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Streszczenie

Od czasu odkrycia czynnika reumatoidalnego przez Waalera w la-
tach 40. ubiegtego stulecia obserwuje sie staty postep w immuno-
diagnostyce chordb reumatycznych. Odkrycie przeciwciat przeciw
cyklicznym cytrulinowanym peptydom (aCCP) pozwolito poprawié¢
diagnostyke wczesnych zapalen stawéw, chociaz wiele metod
i procedur diagnostycznych nadal wymaga walidacji i standaryza-
cji. Wydaje sie, ze przysztoscig diagnostyki serologicznej chordb
reumatycznych stac sie moga metody oparte na proteomice, takie
jak mikromacierze lub czipy antygenowe, ktére umozliwiajg jed-
noczesng ocene duzego panelu autoprzeciwciat, wysoki stopien
standaryzacji i automatyzacje oznaczen z mozliwoscig wykorzy-
stania technik komputerowego wspomagania diagnozy.

Wstep

Hipokrates uwazat, ze dolegliwosci i choroby reuma-
tyczne powstajg w wyniku zaburzen sptywu Sluzu z mé-
zgu do nosa. Chociaz ta koncepcja rozwoju reumatyzmu
nie jest juz aktualna, to jednak byta pierwsza hipoteza,
ktéra zwrécita uwage na role czynnikéw humoralnych
w patogenezie choréb reumatycznych. Poczatek wspét-
czesnej serologii i immunodiagnostyki choréb reuma-
tycznych przypada na czasy znacznie pézniejsze. Rozwoj
biochemii pozwolit na poznanie sktadu biatkowego oso-
cza [1]. Z czasem odkryto, ze niektdre biatka obecne we

Summary

Since the discovery of rheumatoid factor by Waaler in the 1940s,
there has been continuous progress in the immunodiagnostics of
rheumatic diseases. Discovery of the anti-cyclic citrullinated
peptide antibodies (@CCP) has led to significant improvement in
diagnostics of early arthritis. Nevertheless, many methods and
diagnostic procedures still require validation and standardization.
It seems that proteomics-based methods like microarrays or
antigen chips may become the future of immunodiagnostics of
rheumatic conditions as they allow high level of multiplication,
standardization and automation of analysis and are best suited
for computer-assisted data interpretation.

frakcji globulinowej osocza (przeciwciata) petnig funkcje
ochronna dla ustroju i maja wtasciwos¢ wigzania obcych
czasteczek — antygendw. W stanach chorobowych moga
pojawiac sie jednak nieprawidtowe przeciwciata (auto-
przeciwciata), ktére maja wtasciwosé rozpoznawania
witasnych antygenoéw.

Pierwszym autoprzeciwciatem wykrytym u chorych
na schorzenie reumatyczne (i rownoczednie pierwszym
autoprzeciwciatem wykrytym u cztowieka) byt czynnik
reumatoidalny (rheumatoid factor — RF), opisany po raz
pierwszy przez Waalera u chorych na reumatoidalne
zapalenie stawdw (RZS). Chociaz u chorych na RZS opi-
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sano wystepowanie przeciwciat przeciwko wielu auto-
antygenom, jedynie 3 autoprzeciwciata — RF, przeciw-
ciata przeciw cytrulinowanym biatkom/peptydom (anti-
-cyclic citrullinated peptide — aCCP), przeciwciata
przeciw biatku wigzgcemu immunoglobuline (BiP)
— maja wystarczajaca czutos¢ i swoistosé, aby mogty
by¢ zastosowane dla potrzeb praktycznej immunodia-
gnostyki RZS, a jedynie dwa pierwsze takie zastosowa-
nie znalazty [2].

Przeciwciata przeciw cyklicznym
cytrulinowanym peptydom

Chociaz aCCP weszty do rutynowej diagnostyki reu-
matologicznej zaledwie kilka lat temu, to historia ich
odkrycia i pierwszych zastosowan ma juz ponad 40 lat.
W 1964 r. Nienhuis i Mandema opisali nowe autoprze-
ciwciato (nazwane przez nich czynnikiem przeciwoko-
tojadrowym — antiperinuclear factor — APF), wykrywane
u chorych na RZS za pomoca techniki immunofluore-
scencji posredniej na podstawie charakterystycznego
Swiecenia ziarnistosci okotojgdowych komérek nabton-
ka btony sluzowej jamy ustnej [3]. Pietnascie lat pozniej
Young i wsp. opisali inne przeciwciata, ktére w meto-
dzie posSredniej immunofluorescencji byty wykrywane
na podstawie Swiecenia zewnetrznych warstw nabton-
ka przetyku szczurzego [4]. Poniewaz poczatkowo s3-
dzono, ze antygenem dla tych przeciwciat jest keratyna,
przeciwciata nazwano antykeratynowymi (antikeratin
antibodies — AKA). Dalsze eksperymenty z wykorzysta-
niem technik adsorpcyjnych i enzymatycznych nie po-

APF

AKA =

przeciwciata
antyfilagrynowe

Ryc. 1. Zwigzek miedzy czynnikiem okotojadro-
wym, przeciwciatami antykeratynowymi, prze-
ciwciatami antyfilagrynowymi a przeciwciatami
anty-CCP.

Fig. 1. Relationship between antiperinuclear
factors, antikeratin antibodies, antifilaggrin
antibodies, and anti-CCP antibodies.

Reumatologia 2007; 45/6

twierdzity postulowanej swoistosci przeciwciat — wyka-
zano, ze AKA reaguja z kilkoma antygenami o masach
czasteczkowych 210 kD, 90-120 kD i 60-130 kD oraz
ludzka filagryna nabtonkowa (z czasem AKA zaczeto
nazywac przeciwciatami antyfilagrynowymi). W 1995 r.
Sebbag i wsp. wykazali, ze APF i AKA/przeciwciata
antyfilagrynowe sa w istocie identyczne (ryc. 1) [5].
Nalezy podkresli¢, ze AKA/przeciwciata antyfilagrynowe
nie zrobity wielkiej ,kariery” jako rutynowy test w dia-
gnostyce zapaleh stawow.

W dalszych badaniach wykazano, ze za wigzanie
APF/AKA/przeciwciat antyfilagrynowych odpowiada
obecnos¢ reszt cytrulinowych w czgsteczkach antyge-
nu. Obserwacja ta data poczatek poszukiwaniom
nowych testow diagnostycznych opartych na cytrulino-
wanych biatkach lub peptydach, ktére cechowataby
wieksza czutos¢, niski koszt i niewielka pracochton-
nosé, poprawiona powtarzalnos¢ wynikéw i tatwosé
wykonania w warunkach kazdego laboratorium. Zasto-
sowanie syntetycznych cyklicznych peptydéw zawiera-
jacych cytruline pozwolito na optymalizacje testow.
Obecnie stosowane testy wykorzystuja cykliczne pep-
tydy drugiej i trzeciej generacji [6].

W metaanalizie przeprowadzonej przez francuskich
badaczy wykazano, ze aCCP cechuje wysoka swoistos¢
i czutos¢ dla RZS (odpowiednio >95 i 68%). Zaobserwo-
wano takze, ze aCCP stosunkowo rzadko wystepuja
w przebiegu choréb reumatycznych innych niz RZS,
takich jak ,reumatyzm palindromiczny”, tuszczycowe
zapalenie stawow i toczen rumieniowaty uktadowy [7].

Z kolei Rantapaa-Dahlqgvist i wsp. oceniali dwie gru-
py szwedzkich krwiodawcéw, u ktérych po latach roz-
wineto sie RZS. Obecnos¢ aCCP w surowicach chorych
z okresu poprzedzajgcego rozwdj choroby pozwalata
na predykcje RZS z czutoscia siegajaca 52% i swoisto-
Scig 98%. Dla poréwnania, czutosé wyliczona w tej sa-
mej grupie dla oznaczeh RF wynosita tylko 30% [8, 9].
Niedawno Berglin i wsp. wykazali, ze obecnosé shared
epitopes w locus HLA-DRB1 i aCCP w surowicy bada-
nych krwiodawcéw pozwala na wyselekcjonowanie
0sdb, u ktérych w przysztosci rozwinie sie RZS [10].
Johansson i wsp. wykazali zwigzek miedzy polimorfi-
zmem genu PTPN22 w pozycji 1858, obecnoscig aCCP,
czynnikiem reumatoidalnym i obecnoscia shared epito-
pes w locus DRB1 (HLA-DRB1 *0404 i *0401) a ryzykiem
rozwoju RZS [11]. Wykrycie wariantu PTPN22 1858T
i aCCP w surowicy chorych pozwalato na przewidywanie
rozwoju RZS ze 100-procentowg swoistoscig. Byé moze
potaczenie badan serologicznych i immunogenetycznych
pozwoli w przysztosci na ,,przesuniecie” czasu rozpozna-
nia RZS do bardzo wczesnej objawowe]j fazy choroby,
a nawet rozpoznanie choroby przed wystapieniem
pierwszych uchwytnych objawow zapalenia stawow.
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Badania serologiczne w diagnostyce
uktadowych choréb tkanki tacznej

Badania serologiczne, w szczeg6lnosci wykrywanie
przeciwciat przeciwjadrowych, stanowig podstawe
immunodiagnostyki uktadowych choréb tkanki taczne;j.
Chociaz znane i stosowane od lat najwazniejsze techniki
badawcze (metoda immunofluorescencji posredniej,
metody immunoenzymatyczne, western blot) sa ciagle
doskonalone w celu poprawienia powtarzalnosci, czutosci
i swoistosci oznaczen, to nadal czesto zdarzajg sie znacz-
ne r6znice w wynikach oznaczeh wykonywanych w réz-
nych osrodkach diagnostycznych. Fakt ten wskazuje
na pilng potrzebe standaryzacji i walidacji oznaczen.

Podstawowa zasadg immunodiagnostyki uktado-
wych choréb tkanki tacznej jest odpowiedni dobor
testow diagnostycznych opierajacy sie na nastepuja-
cych przestankach:

1. Badane autoprzeciwciato jest charakterystyczne/pa-
tognomoniczne dla danej jednostki chorobowej lub
okreslonej grupy choréb.

2. Miano autoprzeciwciata odzwierciedla aktywnos¢
procesu chorobowego.

3. Obecnos¢ autoprzeciwciata koreluje z okreSlonymi
objawami klinicznymi i/lub profilem zmian narzado-
wych w przebiegu choroby.

4. Obecnos¢ autoprzeciwciata ma znaczenie rokownicze
w danej jednostce chorobowe;.

We wspbtczesnej immunodiagnostyce wykorzystuje
sie rozne metody oznaczen, z ktérych najpowszechniej
uzywane to metoda immunofluorescencji posredniej,
metody immunoenzymatyczne (ELISA), technika ,,colorzy-
me” (metoda immunoperoksydazowa, potaczenie meto-
dy immunoenzymatycznej z technika immunofluorescen-
cji posredniej), techniki line blot, dot blot i western blot.

Petna immunodiagnostyka obejmuje zwykle 3-4
etapy [12]:

1. Ustalenie, czy w badanej surowicy znajduja sie prze-
ciwciata przeciwjadrowe za pomoca czutych testéw
przegladowych (najczesciej wykorzystuje sie w tym
celu metode immunofluorescencji posredniej lub im-
munoenzymatyczna przy uzyciu mieszaniny wysoko
oczyszczonych antygendw jadrowych).

2. Ustalenie swoistosci autoprzeciwciat w surowicach
ANA+ (zwykle za pomocg metody immunoenzyma-
tycznej, immunoperoksydazowej, dot blot lub western
blot).

3. Sprawdzenie, czy w badanej surowicy znajduja sie
przeciwciata przeciw podtypom (fine specificities) po-
szczegblnych autoantygendw (np. U,,RNP — 68 kD,
A C,SSA-60 kD, SSA — 52 kD), ktérych wystepowa-
nie koreluje z okreslonym zespotem objawéw klinicz-

nych. Niekiedy na tym etapie potrzebne jest takze
rozszerzenie diagnostyki o wykrywanie przeciwciat
przeciw niektérym antygenom cytoplazmatycznym,
takim jak rybosomalne biatko P, Jo-1 czy biatka cy-
toszkieletu.

4. W kilku procentach przypadkéw konieczna moze byé
dodatkowa immunodiagnostyka, z wykorzystaniem
bardziej ztozonych technik, o ile nie udato sie ustali¢
swoistosci przeciwciat w surowicach ANA+ za pomo-
ca standardowych procedur diagnostycznych.

W surowicach ANA+ pewng pomocg w ustaleniu
swoistosci autoprzeciwciat moze by¢ ocena typu Swie-
cenia jader komoérkowych. Opisane wyzej wieloetapo-
we procedury sa czasochtonne i pracochtonne oraz
dos¢ kosztowne, z tego wzgledu poszukuje sie dzis
nowych metod diagnostycznych, ktére mogtyby przy-
spieszyt i zautomatyzowaé immunodiagnostyke choréb
uktadowych tkanki tacznej. Rozwigzanie tego problemu
moze przynies¢ wykorzystanie metod i zasad proteomiki.

Proteomika — przysztos¢ immunodiagnostyki
choréb reumatycznych?

Proteomika jest dziedzing nauki zajmujaca sie bada-
niem biatek — ich struktury, sprawowanych przez nie
funkcji i zaleznosci miedzy nimi. Termin ten jest zwykle
uzywany do okreélenia badah biatek prowadzonych
na duzg skale (analizy catych proteomdéw). Nalezy pod-
kresli¢, ze proteomika jest dziedzing szersza i bardziej
ztozong niz genomika, poniewaz genom zmienia sie
w stosunkowo matym stopniu w poréwnaniu z biatkami,
ktérych sktad zmienia sie nieustannie wskutek dziatania
czynnikdéw wewnatrzpochodnych i Srodowiskowych.
Liczba genéw kodujacych biatka u cztowieka jest znacz-
nie mniejsza niz catkowita liczba biatek w ludzkim prote-
omie (odpowiednio 22 tys. i ok. 400 tys.). Przypuszcza sie,
ze przyczynami tej réznicy sg procesy alternatywnego
splicingu oraz modyfikacje potranslacyjne. Badanie geno-
mu jest zatem niewystarczajace, aby w petni scharaktery-
zowac réznorodnosé proteomu [13-18].

W uproszczeniu mozna powiedzieé, ze zastosowa-
nie technik proteomicznych w immunodiagnostyce
uktadowych choréb tkanki tacznej sprowadza sie do za-
stosowania technologii pozwalajacych na jednoczesne
wykonanie oznaczeh autoprzeciwciat przeciwko wielu
antygenom pochodzenia jadrowego i cytoplazmatyczne-
go, co pozwala okresli¢ petny profil zaburzefh immunolo-
gicznych stwierdzanych u danego chorego w pojedyn-
czym oznaczeniu. Najwazniejsze zalety takich metod to:
* mozliwos¢ petnej automatyzacji oznaczen i zmniej-

szenia ich pracochtonnosci,
* skrocenie czasu oczekiwania na wynik,
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* poprawa powtarzalnosci i lepsza kontrola jakosci ozna-
czen,
poprawa czutosci i swoistosci oznaczeh pojedynczych
autoprzeciwciat poprzez zastosowanie zestawu alter-
natywnych antygendéw (np. zestawu kilkudziesieciu
réznych cyklicznych cytrulinowanych peptydéw i cy-
trulinowanych biatek, pozwalajagcego wykry¢ rozne
swoistosci przeciwciat antycytrulinowych, obecne
w surowicach chorych),
mozliwos¢ jednoczesnego oznaczenia przeciwciat
0 znaczeniu diagnostycznym, r6znicowym, predykcyj-
nym i prognostycznym, co pozwala na uzyskanie pet-
nej oceny statusu serologicznego u danego pacjenta,
mozliwos¢ automatycznej analizy za pomoca kompu-
terowych systeméw wspomagania diagnozy, co
umozliwia uzyskanie danych co do prawdopodobief-
stwa rozpoznania danej choroby w badanym przy-
padku,
* jednoczesna ocena czynnikéw, ktére potencjalnie moga
interferowac z wynikami oznaczen (np. obecnos¢ RF),

* tatwos¢ kontrolowania zmian w profilu autoprzeciw-
ciat zwigzanych z rozwojem choroby lub zastosowa-
nym leczeniem,

» mozliwos¢ prowadzenia badan przesiewowych w po-
pulacjach z podwyzszonym ryzykiem autoimmunizacji.

Najczesciej stosowane techniki multipleksowe to:

* liniowe techniki immunoblot — pozwalaja na jakosciowa
lub pétilosciowa ocene od kilku do kilkunastu autoprze-
ciwciat w jednym oznaczeniu; technika wykorzystuje
paski nosnika (zwykle nitrocelulozy), z naniesionymi
w okreslonych miejscach wysoko oczyszczonymi anty-
genami w postaci cienkich linii; sposéb przeprowadze-
nia inkubacji i interpretacji wynikow jest zblizony
do powszechnie znanej techniki western blot;

* cytometria przeptywowa — pozwala na wykrywanie
od kilkunastu do kilkudziesieciu autoprzeciwciat
przy uzyciu optaszczonego nosnika, w postaci kuli-
stych mikroczastek (microbeads) réznej wielkosci;

» mikromacierze — technika pozwala na réwnoczesne
oznaczenie nawet do kilkuset autoprzeciwciat

A D
O00000O0O0O0OO0OO Prawdopodobienstwo rozpoznania:
OCO0CO0O00OO0O0OCQO0 tocznia rumieniowatego
O0CO0O0C0O0O00O0OO0O0O uktadowego — 85%,
00000000000 o
000000000000 zespotu Sjogrena — 50%,
000000000000 twardziny uktadowej — <1%.
oRoNoNoNeNoNoReNoNORONE)
O000CCO0O0O00O00CO p
O0O00CO00000O0 / =
0CO0000000000 / - X \
O000Q00O0OD0O0O0OC0OCO0 | |
B O@Q000000000O0 C ) o
000®000000O0O0 Wynik oceny profilu autoprzeciwciat:
0000000000 1) przeciwciata anty-dsDNA +,
OC@000000GO0OO0 2) przeciwciata anty-Sm +
OO00O0OO0OO0O00LOO 3) przeciwciata anty-SSA +
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Ryc. 2. Wykorzystanie technologii czipéw antygenowych w immunodiagnostyce choréb reumatycznych.
Fig. 2. Use of antigen chip technology in the immunodiagnostics of rheumatic conditions.
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na podstawie naniesionych na faze statg antygenéw
tworzacych rodzaj macierzy o okreslonym potozeniu
poszczegblnych swoistosci;

czipy antygenowe (antigen chip) —technologia podob-
na do techniki mikromacierzy, ktéra dzieki jeszcze
wiekszej miniaturyzacji pozwala na jednoczesne
oznaczenie jeszcze wiekszej ilosci autoprzeciwciat;
czip antygenowy powstaje w wyniku naniesienia
za pomoca precyzyjnych robotéw znikomych ilosci
antygenéw na odpowiednio przygotowana szklana
ptytke, dzieki czemu mozliwe jest wykrywanie olbrzy-
miej liczby autoprzeciwciat w znikomej ilosci materia-
tu biologicznego (ryc. 2.).

Wydaje sie, ze rosnaca wiedza na temat autoimmu-

nizacji i koniecznos¢ oznaczania stale rosnacej liczby
autoprzeciwciat w krétkim czasie u duzej liczby chorych
bedzie skutkowaé coraz powszechniejszym stosowa-
niem technik multipleksowych w rutynowej immuno-
diagnostyce uktadowych choréb tkanki tacznej.
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