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The role of anticentromere antibodies in diagnosis of rheumatic and cancer diseases
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Streszczenie

Przeciwciata przeciwko biatkom centromerowym (centromere pro-
tein — CENP) zostaty po raz pierwszy opisane w 1980 r. u pacjentow
z ograniczong postacia twardziny uktadowej. Od tamtego czasu
zidentyfikowano liczne biatka centromerowe bedace celem odpo-
wiedzi immunologicznej w wielu chorobach reumatycznych i nowo-
tworach (tab. I, ryc. 1). Gtéwna technika stuzaca do wykrywania
tych przeciwciat jest immunofluorescencja posrednia na komor-
kach HEp-2 (human epithelial cells). Przeciwciata przeciw CENP-A,
CENP-B, CENP-C s3 wzglednie specyficznym markerem dla ograni-
czonej formy twardziny uktadowej (zespdt CREST). W pracy zwré-
cono uwage na aktualne doniesienia dotyczace przeciwciat prze-
ciwko poszczegélnym biatkom centromerowym i ich asocjacji
klinicznych: przeciwciat przeciw CENP-A i wczesne] postaci twar-
dziny uktadowej, anty-CENP-D klasy IgM i tocznia rumieniowatego
uktadowego z zespotem Sjégrena, anty-CENP-H (u pacjentow
SSA/SSB-ujemnych) oraz anty-CENP-C i zespotu Sjogrena. Zupet-
nie inne znaczenie kliniczne maja przeciwciata przeciwko CENP-F,
wystepujace gtéwnie u 0séb z réznymi nowotworami.

Wstep

Rodzina biatek centromerowych (centromere protein
— CENP) obejmuje dosy¢ liczng grupe biatek stale obec-
nych w komorce (tzw. biatka konstytutywne): CENP-A,
CENP-B, CENP-C, CENP-D, CENP-G i CENP-H oraz grupe bia-
tek przejsciowych, ujawniajacych sie w okreslonym stadium
cyklu podziatowego komorki: CENP-E oraz CENP-F Wyka-
zuja one wysoka niezmiennos¢ struktury pierwszorzedowej

Summary

Autoantibodies to centromere proteins (CENPs) were first
described in 1980 in limited cutaneous SSc (IcSSc) patients. Since
that time a number of CENPs have been identified as autoanti-
body targets in many rheumatic and cancer diseases (Table I,
Fig. 1). The general method for detection of anti-centromere anti-
bodies (ACA) is indirect immunofluorescence using HEp-2 cell
slides. Autoantibodies CENP-A, -B, -C are relatively specific bio-
markers for [cSSc (CREST syndrome). This review focuses on
updating information on CENP antibodies against particular
autoantigens and their new clinical associations: anti-CENP-A
with early Ssc, anti-CENP-D IgM with SLE + Sjégren syndrome,
anti-CENP-H (in SSA/SSB negative patients) and anti-CENP-C with
Sjogren syndrome. Anti-CENP-F antibodies have totally different
clinical significance and occur mainly in cancer diseases.

biatka. Ich funkcja polega na uczestniczeniu w podziale
komorki, tzn. tworzeniu regionu centromerowego/kine-
tochoru, przemieszczaniu sie chromosoméw do biegundw
wrzeciona kariokinetycznego i kontroli procesu podziatu
komorki [1]. Biatka te s3 celem odpowiedzi immunologicznej
w chorobach reumatycznych i nowotworowych.
Przeciwciata reagujace z regionem centromerowym
zostaty po raz pierwszy opisane w 1980 r. u pacjentéw
z ograniczong postacia sklerodermy i zlokalizowane
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w miejscu przewezenia chromosoméw metafazalnych
[2-4]. Od tamtego czasu zidentyfikowano liczne biatka
centromerowe bedace autoantygenami, a takze uzyskano
na drodze inzynierii genetycznej biatka rekombinantowe,
takie jak biatko B i biatko A, stuzace do konstruowania testéw
immunoenzymatycznych, gtéwnie typu ELISA (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) [5, 6]. Badania metodg immu-
noblottingu dowiodty, ze przeciwciata przeciwcentromerowe
(anti-centromere antibodies — ACA) sg skierowane przede
wszystkim przeciwko biatkom A, B, C[7].

Metody wykrywania

Gtéwna metoda stuzaca do wykrywania przeciwciat
przeciwcentromerowych jest immunofluorescencja posred-
nia (indirect immunofluorescence — IIF) na skrawkach
tkankowych i liniach komérkowych [8]. Obecnie najlepszym
substratem sg komérki HEp-2, wykazujace duzy odsetek
komérek w stadium metafazy, tym samym utatwiajac
wykrywanie przeciwciat zwigzanych z podziatem komoér-
ki. Badania dowiodty, Ze jedynie przeciwciata przeciwko
centromerowemu biatku B (CENP-B) dajg typowy obraz
fluorescencji na komérkach HEp-2 w postaci licznych,
Swiecacych, drobnych punktéw na terenie catego jadra
komoérek interfazalnych, a w metafazie dajace charakte-
rystyczne pasmo w ptaszczyznie réwnikowe] wrzeciona
podziatowego (ryc. 1a) [1, 8, 9]. Wynik badania z takim typem
Swiecenia nie wymaga potwierdzenia testami immuno-
enzymatycznymi, takimi jak test immunoblott, ELIA (enzy-
me-linked immunofluoro assay) czy ELISA.

Odmienny typ $wiecenia daja przeciwciata dla biatka F,
zwane takze przeciwciatami przeciw mitozynie, cyklinie Il
MSA-3 (mitotic spindle antigen 3) lub Nsp-Il (nuclear
speckled 1) (ryc. 1b) [10, 11].

Komorki w stadium metafazy daja najbardziej cha-
rakterystyczny obraz $wiecenia w postaci dwoch rzedéw
drobnych ziarnistosci otaczajacych materiat chromosomalny
w obrebie ptytki metafazalnej, uktadajacych sie w struk-
ture przypominajaca zamek btyskawiczny. Obszar wokot
chromosomow daje réwniez obraz Swiecenia drobnopla-
mistego. Dodatkowo mozna zaobserwowac Swiecenie
w postaci gestych ziarnistosci w obrebie kinetochoru
nowo uformowanych chromosoméw w stadium profazy,
a w telofazie Swiecenie w obrebie pierscienia kurczliwe-
go[1,10, 11]. Przeciwciata te moga by¢ rowniez wykrywa-
ne metoda immunoblottingu, ALBIA (addressable laser bead
assay) oraz RIA (radioimmunoassay).

Obecnie nie ma niestety na rynku testéw diagno-
stycznych, np. typu ELISA czy Western-blott, umozliwia-
jacych réznicowanie przeciwciat przeciwko réznym biatkom
centromerowym.

Znaczenie kliniczne

Przeciwciata przeciw centromerom uznano za marker
twardziny uktadowej, gtéwnie jej ograniczonej postaci
(zespotu CREST), w przypadku ktérej czestos¢ ich wyste-
powania waha sie w granicach 20-40% [3, 4, 12, 13]. Pomi-
mo swojej wzglednie wysokiej specyficznosci (ok. 90%),
przeciwciata te s réwniez spotykane z mniejszg czesto-
Scig w: zespole Sjogrena, pierwotnej z6tciowej marskosci
watroby, toczniu rumieniowatym uktadowym (TRU), reu-
matoidalnym zapaleniu stawdw, zespole Raynauda i innych
chorobach reumatycznych [1, 3, 8, 9]. Szczegdlne zainte-
resowanie budzi fakt, ze obecnos¢ przeciwciat przeciwko
centromerom u pacjentéw z TRU moze byc¢ zwigzana z zaje-
ciem stawdw (artropatia Jaccouda) (p = 0,0006) i zespo-
tem antyfosfolipidowym (p = 0,0157) [3]. Obecnos¢ tych

Ryc. 1. Obraz $wiecenia przeciwciat przeciwko centromerom widziany w immunofluorescencji posredniej na
komérkach HEp-2 (pow. 400 x): a) typ charakterystyczny dla centromerowego biatka B (CENP-B); b) przeciw-
ciata przeciw Nspll (centromerowemu biatku F).
Fig. 1. Indirect immunofluorescence anti-centromere pattern on HEp-2 cells (magnification 400 x): a) typical
centromere protein B IIF staining pattern; b) antibodies to Nspll (centromere F protein).
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przeciwciat w zespole Raynauda jest czynnikiem ryzyka
pdZniejszego rozwiniecia uktadowe] choroby tkanki tacz-
nej [8, 13].

Miano przeciwciat przeciwcentromerowych, lub ich
poziom mierzony zwykle metodami immunoenzymatycz-
nymi, pozostaje wzglednie state w czasie trwania choro-
by [8]. Zaobserwowano réznice w spektrum objawéw kli-
nicznych miedzy grupami pacjentéw z pierwotnym
zespotem Sjogrena ACA(+) i ACA(-). Wszyscy chorzy
ACA(+) byli jednoczesnie SSA/SSB(-), natomiast wsrdd cho-
rych ACA(-) 77,1% chorych byto SSA/SSB(+). W badaniu
histopatologicznym matych gruczotéw Slinowych wargi
zaobserwowano stabsze nacieki komérkowe i wieksza ilos¢
tkanki wiéknistej w grupie ACA(+) niz w przypadku grupy
ACA(-). Réznice te moga wyjasniac duza czestos¢ wyste-
powania objawéw klinicznych charakterystycznych dla
zespotu Raynauda w grupie pacjentdw, u ktérych wykry-
to przeciwciata przeciwcentromerowe. Zespét Raynauda
wystepowat u 61% pacjentow ACA(+) i tylko u 8,3%
pacjentéw ACA(-) [14].

Z ostatnich badan wynika, ze czestos¢ wystepowania
przeciwciat przeciwko poszczegdlnym biatkom centro-
merowym rézni sie w zaleznosci od jednostki chorobowej
(tab. 1) [5, 6, 15-20]. Gtéwnymi autoantygenami sg biatka:
A, B, C, znacznie rzadziej biatka: D, E, H. Badania przepro-
wadzone w grupie pacjentéw z twardzing uktadowa
wykazaty, ze tworzenie przeciwciat przeciwko centrome-
rowemu biatku A moze by¢ indukowane przez epitopy
homologiczne do histonu H3, a ich obecnos¢ moze
wyprzedzac¢ pojawienie sie przeciwciat przeciwko centro-
merowemu biatku B. Mogg one zatem stanowi¢ uzytecz-

ne narzedzie do wczesnego wykrywania twardziny [1, 16,
17, 21]. U tych chorych czutos¢ testéw ELISA do oznacza-
nia przeciwciat reagujacych z peptydem A i biatkiem B
jest prawie taka sama (36,6% i 37,4%), jednak nieco wyz-
sza swoistos¢ (97%) wykazuja testy dla peptydu A w poréw-
naniu z biatkiem B (94,8%) [1, 5]. U pacjentow z zespotem
Sjogrena stwierdza sie obecnos¢ przeciwciat reagujacych
z centromerowym biatkiem C (70%), inaczej niz w twardzi-
nie uktadowej, gdzie wystepuja one tylko u 6% chorych
(p = 0,003) [22]. Pojawienie sie przeciwciat przeciw cen-
tromerowemu biatku D wytgcznie w klasie IgM jest cha-
rakterystyczne dla naktadania sie TRU i zespotu Sjogrena.
Okresowa synteza tych przeciwciat moze wyjasniac ich rzad-
kie wykrywanie w badanych grupach chorych [16]. Opisano
rowniez przeciwciata przeciw biatku H, wystepujace
w zespole Sjogrena, ktére sa wykrywane u ok. 27% cho-
rych. Obecnosé tych przeciwciat koreluje z brakiem prze-
ciwciat anty-SSA oraz anty-SSB i nizsza czestoscig wyste-
powania czynnika reumatoidalnego u chorych z zespotem
Sjogrena [15].

Odmienng grupe przeciwciat stanowig przeciwciata
przeciw centromerowemu biatku F, ktére wystepuja
u pacjentéw z nowotworami. Gen kodujacy centrome-
rowe biatko F znajduje sie na chromosomie 1 (1g32-41)
w obrebie regionu, ktérego nieprawidtowosci strukturalne
prowadza do rozwoju réznego typu nowotworéw (rak
ptuc, rak sutka), a takze zespotu van der Woude [23].
Badania przeprowadzone w grupie pacjentéw z obec-
noscig przeciwciat przeciwko mitozynie wykazaty, ze az
61% chorych miato nowotwor: raka sutka (40% przy-
padkéw) lub raka ptuc (21%). Opisano réwniez pojedyncze

Tabela I. Charakterystyka przeciwciat reagujacych z poszczegélnymi biatkami centromerowymi
Table I. Characteristics of particular antibodies to centromeres

Przeciwciato Masa czasteczkowa Asocjacje Dodatkowe informacje Dane
dla antygenu antygenu (kDA) kliniczne Zrédtowe
CENP-A 17 [cSSc, CREST sekwencja antygenu homologiczna do histonu H3 [5, 6]
CENP-B 80 [cSSc, CREST gtowny antygen do oznaczania przeciwciat [5, 6]
centromerowych

CENP-C 140 [cSSc, CREST, SS  antygen jest homodimerem [5, 6]
CENP-D 50 [cSSc, CREST przeciwciata klasy IgM [16]
CENP-E 312 [cSSc, CREST w 43% przeciwciato obecne w surowicach ACA(+) [17]
CENP-F 330 nowotwory wykrywanie metoda IIF, ALBIA [18,19]
CENP-H 28 SS wystepowanie przy braku markeréw SSA, SSB [15]
CENP-O 33 [cSSc rzadko spotykane (> 4%) w surowicach ACA(+) [20]

lcSSc (limited cutaneous systemic sclerosis) — twardzina uktadowa ograniczona; CREST (calcinosis) — ogniskowe zwapnienia tkanek miekkich; R (Raynaud syn-
drome) — zespot Raynauda; E (esophageal dismotility) — zaburzenia motoryki przetyku; S (sclerodactylia) — stwardnienie opuszek palcow; T (teleangiectasi) —

poszerzenie drobnych naczyn krwionosnych; SS (Sjégren syndrome) — zespot Sjégrena

Reumatologia 2012; 50/1



Rola przeciwciat antycentromerowych w diagnostyce choréb reumatycznych i nowotworowych 55

przypadki obecnosci tych przeciwciat u pacjentéw z nowo-
tworem w obrebie gtowy i szyi, zotadka, jajnikéw, watro-
by oraz u chorych z makroglobulinemia Waldenstréma IgM
[24]. Obecnos¢ przeciwciat przeciwko mitozynie stwierdzono
réwniez u ok. 8% 0sdb z chtoniakiem nieziarniczym [25].
Badania nad znaczeniem klinicznym przeciwciat przeciw
centromerowemu biatku F dajg niejednoznaczne wyniki,
poniewaz w grupie pacjentéw ze zdiagnozowang choro-
ba nowotworowa przeciwciata te sg spotykane stosunkowo
rzadko (< 10%), natomiast w grupie pacjentéw seropozy-
tywnych dla biatka F odsetek rozpoznan choroby nowo-
tworowej jest wysoki (> 50%). Zgromadzone dotad dane
literaturowe na temat znaczenia klinicznego przeciwciat
przeciw biatku F wskazuja, iz ich obecnos¢ jest najpraw-
dopodobniej zwigzana z szybka proliferacjg komérkowsa,
wysoka ekspresja centromerowego biatka F oraz obecnoscia
guza nowotworowego. Fenomen ten znajduje potwierdzenie
w przypadku nowotworéw, takich jak: rak ptuc, rak piersi,
rak jamy nosowo-gardtowej, oponiak mézgu [26].

Predyspozycje genetyczne

Nie stwierdza sie obecnosci przeciwciat przeciwko cen-
tromerom u krewnych pierwszego stopnia. Nie ma réwniez
bezposrednich dowodéw na udziat tych przeciwciat
w patogenezie choréb z autoimmunizacja. Obserwuje sie
jednak wzrost chromosomalnych nieprawidtowosci, aneu-
ploidii i mikrojader w limfocytach pacjentéw z ograniczo-
na postacia twardziny, u ktérych wystepuja te przeciwciata.
Liczne badania wskazuja na zwigzek miedzy wystepowa-
niem przeciwciat przeciwko centromeromi alleli MHC kla-
sy Il HLA-DRB1*01, DRB1*04, DBQB1*05 [9]. W przepro-
wadzonych badaniach stwierdzono réznice etniczne
i rasowe, ze zwiekszong predyspozycja do ich wystepowania
u rasy biatej i prawie 10-krotnie mniejsza czestoscia ich
wystepowania u Afroamerykanéw. Przeciwne zjawisko doty-
czy przeciwciat przeciw topoizomerazie | (Scl-70), ktére
wystepuja czesciej u przedstawicieli rasy czarnej w porow-
naniu z rasa biatg [27-29].

Wraz z odkryciem biatek centromerowych (poten-
cjalnych autoantygendw) dostepne staty sie dodatkowe
testy diagnostyczne majgce zastosowanie zaréwno
w medycynie, jak i w biologii komorki. Zastosowanie ludz-
kich autoprzeciwciat przeciwko centromerom umozliwi-
to poznanie budowy i funkcji komérkowej tych biatek. Dal-
sze badania nad znaczeniem klinicznym przeciwciat
reagujacych z poszczegdlnymi biatkami centromerowy-
mi moga sie sta¢ pomocne w precyzyjnej diagnostyce réz-
nicowej uktadowych choréb tkanki tacznej i choréb
nowotworowych.

Praca czesciowo sfinansowana z grantu PBZ-KBN-
119/P0O/05/2005.
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