowic od 0s6b z innymi chorobami
tkankitacznej i 50 surowic zdrowych dawcéw. Do badania
uzyto standardowej ptytki optaszczonej antygenem CCP
Najczesciej wykrywano przeciwciata w klasie 1gG, 5-10%
czesciej niz w klasie IgA i 1IgM [dane niepublikowane]. Wyda-
je sie wiec, iz oznaczanie przeciwciat w klasie 1gG jest w pet-
ni satysfakcjonujace.

Obecnie przeciwciata anty-CCP oznaczane sa w Zakta-
dzie Diagnostyki Laboratoryjnej metoda elektrochemilu-
minescencji. Zarowno w testach ELISA, jak i w testach
immunochemicznych czy opartych na zasadzie chemilu-
minescencji podstawowa reakcja jest wigzanie antygenu
CCP ze swoistymi przeciwciatami.

Dzis wsrdd testow badajacych obecnose przeciwciat dla
cytrulinowanych biatek, oprécz testéw anty-CCP zawie-

rajacych syntetyczne cykliczne cytrulinowane peptydy, poja-
wiajg sie takze préby uzycia jako antygenu konkretnych,
rekombinowanych, cytrulinowanych biatek. Dostepne sg
testy, w ktérych jako antygen zastosowano cytrulinowa-
na rekombinowana filagryne, ludzka cytrulinowang wimen-
tyne, cytrulinowany syntetyczny peptyd pochodzacy z I1gG
lub cytrulinowany syntetyczny peptyd z antygenu jadro-
wego EBV. Testy te r6znig sie miedzy sobg zaréwno czu-
toscig, jak i swoistoscia. Czesto wysoka czutos¢ testu jest
osiggana kosztem swoistosci, nalezy sie liczy¢ wtedy
z mozliwoscia uzyskania fatszywie dodatnich wynikéw.
Wedtug badan przeprowadzonych w 2007 r. przez dwa nie-
zalezne osrodki [38, 39] uzycie jako antygenu syntetycznych
cytrulinowanych peptydéw daje najbardziej swoiste
i powtarzalne wyniki.

Z diagnostycznego punktu widzenia gtéwna zaleta prze-
ciwciat ACPA jest ich wystepowanie w bardzo wczesnej fazie
choroby, niekiedy nawet kilka lat przed pierwszymi obja-
wami [40], niestety nie ma jednoznacznych wynikéw
badan co do wptywu tych przeciwciat na przebieg RZS, trud-
no jest tez na podstawie ich poziomu monitorowac poste-
py w leczeniu. Jako marker zmian pozastawowych oraz prze-
ciwciato, ktérego poziom (do pewnego stopnia) odpowiada
postepom w leczeniu, znacznie przydatniejszy wydaje sie
czynnik reumatoidalny. Jak dowiodty liczne badania,
wystepowanie przeciwciat anty-CCP i RF IgM nie ograni-
cza sie wytacznie do reumatoidalnego zapalenia stawow,
poniewaz pojawiaja sie one takze w innych chorobach, choc
z mniejsza czestotliwoscia. Wszystko wskazuje na to, ze
wprowadzenie do kryteriow choroby oceny poziomu prze-
ciwciat anty-CCP obok obecnosci czynnika reumatoidalnego
utatwi diagnozowanie 0s6b z podejrzeniem RZS, zwtasz-
cza w bardzo wczesnych stadiach choroby.

W badaniach naukowych wiekszg uwage poswieca sie
obecnie samemu procesowi cytrulinacji czy, jak ostatnio,
karbamylacji [41], zmianom struktury i funkcji biatek,
zachodzacym w wyniku tych proceséw, szczegélnie w kon-
tekscie wptywu na patogeneze.
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