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Streszczenie

W pracy przedstawiono charakterystyke antygenowa i znaczenie
kliniczne przeciwciat przeciwjgdrowych w rozpoznaniu twardziny
uktadowej. Oméwiono réwniez metody ich wykrywania oraz
zwiazek przeciwciat z objawami klinicznymi.

Wstep

Twardzina uktadowa nalezy do uktadowych choréb
tkanki tacznej, ktére cechuje przewlekty proces zapalny
o podtozu autoimmunologicznym. Charakteryzuje sie
ona uogoblnionym zwtbéknieniem skéry oraz narzadéw
wewnetrznych, co jest efektem m.in. nadmiernej synte-
zy i dojrzewania kolagenu. Wyodrebniono 2 postacie
twardziny — postaé ograniczong oraz uktadowa. W prze-
biegu twardziny uktadowej stwierdza sie r6znego ro-
dzaju zaburzenia odpowiedzi immunologicznej, zaréw-
no typu komoérkowego, jak i humoralnego. Ich przeja-
wem jest m.in. obecnosé przeciwciat przeciwjadrowych
(ANA) w surowicy krwi i ptynach ustrojowych [1].

Chociaz mechanizmy indukcji ANA nie s3 do konca
w petni poznane, zjawisko autoimmunizacji jest uwaza-
ne za czynnik bioracy istotny udziat w etiologii i patoge-
nezie twardziny uktadowej. Wynika to z faktu, ze ANA
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nieomal zawsze (w ponad 95%) stwierdza sie u chorych
na twardzine uktadowa, oraz ze obserwuje sie swoiste
dla choroby autoprzeciwciata, ktérych nie stwierdza sie
w zdrowej populacji.

Przeciwciata przeciwjgdrowe wystepuja u 85-97%
chorych na twardzine uktadowa, wykazuja jednak niska
swoistos¢. Reaguja gtéwnie z antygenami jaderka (tab. I).
W przeciwiehstwie do tocznia uktadowego oraz innych
uktadowych choréb tkanki tgcznej, ANA s3 skierowane
przeciwko jednemu antygenowi. W metodzie immuno-
fluorescencji posSredniej ANA powoduja jaderkowy
(ryc. 1), plamisty (ryc. 2.) lub centromerowy (ryc. 3.) typ
fluorescencji. W zaleznosci od swoistosci antygenowej
ANA moga dawac rozne typy fluorescencji (tab. I1).

ANA u chorych na twardzine uktadowa wystepuja
zwykle w wysokim mianie, s3 gtéwnie klasy IgG i IgM.
Znaczenie kliniczne jest uzaleznione od swoistosci an-
tygenowej tych autoprzeciwciat.
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Tabela I. Swoistos¢ antygenowa oraz czestosé
wystepowania przeciwciat przeciwjadrowych
w przebiegu twardziny uktadowe;j

Table I. Antigenic specificity and frequency of
antinuclear antibodies in systemic sclerosis

Swoistos¢ antygenowa Czestosé
wystepowania (%)
kinetochor (centromery) 22-36
topoizomeraza | 22-40
topoizomeraza Il 22
Wa (NEFA/nukleobindyna 2) 33
polimerazy RNA 4-23
fibrylaryna (U3snoRNP) 6-8
Th snRNP (RNaza MRP, 7-2 RNA) 4-11
PM-Scl 3
NOR 90 (hUBP) ?

Ryc. 1. Przeciwciata przeciwjadrowe — jaderko-
wy typ fluorescencji.

Fig. 1. Nucleolar pattern of antinuclear antibodies
(indirect immunofluorescence method).

Charakterystyka antygenowa wybranych
autoprzeciwciat

Kinetochor

Kinetochor jest tréjlaminarng struktura biatkowa,
znajdujaca sie na centromerowym odcinku kazdej chro-
matyny. Jest zbudowany z trzech ptytek, z ktérych naj-
bardziej zewnetrzna sktada sie z luznej sieci wtokien
i filamentéw. Do kinetochoréw przyczepiaja sie mikro-
tubule wrzeciona podziatowego. Kontroluje on segrega-
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Ryc. 2. Przeciwciata przeciwjadrowe — plamisty
typ fluorescencji (metoda immunofluorescencji
posredniej).

Fig. 2. Speckled pattern of antinuclear antibodies
(indirect immunofluorescence method).

Ryc. 3. Przeciwciata przeciwjadrowe — centro-
merowy typ fluorescencji (metoda immunofluo-
rescencji posredniej).

Fig. 3. Centromere pattern of antinuclear antibo-
dies (indirect immunofluorescence method).

cje chromatyd podczas mitozy, jest rejonem zapoczat-
kowania polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul.

Struktura antygenu

Gtéwnym antygenem sa 4 biatka kinetochoréw znajdu-
jacych sie w obrebie centromeréw, szczegélnie w CENP-B
(80 kD) oraz z CENP-A (17 kD), CENP-C (140 kD) i CENP-D.
Wszystkie przeciwciata, okreSlane mianem przeciwciat
przeciwcentromerowych, reaguja gtéwnie z CENP-B.
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Tabela Il. Charakterystyka metod diagnostycznych ANA

Table Il. Characteristics of ANA detection methods

Swoistoé¢ antygenowa

Typ fluorescencji jader w metodzie
immunofluorescencji posredniej

Inne metody badania ANA

kinetochor (centromery) centromerowy

immunofluorescencja posrednia, ELISA

topoizomeraza |

rozlana i ziarnista, jaderkowy

immunoblotting, ELISA, immunodyfuzja

topoizomeraza |l ?

ELISA

polimerazy RNA punktowy, jaderka

immunoblotting, immunoprecypitacja

polimeraza RNA | jadrowy/jaderkowy
polimeraza RNA II jadrowy/jaderkowy
polimeraza RNA 11l jadrowy/jaderkowy

fibrylaryna (U3snoRNP) brytowaty, jaderka

immunoblotting, immunoprecypitacja

NOR 90 (hUBP)

1020 delikatnych kropek, jadrowy™*

immunoblotting, immunoprecypitacja

PM-Scl homogenny, jaderkowy

immunodyfuzja, immunoblotting, immunoprecypitacja

Th snRNP (RNaza MRP, 7-2 RNA)  rozlany, jaderkowy

immunoprecypitacja

Wa (NEFA/nukleobindyna 2) ?

ELISA

*

zaleznie od cyklu komérkowego

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata te powoduja centromerowy typ fluorescencji
(ryc. 3.), ktéry charakteryzuje sie obecnoscia matych,
jednakowej wielkosci ziarnistosci (zwykle powyzej 50)
rownomiernie roztozonych w jadrze komérkowym.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciwcentromerowe (kinetochor) wy-
stepuja u 22-36% chorych na twardzine uktadowa. Ich
obecnos¢ koreluje z objawem Raynauda. Tego typu prze-
ciwciata stwierdza sie u 90% chorych z postacia ograni-
czong twardziny uktadowej. Wykazano takze, ze ich wy-
stepowanie koreluje ze wzrostem ryzyka choroby nowo-
tworowej [2]. Przeciwciata te stwierdza sie u chorych
na zapalenie tarczycy typu Hashimoto, ktéremu towarzy-
szyt objaw Raynauda [3] oraz u chorych z twardzing ukta-
dowa i z pierwotng z6tciowa marskosciag watroby [4],
a takze u chorych na reumatoidalne zapalenie stawdw.

Wiekszos¢ autorow uwaza, ze przeciwciata przeciw-
centromerowe s3 swoiste dla twardziny ograniczonej.

Topoizomeraza | (Scl-70)

Struktura antygenu

Przeciwciata reaguja z regionem katalitycznym DNA
topoizomerazy |, ktéry bierze udziat w przecinaniu su-

perheliksy w czasie procesu transkrypcji lub replikacji
DNA. Enzym ten jest biatkiem 100 kD, cho¢ poczatkowo
uwazano, ze jego masa czasteczkowa wynosi 70 kD.

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata te powoduja gruboziarnisty typ fluorescencji
jaderek. Do ich oceny wykorzystuje sie rowniez metode
immunodyfuzji, immunoblottingu oraz ELISA [5].

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw topoizomerazie | wystepuja
u 22-40% chorych na twardzine. Sa one wyktadnikiem
rozlegtych zmian skérnych oraz zajecia blizszych czesci
powtok ciata [6]. Wykazano, ze u oséb, ktére maja te
przeciwciata, przebieg choroby jest dtugi i charakteryzu-
je sie wtdknieniem ptuc oraz zajeciem serca [7]. Stwier-
dzenie przeciwciat jest czesto zwigzane z wystepowa-
niem choroby nowotworowej. Przeciwciata te, wspélnie
z przeciwciatami przeciw centromerom, stuza do zrézni-
cowania twardziny uktadowej i ograniczonej. Oko-
to 40% chorych na twardzine uktadowa nie ma przeciw-
ciat przeciw Scl-70 [8], a mniej niz 1% chorych moze
mie¢ przeciwciata przeciw centromerom i Scl-70.

Ostatecznie jednak zaréwno przeciwciata przeciw
centromerom, jak i Scl-70 mozna stwierdzi¢ takze
u chorych na inne uktadowe choroby tkanki tacznej.

Reumatologia 2006; 44/3
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Topoizomeraza |l DNA

Jest to enzym, uczestniczacy w formowaniu szkie-
letu chromosomowego oraz macierzy jadrowej,
utrzymujacych petle chromatynowe. Enzym ten wy-
kazuje powinowactwo do regionéw DNA, okreslanych
jako SAR i MAR. Topoizomeraza Il jest uznawana
za znacznik proliferacji. Jest takze substratem kaspaz
i uczestniczy we wstepnej fragmentacji DNA do od-
cinkow wielkoczasteczkowych (HMW), wigze sie
z chromatyna w odstepach ok. 300 tys. par zasad
w procesie apoptozy.

Struktura antygenu

Wspblnie z topoizomeraza Il zidentyfikowano biatko
SC1, nalezace do wielkoczasteczkowych biatek szkiele-
tu chromosomowego.

Metody badania

Przeciwciata reagujace z topoizomeraza Il sg oce-
niane przy uzyciu metody ELISA. Nie zidentyfikowano
typu fluorescencji, jaka wywotuja te przeciwciata
w metodzie immunofluorescencji posredniej.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw topoizomerazie Il obserwowa-
ne s u 22% chorych na twardzine uktadowa, szczegél-
nie u tych z nadcisnieniem tetniczym [9].

Wa (NEFA/Nukleobindyna 2)

Przeciwciata przeciw Wa reaguja z nukleobindyna 2,
biatka wigzacego jony wapnia, biorgcego udziat
w apoptozie, utrzymaniu homeostazy wapniowej ko-
morki oraz czynnoéci aparatu Golgiego.

Metody badania

Do oceny przeciwciat reagujacych z antygenem
Wa wykorzystuje sie jedynie metode ELISA. Tego typu
przeciwciata nie powoduja fluorescencji jadra ani ja-
derka komérkowego, w klasycznej metodzie immuno-
fluorescencji posredniej nie wykazuje sie zatem obec-
nosci ANA.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw Wa wystepuja u 33% chorych
na twardzine uktadowa. Wykazano je u nielicznych
chorych na toczen uktadowy, z zespotem naktadania,
zapaleniem wielomiesniowym i skérno-miesniowym
oraz u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw
z cechami hipogammaglobulinemii i obnizenia stezenia
sktadowych dopetniacza [10].
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RNA polimerazy

Przeciwciata reaguja z RNA polimerazami komérek
eukariotycznych, ktére zawieraja 3 klasy enzyméw. RNA
polimeraza | bierze udziat w syntezie prekursoréw rRNA
w jaderku komoérkowym. RNA polimeraza Il bierze
udziat w transkrypcji genéw niektérych matych RNA,
RNA polimeraza Ill syntetyzuje niektére mate jadrowe
RNA oraz 5S rRNA i tRNA.

Struktura antygenu

Polimerazy RNA sktadaja sie z 2 wielkoczgsteczko-
wych polipeptydéw oraz z kohAcowych 6 mniejszych
podjednostek. RNA polimeraza | sktada sie z ok. 13 pod-
jednostek biatkowych. Determinanta antygenowa znaj-
duje sie w biatku o masie czasteczkowej 210 kD.

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata przeciw RNA polimerazie powoduja punkto-
wa fluorescencje jaderek w komérkach w okresie spo-
czynku, a w metafazie fluorescencje punktowa
w miejscach kondensacji chromatyny. Ocenia sie je
takze z wykorzystaniem metody immunoprecypitacji
oraz immunoblottingu.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw RNA polimerazie wystepuja
u 4-23% chorych na twardzine uktadowg, ich obecnos¢
jest zwigzana z uogélnionym stwardnieniem skory [11].
Sposréd przeciwciat reagujacych z RNA polimerazami,
najbardziej swoiste dla twardziny uktadowej sa prze-
ciwciata reagujace z RNA polimeraza | i Ill. Te ostatnie
s3 uwazane za wyktadnik serologiczny przetomu nerko-
wego u chorych na twardzine uktadowa [12].

Fibrylaryna (U3snoRNP)

Nazwa pochodzi od powigzania biatka z fibrylarny-
mi strukturami jaderka. Biatko to znajduje sie w ciat-
kach zwinietych jadra komoérkowego i uczestniczy
w dojrzewaniu prekursorowego rRNA [13].

Struktura antygenu

Antygenem jest biatko34 kD, bogate w N¢, N°-dwu-
metyloarginine, bedace sktadowa U3 matych jaderko-
wych rybonukleoprotein (snRNP).

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata przeciw fibrylarynie powodujg brytowaty typ
fluorescencji jaderek. Czesto wspotwystepuja razem
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z przeciwciatami przeciw Scl-70 oraz przeciwcentrome-
rowymi. Mozna je takze wykaza¢ przy uzyciu metody
immunoblottingu oraz immunoprecypitacji.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata reagujace z fibrylaryna wystepuja
u 8-10% chorych na twardzine. U 90% chorych maja-
cych te autoprzeciwciata stwierdza sie zajecie serca
oraz ptuc. Przyjmuje sie, ze ich wystepowanie jest zwia-
zane z uktadowa postacig twardziny, charakteryzujaca
sie zajeciem narzadéw migzszowych [14]. Wykazano
ich istnienie rowniez u chorych na postac ograniczona
twardziny [15], jednak nie obserwowano zadnej korela-
cji klinicznej ani laboratoryjnej.

Th snRNP (RNaza MRP, 7-2 RNA)

Przeciwciata te reaguja z Th snRNP, znajdujaca sie
gtownie w jadrze komoérkowym, ktéra bierze udziat
w tworzeniu prekursoréw tRNA, replikacji mitochon-
drialnego DNA oraz biogenezie rybosomoéw [16].

Struktura antygenu

Antygenem jest 40 kD biatko, wchodzace w sktad
kompleksu Th snRNP

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej przeciw-
ciata te powoduja homogenny typ fluorescencji jaderek.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw Th wystepujg u 4-10% chorych
na twardzine uktadowa. Stwierdzono, ze u 0s6b maja-
cych tego typu przeciwciata czeSciej obserwuje sie ce-
chy twardziny ograniczonej, obrzeki palcow, zajecie jeli-
ta cienkiego, niedoczynnosé tarczycy oraz zapalenie
stawow lub ich bole [17].

PM-Scl
Struktura antygenu

Przeciwciata reaguja zwykle z kompleksem 11-16
biatek jaderkowych o masie czasteczkowej 100 kD,
70 kD, 75 kD i 37 kD, wykazujacych wtasciwosci
3’- do 5’-eksorybonukleazy i biorgcych udziat w tworze-
niu i degradacji rybosomalnego RNA [18].

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata te powoduja homogenny typ fluorescencji ja-
derek.

Znaczenie kliniczne

Tego typu przeciwciata stwierdza sie u 3% chorych
na twardzine uktadowa. Zwykle wystepuja one u 0séb
z twardzing uktadowa z towarzyszacymi zmianami
w obrebie Sciegien i zajeciem nerek [19]. Okoto 50%
chorych z zespotem naktadania twardziny i zapalenia
wielomigesniowego ma te przeciwciata.

NOR90 (hUBF)
Struktura antygenu

Wykazano, ze antygenem jest ludzki jaderkowy
czynnik transkrypcji wigzacy sie powyzej startu (hUBF),
ktéry wystepuje w dwéch postaciach, tj. czasteczki
97 kD i 94 kD.

Metody badania

W metodzie immunofluorescencji posredniej prze-
ciwciata przeciw NOR90 powodujg fluorescencje jedne-
go lub kilku matych punktéw w jaderkach komérek, be-
dacych w metafazie.

Znaczenie kliniczne

Uwaza sie, ze przeciwciata przeciw NOR90 wystepu-
ja gtéwnie u chorych na twardzine uktadowa, jednak
w nielicznych przypadkach mozna je stwierdzi¢ u oséb
chorych na toczen uktadowy czy reumatoidalne zapale-
nie stawow, a takze na choroby nowotworowe [20].

Inne przeciwciata

Sposérdéd  przeciwciat stwierdzanych u chorych
na twardzine uktadowg nalezy wymieni¢ przeciwciata
przeciwhistonowe, przeciwciata reagujace z anhydraza
weglowa, przeciw HMG [21], przeciw hsp 90, przeciw ku
[16], przeciw Ro, przeciw tRNA, przeciw su. Opisano tak-
ze przeciwciata przeciw Spl — aktywatorowi transkrypcji
RNAPII. Wykazano, ze przeciwciata te korelujg z wyste-
powaniem objawu Raynauda [22]. Goldblatt i wsp.
stwierdzili przeciwciata blokujgce receptory muskaryno-
we M3, wykazujac, ze ich obecnos¢ moze prowadzi¢
do zaburzen czynnosci przewodu pokarmowego u cho-
rych na twardzine uktadowa [23]. Natomiast Lee i wsp.
u chorych na twardzine uktadowa wykazali przeciwciata
reagujace z biatkiem B, wigzgcym DNA (dbpB), uwazajac
je za marker serologiczny o znaczeniu prognostycznym
[24]. Obserwowano takze przeciwciata reagujace
z aneksyng V oraz ich zwigzek ze zmianami niedo-
krwiennymi w obrebie palcdw [25]. U chorych na twar-
dzine uktadowa stwierdza sie rowniez przeciwciata AN-
CA [26]. Uwaza sie jednak, ze ich obecnosc jest raczej
wynikiem dziatania lekéw lub zapalenia naczyf, a nie
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Tabela Ill. R6Zznicowanie ograniczonej i uktado-
wej twardziny na podstawie obecnosci auto-
przeciwciat

Table Ill. Differentiation of limited and diffuse
systemic sclerosis according to ANA profile

Przeciwciato Posta¢ Posta¢
uktadowa ograniczona
twardziny  twardziny

(%) (%)

ANA 90-95 90-95

Scl-70 20-30 10-15

centromerowe 5 50-90

przeciw polimerazie RNA 45 6

przeciw U3 RNP (fibrylaryna) 7 -

przeciw Th/To - 4-16

samej choroby. Ostatnio opisano réwniez przeciwciata
reagujace z epitopem znajdujacym sie w obrebie ciatka
posredniego (midbody antibodies), ktérych wystepowa-
nie jest zwigzane z postacig ograniczong twardziny [27].

Aspekty praktyczne

W praktyce klinicznej, aby rozpoznaé twardzine ukta-
dowa, wykorzystuje sie miano i rodzaj fluorescencji jadra
komérkowego. Miano ANA jest zwykle powyzej 1/160, na-
tomiast typy fluorescencji s3 na tyle swoiste, ze umozli-
wiajg ustalenie prawidtowego rozpoznania. Szczegoélnie
przydatny jest typ jaderkowy — charakterystyczny dla
twardziny uktadowej, oraz centromerowy — wystepujacy
u 0sob z zespotem CREST. W wypadku, gdy objawy kli-
niczne sugeruja rozpoznanie twardziny uktadowej,
a w metodzie immunofluorescencji posredniej stwierdza
sie ANA o plamistym typie fluorescencji, nalezy ocenic
swoistos¢ antygenowa autoprzeciwciat. Do tego celu stu-
zy metoda ELISA i okreslenie za jej pomoca wystepowa-
nia przeciwciat reagujacych z topoizomeraza | (Scl-70).

W praktyce klinicznej istotne jest takze réznicowa-
nie uktadowe;j i ograniczonej postaci twardziny. Wyste-
powanie ANA, rodzaj fluorescencji oraz okreslenie swo-
istosci antygenowej umozliwia odpowiednie rozpozna-
nie (tab. I11).
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