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ABSTRACT

The paper summarises the present knowledge of the
role of autoantibodies in the diagnosis of rheumatoid
arthritis. The starting point were the current rheu-
matoid arthritis classification criteria. The first part
presents the diagnostic features of rheumatoid fac-
tor and anti-citrullinated protein/peptide antibodies,
while the second part provides the answers to the

INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is the most
common systemic connective tissue disease,
which leads to progressive joint damage and
the development of organ lesions. The objec-
tive of RA treatment is to cause the remission
of the disease before any irreversible changes
occur, which requires an early RA diagnosis
and the administration of disease-modifying
antirheumatic drugs. Given a heterogeneous
clinical picture and an insidious onset of RA,
meeting the aforementioned requirements po-
ses a challenge [1, 2].

Laboratory tests provide support for ma-
king clinical decisions in rheumatology. They
make it possible to evaluate the activity of and
diagnose numerous diseases; sometimes, they
are of prognostic or predictive importance. Even
though laboratory diagnostics has been develo-
ping, the basic methods still include complete
blood count, inflammatory and biochemical mar-
kers, and urynalysis. Serological tests constitute
a valuable auxiliary tool: but only in the hands of

essential clinical questions related to their use. This
article, as opposed to more comprehensive papers
in the field of immunology, focuses on daily rheuma-
tological practice.
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a well-prepared physician. Otherwise, they beco-
me a source of confusion, unnecessary expenses
and patients’ anxiety. It should be emphasised
that the mere detection of autoantibodies does
not determine the disease diagnosis and the se-
lection of tests should closely correspond to a cli-
nical hypothesis [3, 4].

The objective of the paper is to summari-
se the present knowledge on the role of sero-
logical markers in the diagnosis of RA. Due to
space limitations, the prognostic and predictive
properties of autoantibodies were not analy-
sed. Those will be discussed in another review.

RHEUMATOID FACTOR (RF)

The oldest serological marker of RA is
rheumatoid factor (RF), i.e. a heterogeneous
group of autoantibodies against the Fc portion
of human immunoglobulin G [5]. Although
the RF group includes all isotypes, only RF
IgM has been widely used [6]. Therefore, it is
RF IgM that will be discussed in this paper. Up
to 2010, RF had been the only autoantibody
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that was considered in the classification cri-
teria for RA [7]. In the advanced stage of the
disease, its diagnostic sensitivity is 85%. The
remaining 15% of cases concern the so-called
seronegative RA, though this term is becoming
less relevant in the light of new discoveries of
autoantibodies [8, 9]. RF synthesis may prece-
de the symptoms of RA by as many as 11 years,
while the percentage of RF-positive results are
estimated at 19-57% in the preclinical period
[10-13]. In these cases, the median period be-
tween the detection of seroconversion and the
disease onset is between 2—4 years [11-13]. In
very early RA, i.e. within less than 3 months
after the onset of symptoms, the RF-positive
result is found in 45% of patients [14]. Even up
to 3 years from the disease onset the diagnostic
sensitivity of the marker does not exceed 63%
[15]. Treatment decisions that are made at the
beginning of the disease condition the further
course of the disease and the effectiveness of
treatment; therefore, the role of RF as a marker
of RA is very limited [2]. Another limitation of
REF is its diagnostic specificity, which is low and
depends greatly on the subject population. The
diagnostic specificity ranges widely from 31 to
99%, which reflects a common and heteroge-
neous presence of RF in rheumatic, infectious,
neoplastic and other diseases [16]. RF-positive
results are also found in healthy people, with
the incidence increasing with age. Table 1 sum-
marises the occurrence of RF in different clini-
cal groups.

ANTI-CITRULLINATED PROTEIN/PEPTIDE
ANTIBODIES (ACPAS)

Anti-citrullinated protein/peptide anti-
bodies (ACPA) are a newer marker of RA.

Citrullination is a post-translational mo-
dification of proteins or peptides, in which
arginine residues are deiminated to citrulline
residues (Fig. 1). The peptidylarginine deimi-
nase (PAD), which catalyses citrullination, is
located inside various cells. For PAD to be ac-
tivated, the concentration of Ca?* ions has to
increase 100 times. Through the inflow of Ca**
ions from the extracellular space and their out-
flow from intracellular stores, such shifts take
place during apoptosis and necrosis. A sud-
den death of a large number of cells hinders
the phagocytosis of their fragments. As a re-
sult, PAD may be activated and proteins or
peptides rich in arginine may be citrullinated.
This scenario has been observed in various in-
flamed tissues — regardless of the triggering
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Table 1. Presence of RF in different clinical groups [17-22]

Population Pe";;‘; age
Healthy persons
Age of 70 10-25
Age of 50 5
Age of below 50 <4
Connective tissue diseases
Rheumatoid arthritis 70-90
Sjogren’s syndrome 75-95
Mixed connective tissue disease 50-60
ANCA-associated vasculitis 26-62
Systemic sclerosis 20-30
Systemic lupus erythematosus 15-35
Polymyositis/ 20
dermatomyositis
Juvenile idiopathic arthritis 5
Spondyloarthropathies
Psoriatic arthritis 5-13
Reactive arthritis <5
Bacterial infections
Subacute pericarditis 40
Tuberculosis 15-62
Syphilis 8-37
Viral infections
HCV 10-76
HBV 18-43
Herpes 10-15
HIV 10-20
Parasitic diseases
Malaria 15-18
Toxoplasmosis 10-12
Other
Type Il mixed cryoglobulinagmia* 100
Sarcoidosis 5-30
Primary biliary cirrhosis 45-70
Cirrhosis — different aetiology 25
Neoplasms 5-25

*Monoclonal IgM with rheumatoid factor activity; ANCA — anti-neutrophil
cytoplasmic antibody; HCV — hepatitis C virus; HBV — hepatitis B virus;
HIV — human immunodeficiency virus

factor. Since the presence of citrullinated pro-
teins is common, the specificity of ACPA for
RA is not caused by citrullination itself, but by
the tendency of patients to produce autoanti-
bodies against citrullinated proteins. This ten-
dency is considered to be the outcome of indi-
vidual genetic and environmental factors [23].
Of course, the production of ACPA or other
autoantibodies is not enough for the disease to
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Figure 1. Citrullination — the loss of positive charge affects intermolecular and intramolecular interactions, which can result in

new antigenic properties

Figure 2. Microplate for antibody determination using the en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

develop. The majority of persons who produce
autoantibodies do not suffer from the diseases
related to them [24].

ACPA are usually determined using im-
munoenzymatic assays with cyclic citrullinated
peptides as an antigen (Fig. 2). Due to nu-
merous and well-exposed citrulline residues,
these synthetic molecules make it possible to
capture ACPA from the test sample. The term
“anti-cyclic citrullinated peptide autoantibo-
dies” (anti-CCP) is derived from the labora-
tory assay. However, it should be noted that
the CCP antigen is not present in vivo and the
assays based on it are used to determine all
ACPA in a test sample collectively. These anti-
bodies detect specific citrullinated proteins or
peptides but they may demonstrate a various
degree of cross-reactivity. Consequently, eve-
ry patient with a positive anti-CCP result has
a very own set of ACPA antigenic specificities,
which is referred to as an ACPA profile [26,
27]. The list of citrullinated antigens with a po-
ssible role in the pathogenesis of RA continues
to expand. Better known citrullinated antigens
include fibrin, vimentin, fibronectin, alpha-

-enolase, type I and II collagen, histones, Epste-
in-Barr virus nuclear antigen 1 [23]. According
to present knowledge, the ACPA response “ma-
tures” in terms of antigenic specificity and isoty-
pe usage at the preclinical phase and stabilizes
after RA onset [28-30]. In other words, ACPA
profiles of particular RA patients are relatively
conservative. A certain analogy with antinuclear
antibodies (ANA) inspired the hypothesis that
the ACPA profile may provide information of
significant clinical importance. Therefore, its
advocates compared the anti-CCP test to the
detection of ANA by immunofluorescence, as
well as the determination of particular ACPA to
the ANA profile [31]. Even though research has
been conducted for several years, there is still
no evidence that the knowledge of an individual
ACPA profile has any clinical benefits [32, 33].
As already mentioned, the anti-CCP as-
say makes it possible to determine all ACPA
in a test sample collectively and, as such, is
a measure of the severity of the autoimmune
response to citrullinated antigens. The diagno-
stic sensitivity of anti-CCP autoantibodies is
72%, which, to be exact, amounts to 75% in
the advanced RA stage and 62% in the early
RA stage. The boundary between these sta-
ges was established arbitrarily and was usually
12-24 months from the onset of symptoms. In
very early RA, anti-CCP antibodies are pre-
sent in only 41% of patients [14]. The main ad-
vantage of anti-CCP autoantibodies is a high
diagnostic specificity, which is 99% for healthy
persons and 94% for patients with rheumatic
diseases other than RA [34, 35]. This means
that the percentage of anti-CCP-positive re-
sults in healthy persons is 1%, while it is sligh-
tly higher — 6% — for patients with diseases
that “resemble” RA. Table 2 summarises the
distribution of anti-CPP-positive results in va-
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Table 2. Presence of anti-CCP autoantibodies in various cli-
nical groups [19, 22, 35-54]

. Percentage
Population (%) g
Healthy persons 1
Rheumatic diseases other than RA 6
Connective tissue diseases

Rheumatoid arthritis 62-75

Sjogren’s syndrome 5-10

Mixed connective tissue disease 11-16

Systemic sclerosis 9

Systemic lupus erythematosus 7-17

Polymyositis/ 13

dermatomyositis

Juvenile idiopathic arthritis 2-42 (10)*
Spondyloarthropathies

Psoriatic arthritis 8-16

Ankylosing spondylitis 4
Bacterial infections

Pulmonary tuberculosis 32-37
Viral infections

HCV 0-33

HBV 0-20

HIV 8-15
Liver diseases

Primary biliary cirrhosis 3-6

Autoimmune hepatitis 9-10
Other

Familial Mediterranean fever 14

Brucellosis with joint involvement 20

*A wide range of results reflects the clinical and laboratory heterogeneity
of JIA The value from the only available meta-analysis is given in parenthe-
ses [42]; HCV — hepatitis C virus; HBV — hepatitis B virus; HIV — human
immunodeficiency virus

rious clinical groups. The ACPA synthesis may
precede RA by as many as 14 years, which is
slightly more than it was in the case of RF. The
percentage of anti-CPP-positive results in the
preclinical period is between 34-61% [10-13].
In these cases, the median period between the
detection of seroconversion and the disease
onset is between 3-5 years [11-13].

Apart from the anti-CCP assay, there are
also assays to determine autoantibodies aga-
inst specific citrullinated proteins. There were
high hopes for antibodies against citrullinated
vimentin — Sa autoantigen [31]. The first Po-
lish study — and the only one so far — did not
reveal any benefits associated with the inclu-
sion of anti-Sa autoantibodies in the diagnosis
of RA [55]. The prognostic and predictive pro-
perties of this marker remain separate issues.
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CLASSIFICATION CRITERIA FOR RA

In 2010, thanks to the joint effort by the
American College of Rheumatology (ACR)
and the European League Against Rheuma-
tism (EULAR), new classification criteria
for RA were announced [7]. They replaced
23-years-old American classification crite-
ria, which demonstrated a lower sensitivity
in the early stage of the disease. One may
say that the current classification algorithm
focuses on such features of early undiffe-
rentiated arthritis that predispose patients
to develop full-blown RA. The criteria are
based on four variables named categories
(Table 3). They include the number and size
of involved joints, the results of serological
markers, the results of acute-phase reac-
tants and the duration of symptoms. The
document concerns two serological markers
— RF and ACPA; however, neither is di-
stinguished over the other. Values of auto-
antibodies are considered in relation to the
upper limit of normal (ULN) for the labo-
ratory and assay. The negative result refers
to values that are less than or equal to the
ULN; the low-positive result refers to valu-
es that are higher than the ULN but three
or less times the ULN; and the high-positi-
ve result denotes values that are more than
three times the ULN. If a qualitative assay
was used to assess RF, every positive result
is considered a low-positive result. The au-
thors did not take a stand on the assay that
should be used to assess ACPA but pointed
out that the anti-CCP assay is typically used.
It should be noted that autoantibodies are
the second highest scoring category follo-
wing joint involvement.

WHAT PERCENTAGE OF ANTI-CCP-POSITIVE
INDIVIDUALS ACTUALLY SUFFER FROM RA?

The answer is a positive predictive va-
lue of the assay, which amounts to 93-97%.
Unfortunately, as already mentioned, the
positive anti-CCP results are not observed in
1/3 patients with RA [56].

RF AND ACPA — SHOULD THEY BE TESTED
COLLECTIVELY OR SHOULD EITHER OF THEM
BE SELECTED?

According to the 2010 ACR/EULAR
criteria, it is sufficient to test one of the men-
tioned autoantibodies, while both markers are



Table 3. 2010 classification criteria for RA acc. to the ACR/EULAR [7]

ther disease.
Differential diagnosis remain the responsibility of the physician.

Prerequisite: definite clinical synovitis in at least one joint (swelling) — with the synovitis not better explained by ano-

having definite RA.

The score of categories A-D should be added together. A total of at least 6 is needed for classification of a patient as

Patients with longstanding disease (irrespective of activity or treatment) and patients with typical erosions are classified as
having definite RA if they have previously fulfilled the 2010 criteria based on retrospectively available data.

A. Number and size of the involved joints:

1 large 0
2-10 large 1
1-3 small (with or without large joint involvement) 2
4-10 small (with or without large joint involvement) 3
> 10 (including at least 1 small joint) 5
B. Serological markers (the result of at least either of them)

Negative RF and ACPA 0
Low-positive RF or ACPA 2
High-positive RF or ACPA 3
C. Acute-phase reactants (the result of at least either of them)

Normal CRP and ESR value 0
Abnormal CRP or ESR value 1
D. Duration of symptoms

< 6 weeks 0
> 6 weeks 1

ACPA — anti-citrullinated protein/peptide antibodies; ACR — American College of Rheumatology; CRP — C-reactive protein; ESR — erythrocyte sedimen-
tation rate; EULAR — European League Against Rheumatism; RF — rheumatoid factor; RA — rheumatoid arthritis

regarded as alternative. A clue may be given
by the authors’ opinion that in RF-positive pa-
tients, the anti-CCP assessment will not pro-
vide any additional information — at least in
respect of the classification of a disease as RA.
On the other hand, in new draft guidelines be-
ing prepared by the National Institute for He-
alth and Care Excellence (NICE), there is a di-
rect indication that RF should be determined
first and when the result is negative, the de-
termination of anti-CCP should be considered.
However, it was stressed that it is necessary to
assess anti-CCP in all patients with newly dia-
gnosed RA. This results from the prognostic
and predictive properties of this marker, which
are irrelevant in terms of the diagnosis itself,
but crucial when it comes to further patient’s
care [57]. Given the current data and specific
Polish conditions, it is beneficial to assess both
RF and anti-CCP in patients with clinically su-
spected RA. If it is necessary to choose either
of them, it is probably better to start with RF
as it has a higher diagnostic sensitivity and its
price is lower. However, the diagnosis of RA
makes it obligatory to determine anti-CCP im-
mediately.

RF AND ACPA — SHOULD THEY BE REPEATED
IF THE RESULT IS NEGATIVE?

While on the subject of the RA diagnosis,
we in fact refer to patients with undifferentia-
ted arthritis. In this group, the percentage of
anti-CCP-negative results with subsequent se-
roconversion to a positive value is 1.3-8.9%,
while the percentage of seroconversion among
RF-negative results is 1.9-10.0%. These obse-
rvations were conducted for up to 5 years. The
aforementioned data result from a different
look at both markers — irrespective of their
coexistence. Meanwhile, it was proven that the
risk factor of the change from the RF-negative
result to a positive one is the initial presence of
anti-CCP, while the risk factor of the change
from the anti-CCP-negative result to a positi-
ve one is the initial presence of RF. Perhaps
that is why in the double-seronegative group,
which is a true diagnostic issue, the percen-
tage of seroconversion to anti-CCP-positive
results is only 1.5% and it is 6.7% to RF-po-
sitive results. According to present scientific
knowledge, the routine reassessment of RF or
anti-CCP status is not justified in patients with
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undifferentiated arthritis with negative RF
and/or anti-CCP results [58, 59].

DOES THE GENERATION OF THE ANTI-CCP
ASSAY MATTER?

Depending on the structure of CCP used,
three generations of assays to measure anti-
-CCP autoantibodies are distinguished. In the
first generation, CCP1 molecules were deri-
ved from human filaggrin. The second gene-
ration features more complex and synthetic
CCP2 molecules. These molecules were desi-
gned by combining millions of peptides with
sera from RA patients, which revealed epito-
pes of significant clinical importance. As a re-
sult, the diagnostic sensitivity of the marker was
increased without affecting its specificity. The
latest assay — the third generation — includes
CCP3 peptides, which have been obtained with
the use of combinatorial biochemistry to achie-
ve a better exposure of epitopes. The majority
of papers have not confirmed the superiority of
the CCP3 assay over the CCP2 assay as yet. The
CCP2 assay is still the most frequently used and
best documented technique to measure ACPA;
therefore, all data cited in this paper concern
the second-generation assay [60-62].

MAY THE IMPACT OF THE LABORATORY OR
THE PRODUCER OF THE ASSAY ON THE ANTI-
CCP RESULT BE SIGNIFICANT?

Even though the standardisation of anti-
-CCP determination is definitely better than
that of RF, the results achieved in different as-
says or laboratories may vary significantly. The
main factors that affect the results of serological
assays include the general analytical technique

(its type and automation degree), the composi-
tion and quality of the reagents, the structure
and properties of the binding antigen, physical
conditions of the surroundings, the assumed va-
lue of the ULN and the correctness of the test
performance. There are documented cases in
which the diagnostic concordance of two diffe-
rent CCP2 assays was only 60% [23, 62, 63].

IS THE HIGH-POSITIVE ANTI-CCP RESULT
PATHOGNOMONIC FOR RA?

A higher value of anti-CCP reduces the
risk of a false positive result but does not elimi-
nate it entirely. High-positive results were obse-
rved in the course of various diseases, which in-
cluded e.g. tuberculosis, autoimmune hepatitis
or spondyloarthropathies. Their significance is
still unclear [19, 48, 64]. This is the main reason
why serological tests should be administered
individually, based on the medical history and
physical examination, and why positive results
of such tests — even if they are very high — are
not pathognomonic for RA. From the rheuma-
tological point of view, the patient does not suf-
fer from laboratory test results but from a di-
sease — defined as a specific clinical picture.

CONCLUSIONS

Serological markers are a valuable tool to
support a differential diagnosis of arthritis, in-
cluding, most of all, rheumatoid arthritis. The
awareness of their basic qualities and, at the
same time, numerous limitations may not only
facilitate and accelerate a proper diagnosis of
RA, but also decrease the overdiagnosis of this
disease. Both aspects have a profound impact
on the safety and quality of life of our patients.
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Markery serolopiczne w rozpoznawaniu reumatoidalnego
Zapalenia Stawow — spojrzenie lekarza praktyka

Artykuf jest ttumaczeniem pracy: Cezarego Iwaszkiewicza i Piotra Leszczynskiego Serological markers in the diagnosis of
rheumatoid arthritis — a clinician’s perspective. Forum Reumatol. 2018 tom 4, nr 3: 169-177.

Nalezy cytowac wersje pierwotna.
Pismiennictwo znajduje sig na stronach 174-177.

STRESZCZENIE

W pracy podsumowano obecng wiedze na temat roli
autoprzeciwciat w rozpoznawaniu reumatoidalnego
zapalenia stawow. Punktem wyjscia byty aktual-
ne kryteria klasyfikacyjne tej choroby. W pierwszej
czesci pracy przedstawiono cechy diagnostyczne
czynnika reumatoidalnego i autoprzeciwciat przeciw
cytrulinowanym biatkom lub peptydom, a w drugiej
odpowiedziano na zwigzane z nimi zasadnicze py-

WPROWADZENIE

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS)
jest najczestsza ukladowa choroba tkanki
lacznej, prowadzaca do postgpujacego uszko-
dzenia staw6w i rozwoju zmian narzadowych.
Celem leczenia RZS jest osiagnig¢cie remisji
jeszcze przed wystapieniem nieodwracalnych
zmian, cO wymaga Wwczesnego rozpoznania
choroby i wlaczenia lekéw modyfikujacych jej
przebieg. Z uwagi na heterogenny obraz kli-
niczny i podstepny poczatek RZS spetnienie
tych warunkéw bywa wyzwaniem [1, 2].

Wsparciem w podejmowaniu decyzji kli-
nicznych w reumatologii sa badania laboratoryj-
ne. Ulatwiaja one rozpoznanie i ocen¢ aktyw-
noSci wielu choréb, a niekiedy maja znaczenie
prognostyczne lub predykcyjne. Mimo rozwoju
diagnostyki laboratoryjnej, podstawa pozostaja:
morfologia krwi, wskazniki zapalne i bioche-
miczne oraz badanie ogélne moczu. Testy sero-

tania kliniczne. Obecny artykuf, w przeciwienstwie
do obszernych prac z zakresu immunologii, poswie-
cono problemom codziennej praktyki reumatologicz-
nej.
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Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawdéw;
autoprzeciwciata przeciw cytrulinowanym biatkom;
ACPA; autoprzeciwciata przeciw cyklicznemu
cytrulinowanemu peptydowi; anty-CCP; aCCP;
czynnik reumatoidalny; RF

logiczne s3 cennym narzedziem pomocniczym
— ale tylko w rekach dobrze przygotowanego
lekarza. W przeciwnym razie stajg si¢ zrodtem
nieporozumien, zbg¢dnych wydatkéw i niepo-
koju pacjentéw. Nalezy podkresli¢, ze samo
wykrycie autoprzeciwcial nigdy nie przesadza
o0 rozpoznaniu, a dobdr badan powinien $cisle
odpowiada¢ hipotezie klinicznej [3, 4].

Celem pracy bylo podsumowanie aktu-
alnej wiedzy na temat roli markeréw serolo-
gicznych w rozpoznawaniu RZS. Z uwagi na
ograniczong obje¢tos¢ tekstu, nie omawiano
wlasciwosci prognostycznych i predykcyjnych
autoprzeciwcial. Beda one tematem przyszte-
g0 opracowania.

CZYNNIK REUMATOIDALNY (RF)

Najstarszym serologicznym markerem
RZS jest czynnik reumatoidalny (RF, rheu-
matoid factor), czyli heterogenna grupa auto-



przeciwcial przeciw fragmentowi Fc ludzkich
immunoglobulin klasy G [5]. Rodzina RF obej-
muje wszystkie izotypy, lecz szerokie zastoso-
wanie znalazt tylko RF IgM i to jemu poswie-
cono ponizsze rozwazania [6]. Do 2010 roku
RF byt jedynym autoprzeciwcialem uwzgled-
nianym w kryteriach klasyfikacyjnych RZS [7].
Jego czuto$¢ diagnostyczna w zaawansowanym
okresie choroby wynosi 85%. W pozostatych
15% przypadkéw moéwi sie o tak zwanej posta-
ci seronegatywnej, cho¢ pojecie to — w Swietle
nowych odkry¢ autoprzeciwcial — traci obec-
nie na znaczeniu [8, 9]. Synteza RF moze po-
przedza¢ objawy RZS nawet o 11 lat, a odsetek
wynikow RF-pozytywnych w okresie przedkli-
nicznym ocenia si¢ na 19-57% [10-13]. W tych
przypadkach mediana czasu migedzy stwierdze-
niem serokonwersji a zachorowaniem wynosi
od2do4lat[11-13]. W bardzo wczesnym okre-
sie RZS, czyli ponizej 3 miesigcy od poczatku
objaw6w, wynik RF-pozytywny stwierdza si¢
u 45% chorych [14]. Jeszcze do 3 lat od zacho-
rowania czulo§¢ diagnostyczna markera nie
przekracza 63% [15]. Decyzje terapeutyczne
podejmowane na poczatku choroby warunkuja
jej dalszy przebieg i skuteczno$c¢ leczenia, stad
rola RF jako markera RZS jest mocno ogra-
niczona [2]. Drugim ograniczeniem jest jego
niska i wybitnie zalezna od populacji badanej
swoisto§¢ diagnostyczna. Parametr ten waha
si¢ w szerokim zakresie 31-99%, co oddaje po-
wszechna, a zarazem zrdznicowana, obecnos¢
RF w chorobach reumatycznych, infekcyjnych,
nowotworowych i innych [16]. Wyniki RF-po-
zytywne stwierdza si¢ takze u osob zdrowych,
a czestosc tego zjawiska rosnie z wiekiem. Wy-
stepowanie RF w r6znych grupach klinicznych
podsumowano w tabeli 1.

AUTOPRZECIWCIALA PRZECIW
CYTRULINOWANYM BIALKOM LUB PEPTYDOM
(AGPA)

Nowszym markerem RZS s3 autoprze-
ciwciala przeciw cytrulinowanym biatkom
lub peptydom (ACPA, anti-citrullinated prote-
in/peptide antibodies). Cytrulinacja jest mody-
fikacja posttranslacyjna bialek lub peptyddw,
polegajaca na deiminacji reszt argininy z wy-
tworzeniem reszt cytruliny (ryc. 1). Katalizuja-
cy ja enzym, deiminaza peptydyloargininowa
(PAD, peptidylarginine deiminase), znajduje si¢
we wnetrzu rozmaitych komoérek. Aktywacja
PAD wymaga 100-krotnego wzrostu stezenia
jonéw Ca?*. Takie przesunigcia — poprzez
naplyw jonéw Ca’* spoza komorki oraz ich

Tabela 1. Obecno$¢ RF w roznych grupach Klinicznych
[17-22]

Populacja | Odsetek (%)
Osoby zdrowe
Wiek 70 lat 10-25
Wiek 50 lat 5
Wiek < 50 lat <4
Choroby uktadowe tkanki facznej
Reumatoidalne zapalenie stawow 70-90
Zespot Sjogrena 75-95
Mieszana choroba tkanki facznej 50-60
Ukfadowe zapalenia naczyn zwiaza- 26-62
ne z ANCA
Twardzina uktadowa 20-30
Toczen rumieniowaty uktadowy 15-35
Zapalenie wielomig$niowe/ 20
skorno-migsniowe
Mtodziencze idiopatyczne zapalenie 5
stawow
Spondyloartropatie
tuszczycowe zapalenie stawow 5-13
Reaktywne zapalenie stawdw <5
Zakazenia bakteryjne
Podostre zapalenie wsierdzia 40
GruZlica 15-62
Kita 8-37
Zakazenia wirusowe
HCV 10-76
HBV 18-43
Herpes 10-15
HIV 10-20
Choroby pasozytnicze
Malaria 15-18
Toksoplazmoza 10-12
Inne
Mieszana krioglobulinemia typu I1* 100
Sarkoidoza 5-30
Pierwotna marsko$¢ zotciowa 45-70
watroby
Marskos¢ watroby — rozna etiologia 25
Nowotwory 5-25

*Monoklonalne IgM o aktywnosci czynnika reumatoidalnego; ANCA (an-
tineutrophil cytoplasmic antibody) — autoprzeciwciata przeciw cytopla-
zmie granulocytéw obojgtnochtonnych; HCV (hepatitis C virus) — wirus
zapalenia watroby typu C; HBV (hepatitis B virus) — wirus zapalenia
watroby typu B; HIV (human immunodeficiency virus) — ludzki wirus
niedoboru odpornosci

wyplyw z magazynéw wewnatrzkomoérkowych
— towarzysza procesom apoptozy i nekrozy.
Nagta Smier¢ duzej liczby komérek utrudnia
biezaca fagocytoze ich fragmentow. W efekcie
moze dochodzi¢ do aktywacji PAD i cytrulina-
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Reszta argininy Reszta cytruliny
H 0 H 0
d d
= Deiminaza -
peptydyloargininowa
NH Ca” R NH
H,NY Z7 SNH, A 0 %]\NHZ
H,0 NH*

Rycina 1. Reakcja cytrulinacji — utrata tadunku dodatniego wptywa na oddziatywania wewnatrz- i zewnatrzczasteczkowe, nada-

jac biatkom nowe wtasciwosci antygenowe.

cji biatek lub peptydéw zasobnych w argining.
Scenariusz ten wykazano w réznych tkankach
zmienionych zapalnie — i to niezaleznie od
czynnika uszkadzajacego. Skoro obecno$é
cytrulinowanych biatek jest zjawiskiem po-
wszechnym, swoisto§¢ ACPA wobec RZS nie
wynika z samej cytrulinacji, lecz ze sktonnoSci
chorych do syntezy autoprzeciwcial przeciw
cytrulinowanym biatkom. Sktonno$¢ ta ma by¢
wypadkowa indywidualnych czynnikéw gene-
tycznych i §rodowiskowych [23]. Oczywiscie
synteza ACPA, czy innych autoprzeciwcial,
rowniez nie wystarcza do zachorowania. Wigk-
szo§¢ osOb wytwarzajacych autoprzeciwciala
nie choruje na zwigzane z nimi choroby [24].
Oceny ACPA dokonuje si¢ zwykle za
pomoca  testdw  immunoenzymatycznych
z cyklicznym cytrulinowanym peptydem (CCP,
anti-cyclic ~ citrullinated peptide autoantibo-
dies) w roli antygenu (ryc. 2). Te syntetyczne
czasteczki, dzigki licznym i dobrze wyekspo-
nowanym resztom cytruliny, pozwalaja na
»wychwycenie” ACPA z materiatu badanego.
Od metody laboratoryjnej pochodzi termin
autoprzeciwciala przeciw cyklicznemu cytru-
linowanemu peptydowi (anty-CCP). Nalezy
podkresli¢, ze antygen CCP nie wystgpuje in
vivo, a oparte na nim testy stuza do lacznej
oceny repertuaru ACPA obecnego w probee
badanej [25]. Przeciwciata te rozpoznaja kon-
kretne cytrulinowane biatka lub peptydy, cho¢
moga wykazywacd roznego stopnia reaktywnos¢é
krzyzowa. W efekcie kazdy chory z wynikiem
anty-CCP-pozytywnym posiada indywidualny
zestaw swoistoSci antygenowych ACPA, zwany
profilem ACPA [26, 27]. Lista cytrulinowanych
antygenéw o mozliwej roli w patogenezie RZS
stale si¢ wydtuza. Do lepiej poznanych naleza:
fibryna, wimentyna, fibronektyna, a-enolaza,
kolagen typu I i II, histony oraz jadrowy an-
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Rycina 2. Mikroptytka do oznaczania przeciwciat metodg im-
munoenzymatyczng (ELISA)

tygen 1 wirusa Epsteina-Barr [23]. Zgodnie
z obecng wiedza odpowiedz ,,przeciwcytruli-
nowa” dojrzewa w zakresie swoistosci anty-
genowej i liczby klas immunoglobulin w fazie
przedklinicznej, po czym utrwala si¢ wraz z za-
chorowaniem na RZS [28-30]. Innymi stowy,
profile ACPA chorych na RZS sa wzglednie
konserwatywne. Pewna analogia do rodziny
autoprzeciwciat przeciwjadrowych (ANA, anti-
nuclear antibodies) zainspirowala hipoteze, ze
profil ACPA moze zawiera¢ informacje o istot-
nym znaczeniu klinicznym. Jej zwolennicy po-
réwnywali role testu anty-CCP do roli oceny
ANA metoda immunofluorescencji, a badanie
przeciwcial przeciw konkretnym cytrulino-
wanym biatkom do oceny profilu ANA [31].
Mimo kilku lat badan wciaz brak dowodéw, by
znajomos¢ osobniczego profilu ACPA niosta ja-
kiekolwiek korzysci kliniczne [32, 33].

Jak wspomniano, test anty-CCP umoz-
liwia laczna oceng¢ zbioru ACPA obecnego
w probce badanej i jako taki jest miarg nasi-
lenia odpowiedzi autoimmunologiczne]j prze-
ciw cytrulinowanym antygenom. Czulo$¢ dia-
gnostyczna autoprzeciwciat anty-CCP wynosi



Tabela 2. Obecnos$¢ autoprzeciwciat anty-CCP w réznych
grupach klinicznych [19, 22, 35-54]

Populacja Odsetek (%)
Osoby zdrowe 1
Choroby reumatyczne inne niz RZS 6
Choroby ukfadowe tkanki tacznej
Reumatoidalne zapalenie stawow 62-75
Zespot Sjogrena 5-10
Mieszana choroba tkanki tacznej 11-16
Twardzina uktadowa 9
Toczen rumieniowaty uktadowy 7-17
Zapalenie wielomig$niowe/ 13
skorno-migsniowe
Mtodziencze idiopatyczne zapalenie 2-42 (10)*
stawow
Spondyloartropatie
tuszczycowe zapalenie stawow 8-16
Zesztywniajace zapalenie stawow 4
kregostupa
Zakazenia bakteryjne
Gruzlica piuc 32-37
Zakazenia wirusowe
HCV 0-33
HBV 0-20
HIV 8-15
Choroby watroby
Pierwotna marskos¢ zofciowa 3-6
Autoimmunologiczne zapalenie 9-10
watroby
Inne
Rodzinna gorgczka $rodziemnomor- 14
ska
Bruceloza z zajgciem stawow 20

*Szeroki zakres wynikoéw odzwierciedla heterogenno$¢ kliniczna i laborato-
ryjnaMIZS.Wnawiasie podanowarto$¢zjedynejdostepnejmetaanalizy [42];
HCV (hepatitis C virus) — wirus zapalenia watroby typu C; HBV (hepatitis
B virus) — wirus zapalenia watroby typu B; HIV (human immunodeficien-
¢y virus) — ludzki wirus niedoboru odpornosci

72%, a doktadniej — 75% w zaawansowanym
okresie RZS i 62% w okresie wczesnym. Gra-
nice miedzy nimi ustalano arbitralnie, zwykle
na 12 lub 24 miesiace od poczatku objawdow.
W bardzo wczesnym okresie RZS wynik anty-
-CCP-pozytywny dotyczy tylko 41% chorych
[14]. Gléwna zaleta autoprzeciwciat anty-CCP
jest ich wysoka swoisto$¢ diagnostyczna, wy-
noszaca 99% wzgledem oséb zdrowych i 94%
wzgledem chorych na inne (niz RZS) choro-
by reumatyczne [34, 35]. Znaczy to, Ze odse-
tek wynikéw anty-CCP-pozytywnych u oséb
zdrowych wynosi 1%, a u os6b z chorobami
»przypominajacymi” RZS jest on nieco wyzszy
iwynosi 6%. W tabeli 2 podsumowano rozktad

wynikéw anty-CCP-pozytywnych w réznych
grupach klinicznych. Synteza ACPA moze po-
przedza¢ RZS nawet o 14 lat, czyli nieco wigcej
niz w przypadku RF, a odsetek wynikéw anty-
-CCP-pozytywnych w okresie przedklinicznym
waha si¢ migdzy 34% a 61% [10-13]. W tych
przypadkach mediana czasu miedzy stwierdze-
niem serokonwersji a zachorowaniem wynosi
od 3 do 5 lat [11-13].

Obok testu anty-CCP istnieja zestawy
badawcze do oceny autoprzeciwcial przeciw
konkretnym cytrulinowanym biatkom. Duze
nadzieje wigzano z przeciwcialami przeciw
cytrulinowanej wimentynie, zwanej autoanty-
genem Sa [31]. W pierwszym i jak dotad jedy-
nym badaniu polskim nie stwierdzono korzysci
zwlaczenia autoprzeciwcial anty-Sa do diagno-
styki RZS [55]. Osobna kwestia pozostaja wta-
Sciwosci prognostyczne i predykcyjne markera.

KRYTERIA KLASYFIKACYJNE RZS

W 2010 roku wspdélnym wysitkiem Ame-
rykanskiego Kolegium Reumatologicznego
(ACR, American College of Rheumatology)
i Europejskiej Ligii Przeciwreumatycznej (EU-
LAR, European League Against Rheumatism)
ogloszono nowe kryteria klasyfikacyjne RZS
[7]. Zastapily one 23-letnie kryteria amery-
kanskie, wykazujace nizsza czulo$¢ we wcze-
snym okresie choroby. Mozna powiedziec,
ze obecny algorytm skoncentrowano wokot
tych cech wczesnego zapalenia stawow, ktore
predysponuja do rozwoju pelnoobjawowego
RZS. Kryteria oparto na czterech zmiennych,
zwanych Kkategoriami (tab. 3). Sa to: liczba
i wielkoS¢ zajetych stawow, wyniki markeréw
serologicznych, wyniki wskaznikéw zapalnych
oraz czas od wystapienia pierwszych objawow.
W dokumencie uwzgledniono dwa markery
serologiczne — RF i ACPA, nie wyrdzniajac
zadnego z nich. Wartosci autoprzeciwcial in-
terpretuje sic wzgledem goérnej granicy zakresu
referencyjnego dla danego laboratorium i me-
tody (ULN, upper limit of normal). Wynik nega-
tywny to taki, ktory nie przekracza ULN, wynik
pozytywny niski jest mniejszy lub réwny 3-krot-
noSci ULN, a wynik pozytywny wysoki przekra-
cza 3-krotno§¢ ULN. Jedli do oceny RF uzyto
metody jakoSciowej, to kazdy wynik pozytywny
traktuje si¢ jako pozytywny niski. Autorzy nie
zajeli stanowiska, jaka metod¢ do oceny ACPA
nalezatoby stosowac, cho¢ stwierdzili, ze typo-
wo uzywany jest test anty-CCP. Warto zauwa-
zy¢, ze autoprzeciwciata sa druga najwyzej oce-
niang kategoria — tuz po zajeciu stawow.
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Tabela 3. Kryteria klasyfikacyjne RZS wedfug ACR/EULAR z 2010 roku [7]

— przy wykluczeniu innych mozliwych jego przyczyn

Warunek wstepny: stwierdzenie jawnego kliniczne zapalenia btony maziowej w co najmniej jednym stawie (obrzek)

Diagnostyka rdznicowa pozostaje odpowiedzialnoscig lekarza

pewne RZS

Nalezy zsumowac punkty z kategorii A-D. Wymagane jest minimum 6 pkt., by sklasyfikowac przypadek kliniczny jako

Przypadki dtugotrwate (niezaleznie od aktywnosci lub leczenia) oraz przypadki z obecnoscig typowych nadzerek klasyfiku-
je sie jako pewne RZS, jesli na podstawie historii choroby spetniaty one kryteria w przesztosci

A. Liczba i wielkoS¢ zajetych stawow:

1 duzy staw 0
2-10 duzych stawow 1
1-3 matych stawow (z zajeciem duzych stawow lub bez) 2
4-10 matych stawow (z zajeciem duzych stawow lub bez) 3
> 10 stawow (w tym przynajmniej 1 maty staw) 5
B. Markery serologiczne (konieczny wynik co najmniej jednego z nich):

Negatywny wynik RF i ACPA 0
Pozytywny niski wynik RF lub ACPA 2
Pozytywny wysoki wynik RF lub ACPA 3
C. Wskazniki zapalne (konieczny wynik co najmniej jednego z nich):

Prawidfowe stezenie CRP i warto$¢ 0B 0
Nieprawidtowe stezenie CRP lub warto$¢ OB 1
D. Czas trwania objawow

< 6 tygodni 0
> 6 tygodni 1

ACPA (anti-citrullinated protein/peptide antibodies) — autoprzeciwciata przeciw cytrulinowanym biatkom lub peptydom; ACR (American College of Rheuma-
tology) — Amerykanskie Kolegium Reumatologiczne; CRP (C-reactive protein) — biatko C-reaktywne; OB — odczyn Biernackiego; RF (rheumatoid factor)
— czynnik reumatoidalny; EULAR (European League Against Rheumatism) — Europejska Liga Przeciwreumatyczna; RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

JAKI ODSETEK 0SOB ANTY-CCP-POZTYWNYCH
RZECZYWISCIE CHORUJE NA RZS?

Odpowiedziag jest dodatnia warto§¢é
predykcyjna testu, wynoszaca 93-97%. Nie-
stety, jak wspomniano, u jednej trzeciej cho-
rych na RZS nie uzyska si¢ wyniku pozytyw-
nego [56].

RF 1 ACPA — BADAC LACZNIE CZY MOZE
WYBRAC JEDEN?

Wedtug kryteriow ACR/EULAR wystar-
czy zbada¢ jedno z wymienionych autoprze-
ciwcial, a oba markery uznano za alternatyw-
ne. Wskazéwka moze by¢ opinia autoréw, ze
u oséb RF-pozytywnych ocena anty-CCP nie
wniesie zadnej dodatkowej informacji — oczy-
wiScie w aspekcie sklasyfikowania choroby
jako RZS [7]. Z kolei w projekcie nowych
wytycznych brytyjskiego Narodowego Insty-
tutu Zdrowia (NICE, National Institute for
Health and Care Excellence) zawarto bezpo-
§rednie zalecenie, by najpierw oznaczy¢é RF,
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a w przypadku wyniku negatywnego rozwazy¢
oznaczenie anty-CCP. Konieczno$¢ oceny an-
ty-CCP podkre§lono natomiast u wszystkich
chorych z nowo rozpoznanym RZS. Wynika
to z wlasciwosci prognostycznych i predyk-
cyjnych markera — nieistotnych dla samego
rozpoznania, ale kluczowych dla dalszej opie-
ki nad pacjentem [57]. Uwzgledniajac obecne
dane i specyfik¢ warunkéw polskich, w przy-
padkach klinicznego podejrzenia RZS zde-
cydowanie warto prowadzi¢ taczng ocen¢ RF
i anty-CCP. Jesli istnieje konieczno$¢ wyboru
jednego z nich, to prawdopodobnie lepiej za-
cza¢ od RF — jako markera o wyzszej czuloSci
diagnostycznej i nizszej cenie. Rozpoznanie
RZS obliguje jednak do niezwlocznego ozna-
czenia anty-CCP.

RF | ACPA — CZY POWTARZAC PRZY
WYNIKACH NEGATYWNYCH?

Pozostajac w temacie diagnostyki RZS,
méwimy tu de facto o chorych na niezréznico-
wane zapalenie stawow. W tej grupie odsetek



wynikow anty-CCP-negatywnych z pdzniejsza
serokonwersja do wartosci pozytywnej wynosi
1,3-8,9%, a wéroéd wynikéw RF-negatywnych
odsetek serokonwersji wynosi 1,9-10,0%. Ob-
serwacje te prowadzono przez okres do 5 lat.
Przytoczone dane sa efektem osobnego spoj-
rzenia na kazdy z markeréw, bez wzgledu na
ich wspotwystepowanie. Tymczasem udowod-
niono, ze czynnikiem ryzyka zmiany wyniku
RF-negatywnego na pozytywny jest wyjScio-
wa obecno$¢ anty-CCP, a czynnikiem ryzyka
zmiany wyniku anty-CCP-negatywnego na po-
zytywny jest wyjSciowa obecnos$¢ RF. By¢ moze
dlatego w grupie podwdjnie seronegatywnej
— stanowiacej wla$ciwy problem diagnostycz-
ny — odsetek serokonwersji do wyniku anty-
-CCP-pozytywnego wynosi juz tylko 1,5%, a do
wyniku RF-pozytywnego — 6,7%. Zgodnie
z obecnym stanem wiedzy, wsrdd chorych na
niezréznicowane zapalenie stawOw z negatyw-
nymi wynikami RF i/lub anty-CCP rutynowe
powtarzanie tych oznaczen nie jest uzasadnio-
ne [58, 59].

GZY GENERACJA TESTU ANTY-CCP MA
ZNACZENIE?

Zaleznie od budowy CCP wyrdznia si¢
trzy generacje testow do oceny autoprzeciw-
cial anty-CCP. W pierwszej generacji czastecz-
ki CCP1 wzorowano na strukturze filagryny.
W drugiej uzyto bardziej ztozonych, syntetycz-
nych CCP2. Czasteczki te zaprojektowano, ta-
czac miliony peptydéw z surowicami chorych
na RZS, co ujawnito epitopy o istotnym zna-
czeniu klinicznym. Tym sposobem zwigkszono
czulo$¢ diagnostyczna markera bez wplywu na
jego swoistos¢. Najnowszy test — trzeciej ge-
neracji — zawiera peptydy CCP3, ktére otrzy-
mano metodami biochemii kombinatoryczne;j
celem lepszej ekspozycji epitopéw. Do tej
pory wiekszos¢ prac nie potwierdzita przewagi
testu CCP3 nad CCP2. Test CCP2 pozostaje
najczesciej stosowang i najbardziej sprawdzo-
ng technika oceny ACPA, stad wszystkie dane
zawarte w niniejszej pracy dotycza tego wtasnie
testu [60-62].

GZY WPLYW PRACOWNI LUB PRODUCENTA
TESTU NA WYNIK ANTY-GCP MOZE BYC ISTOTNY?

Cho¢ standaryzacja oznaczefn anty-CCP
jest zdecydowanie lepsza niz w przypadku RF,
to wyniki uzyskane w réznych testach lub pra-
cowniach moga r6zni€ si¢ istotnie. Gléwnymi
czynnikami wplywajacymi na wynik testu sero-
logicznego sa: ogdlna technika analityczna (jej
rodzaj i stopiefi automatyzacji), sktad i jako§¢
odczynnikéw, budowa i wlasciwoSci antygenu
wigzacego, warunki fizyczne otoczenia, przy-
jeta warto§¢ ULN oraz poprawnos$¢ samego
wykonania. Udokumentowano sytuacje, w kt6-
rych zgodno$¢ analityczna dwdéch réznych te-
stow CCP2 wynosita jedynie 60% [23, 62, 63].

CZY WYNIK ANTY-CCP WYSOKO POZYTYWNY
JEST PATOGNOMONICGZNY DLA RZS?

Wyzsza warto$¢ anty-CCP zmniejsza ryzyko
wyniku falszywie pozytywnego, lecz nie elimi-
nuje go catkowicie. Wyniki wysoko pozytywne
stwierdzano w przebiegu rozmaitych chordb,
w tym na przyktad gruZlicy, autoimmunologicz-
nego zapalenia watroby czy spondyloartropatii.
Ich znaczenie pozostaje niejasne [19, 48, 64]. Jest
to gléwny powdd, dla ktdrego testy serologiczne
powinny by¢ zlecane indywidualnie, na podstawie
wywiadu i badania przedmiotowego, a ich wyniki
pozytywne — nawet w wysokim mianie — nie sg
patognomoniczne dla RZS. Z perspektywy reu-
matologa pacjent nie choruje na wyniki badan,
lecz na chorobe — definiowana jako okreslony
obraz kliniczny.

PODSUMOWANIE

Markery serologiczne sa cennym wspar-
ciem w diagnostyce réznicowej zapalef stawow,
w tym przede wszystkim RZS. Swiadomosé ich
podstawowych cech i jednocze$nie wielu ogra-
niczeh moze nie tylko utatwi¢ i przyspieszy¢
prawidlowe rozpoznanie, ale takze znaczaco
zmniejszy¢ nadrozpoznawalno$¢ RZS. Oba
aspekty maja kluczowy wpltyw na bezpieczen-
stwo 1 jakos¢ zycia naszych pacjentéw.
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