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Summary: Purpose: To determine the types of antiretinal antibodies (ARA) in patients with endogenous posterior uveitis in active
stage of the disease using indirect immunofluorescence test.

Material and methods: 50 patients - 29 women (58%) and 21 men (42%) in age 19-70 years with idiopathic posterior
uveitis were examined. In all cases the ARA were determined by indirect immunofluorescence test on normal monkey
retina, as a substrate and FITC -labelled goat's anti-human IgA, G, M serum (Euroimmun-Germany). The control serum
was obtained from 50 blood donors: 20 women (40%) and 30 men (60%) in age 20-64 years.

Results: Indirect immunofluorescence test showed the reaction with the outer retinal segments in 97,5% of cases. In
9 patients (22,5%) with positive serum antinuclear antibodies (ANA), the addictive reaction with the nuclei of both
nuclear layers of retina was present. In one subject (2,5%), the diffuse fluorescence of all layers of retina was detected.

Conclusion: The most common type of ARA in patients with endogenous posterior uveitis were antibodies against the

outer layers of retina, cytoplasm of photoreceptors and cells of outer nuclear layer.
Stowa kluczowe: przeciwciata przeciwsiatkéwkowe, immunofluorescencja posrednia, samoistne zapalenie bfony naczyniowe.
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Teoria o istnieniu autoprzeciwciat skierowanych przeciwko tkan-
kom oka siega 1910 roku, kiedy Elschnig po raz pierwszy przedsta-
wit hipoteze o ich udziale w etiopatogenezie wspétczulnego zapale-
nia bfony naczyniowej (4). Obecnie prowadzone badania na mode-
lach zwierzecych wskazuja, ze zjawisko autoantygenowosci oka
moze rzeczywiscie odgrywac znaczacg role w jego immunopatologii.
Znamy wiele schorzen oczu, w ktérych przebiegu stwierdza sie obec-
nos¢ w surowicy przeciwciat przeciwsiatkéwkowych. Do tej pory
najlepiej poznanymi typami przeciwciat przeciwsiatkdwkowych sa
przeciwciafa, pojawiajgce sie u chorych z zespotami paraneopla-
stycznymi — CAR (Carcinoma Associated Retinopathy) i MAR (Mela-
noma Associated Retinopathy). Przeciwciafa te reaguja z komérkami
dwubiegunowymi lub fotoreceptorami i komérkami warstwy jadrza-
stej zewnetrznej siatkdwki, wywotujac objawy ciezkiej retinopatii
(8,10,11,13,15). Wsrdd licznych publikacji na temat udziatu przeciw-
ciat przeciwsiatkéwkowych w patomechanizmie idiopatycznego
zapalenia bfony naczyniowej tylko pojedyncze doniesienia dotycza

antiretinal antibodies, indirect immunofluorescence, endogenous uveitis.

analizy typéw tych przeciwciat w przebiegu tego schorzenia (2,3,16).
Dalsze badania nad rodzajami przeciwciat przeciwsiatkéwkowych
pozwolg wykaza¢, ktéra z warstw siatkdwki zawiera autoantygeny,
biorace udziat w patomechanizmie autoimmunologicznych zapaleni
bfony naczyniowej oka.

Celem pracy jest okreslenie z uzyciem testu immunofluorescen-
qji posredniej, jakie typy przeciwciat przeciwsiatkéwkowych poja-
wiajg sie w surowicy chorych na samoistne zapalenie tylnego
odcinka btony naczyniowej w czynnym stadium choroby.

Materiat i metodyka

Badaniami objeto 50 chorych (69 oczu) z zapaleniem tylnego
odcinka btony naczyniowej o nieznanej etiologii. Wsrod badanych
byfo 21 mezczyzn (42%) w wieku 15-70 lat ($redni wiek — 32 lata)
oraz 29 kobiet (58%) w wieku 16-66 lat ($redni wiek — 38 lat). W 31
przypadkach (62%) choroba dotyczyta jednego oka, w 19 (38%) —
obojga. Choroba wystapita po raz pierwszy u 12 chorych, u pozo-

ISSN 0023-2157 Index 362646




Typy przeciwciat przeciwsiatkdwkowych (PPS) u chorych na samoistne zapalenie tylnego odcinka bfony naczyniowej w tescie immunofluorescencji posredniej

Ryc. 1. Immunofluorescencja cytoplazmy komorek zewnetrznych warstw Ryc. 4. Brak reakgji surowicy kontrolnej z siatkéwka — widoczna

siatkowki (komoérek fotoreceptorowych oraz warstwy jadrzastej jedynie staba autofluorescencja catej tkanki z fizjologicz-
zewnetrznej). ng hiperfluorescencja nabtonka barwnikowego siatkdwki.

Fig. 1. Immunofluorescence of retinal outer layers cells cytoplasm (photo- Fig. 4. Control serum shows no reaction with retina — autofluorescence of
receptors and outer nuclear layer cells). whole tissue with physiological hyperfluorescence within the reti-

nal pigmented epithelium are present.

Ryc. 2. Immunofluorescencja cytoplazmy komoérek zewnetrznych Ryc. 5. Staba fluorescencja zewnetrznych warstw siatkowki po
warstw siatkdwki oraz jader warstwy wewnetrznej i zewnetrznej reakgji z surowicg kontrolna.
o typie ziarnistym. Fig. 5. Control serum shows weak reaction in outer retinal layers.

Fig. 2. Immunofluorescence of retinal outer layers cells cytoplasm and
nuclei of inner and outer nuclear layers (speckled pattern).

Objasnienia do rycin:
RPE — (retinal pigmented epithelium) nabtonek barwnikowy
siatkowki
PhC — (photoreceptor cells) komérki fotoreceptorowe
ONL — (outer nuclear layer) warstwa jadrzasta zewnetrzna
INL— (inner nuclear layer) warstwa jadrzasta wewnetrzna

statych miata charakter nawrotowy, w tym u 17 byt to drugi rzut
choroby, u 10 trzeci, a w 11 przypadkach stwierdzono wiecej niz
trzy nawroty zapalenia naczynidwki.

We wszystkich przypadkach przeciwciata przeciwsiatkdwkowe
(PPS) w surowicy oznaczano metodg immunofluorescendji posred-
niej z uzyciem mrozonych skrawkoéw prawidfowej siatkéwki matpiej

Ryc. 3. Immunofluorescencja wszystkich warstw siatkowki. ~ ) ! ' i
Fig. 3. Immunofluorescence of all retinal layers. oraz koziej surowicy antyglobulinowej (anti-human IgG, IgA, IgM)
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zwigzanej z fluoresceing (firmy Euroimmun — Niemcy). Krew cho-

rych pobierano z zyty tokciowej, a surowice po odwirowaniu (3000

obr. /s, t = 10 min), przechowywano w temperaturze -70° C do

momentu wykonania badania. Grupe kontrolng stanowita surowica
uzyskana ze stacji krwiodawstwa od 50 dawcéw krwi — 20 mez-
czyzn (40%) w wieku od 22 do 68 lat ($redni wiek 36,5 roku) oraz

30 kobiet (60%) w wieku od 20 do 64 lat ($redni wiek 35 lat).
Kolejne etapy wykonania testu byty nastepujace:

1) Rozmrozenie badanej surowicy i przygotowanie jej rozcienczen
z uzyciem buforu PBS-Tween w stosunku 1: 10, 1: 20, 1: 40, 1:
80 itd.

2) Umieszczenie w hydrofilnych polach ptytek podstawowych 25
ul rozcienczonej surowicy chorego oraz standaryzowanej ujem-
nej surowicy kontrolnej.

3) Umieszczenie ptytek BIOCHIP zawierajacych skrawki siatkdwki
na korespondujacych polach ptytek podstawowych i inkubacja
tkanki z surowicami w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

4) Sptukanie nadmiaru surowicy buforem PBS-Tween i zanurzenie
w kuwecie z roztworem PBS-Tween na 1 minute.

5) Ponowna inkubacja preparatu z 20 pl koziej surowicy antyglo-
bulinowej, zwiagzanej z fluoresceing, w temperaturze pokojowej
przez 30 minut.

6) Sptukanie nadmiaru znakowanej surowicy buforem PBS-Tween
i nastepnie umieszczenie BIOCHIP-6w w buforze na 1 minute.

7) Osuszenie preparatu, umieszczenie kropli glicerolu oraz zatoze-
nie szkta nakrywkowego.

8) Ocena preparatu w mikroskopie fluorescencyjnym firmy Zeiss
typu axioskop f1 z lampg HBO 100 z nasadka koobserwacyjna
i fotograficzng MC 80 DX.

Wyniki

W surowicy 40 sposréd 50 chorych test immunofluorescencji
posredniej wykazat obecnos¢ PPS w mianach od 1: 10 do 1: 320.

W 30 przypadkach (75%) odnotowano fluorescencje zewnetrz-
nych warstw siatkéwki z intensywna reakcjg w warstwie komérek
fotoreceptorowych oraz w obrebie cytoplazmy komérek warstwy
jadrzastej zewnetrznej (ryc. 1).

W 9 przypadkach (22,5%), w ktérych w tescie immunofluore-
scengji posredniej na komérkach HEp-2 stwierdzono obecnos¢ prze-
ciwciat przeciwjadrowych (ANA), obserwowano dodatkowa reakgje
w jadrach komoérek warstwy jadrzastej wewnetrznej i zewnetrznej
siatkéwki. U 8 chorych (20%) byty to przeciwciata przeciwjgdrowe
o ziarnistym typie $wiecenia, a w 1 (2,5%) — o typie homogennym
(ryc. 2).

W jednym przypadku w tescie immunofluorescencji odnotowa-
no reakcje we wszystkich warstwach siatkéwki (2,5%) (ryc. 3).

Typy reakgji wszystkich badanych surowic w tescie immunoflu-
orescencji posredniej z uzyciem matpiej siatkéwki jako substratu
przedstawiono w tab. I.

U 10 chorych, u ktérych nie stwierdzono obecnosci PPS w suro-
wicy, w te$cie immunofluorescencji posredniej odnotowano niecha-
rakterystyczng, staba autofluorescencje catej siatkéwki z hiperflu-
orescencjg nabtonka barwnikowego siatkéwki. Podobng reakcje
odnotowano w przypadku 39 kontrolnych surowic (78%), podczas
gdy pozostatych 11 (22%) dato immunofluorescencje w obrebie
zewnetrznych warstw siatkéwki w rozcienczeniu surowicy 1: 10
(ryc. 4,5).

Omowienie

Wedtug Nollego (12) ludzka surowica moze zawierac 14 réz-
nych typdw przeciwcial przeciwsiatkdwkowych, ktére w tescie
immunofluorescencji posredniej reagujg z réznymi strukturami tej
tkanki. Obecnie wiadomo, ze siatkdwkowe organo-specyficzne
autoantygeny sg obecne nie tylko w komérkach fotoreceptorowych,
ale takze znajdujg sie w komérkach obydwu warstw jadrzastych,
komorkach dwubiegunowych, zwojowych, warstwie splotowatej
zewnetrznej, a takze w astrocytach siatkéwkowych (9,10,11,13-
17). Najlepiej poznane sg reakcje autoprzeciwciat z siatkdwka
w przebiegu zespotéw paraneoplastycznych. W retinopatii towarzy-
szacej czerniakowi skéry (MAR) stwierdzono immunofluorescencje
komérek dwubiegunowych (11,15), podczas gdy w retinopatii roz-
wijajacej sie u chorych z rakiem drobnokomérkowym ptuc oraz
innymi nowotworami (CAR) odnotowano reakcje z fotoreceptorami
i komdrkami warstwy jadrzastej zewnetrznej (10) lub fotoreceptora-

Typy przeciwciat przeciwsiatkéwkowych
Types of antiretinal antibodies n = 40

Liczba chorych

0,
(No. of patients) o

Immunofluorescencja cytoplazmy komorek fotoreceptorowych oraz cytoplazmy

komorek warstwy jadrzastej zewnetrznej
(Immunofluorescence of photoreceptors cytoplasm and cytoplasm
of outer nuclear layer cells)

30 75

Immunofluorescencja zewnetrznych warstw siatkéwki z fluorescencja ziarnistg

jader warstwy jadrzastej wewnetrznej i zewnetrznej siatkdwki

(Immunofluorescence of outer retinal layers with granular reaction whithin

the nuclei of inner and outer nuclear layers)

Immunofluorescenecja zewnetrznych warstw siatkowki z fluorescencja homogenng

jader warstwy jgdrzastej wewnetrznej i zewnetrznej siatkowki

(Immunofluorescence of outer retinal layers with ho-mogenous reaction whithin

the nuclei of inner andouter nuclear layers)

Immunofluorescencja wszystkich warstw siatkowki
(Immunofluorescence of all retinal layers)

1 2,5

Tab. I
Tab. I.

Typy przeciwciat przeciwsiatkdwkowych u chorych na endogenne zapalenie tylnego odcinka btony naczyniowej w tescie immunofluorescendji posredniej.
Types of antiretinal antibodies in patients with endogenous posterior uveitis in indirect immunofluorescence test.
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mi i warstwg splotowatg zewnetrzng albo tylko z komérkami zwo-
jowymi siatkéwki (8,13). Rézne reakcje w tescie posredniej immu-
nofluorescencji u chorych z zespotem CAR wynikaja prawdopodob-
nie z odmiennej budowy antygenowej nowotwordw. Przeciwciafa
powstajace przeciwko réznym antygenom nowotworowym reaguja
krzyzowo z biatkami siatkéwki, co z kolei prowadzi do rozwoju reti-
nopatii (10,11).

Ostatnie badania wskazujag na duze prawdopodobienstwo
udziatu w etiopatogenezie zwyrodnienia plamki zwigzanego z wie-
kiem (AMD) przeciwciat skierowanych przeciwko astrocytom siat-
kéwkowym (9,14). W witreoretinopatii proliferacyjnej oraz po
laserokoagulacji argonowej siatkéwki w przebiegu proliferacyjnej
retinopatii cukrzycowej stwierdzono obecnos$¢ autoprzeciwciat,
reagujacych z antygenem S komoérek fotoreceptorowych (6,7).

Obecnos¢ roznych typédw immunofluorescencji zostata takze
potwierdzona w zapalnych schorzeniach oka. W przypadku zapalen
bfony naczyniowej towarzyszacych chorobom uktadowym immuno-
fluorescencja dotyczy zewnetrznych cztonéw fotoreceptoréw oraz
komoérek Miillera (2,19). We wspétczulnym zapaleniu btony naczy-
niowej odnotowano natomiast staba immunofluorescencje tylko
warstwy komorek fotoreceptorowych (2). Podobna reakcje w tescie
immunofluorescencji posredniej stwierdzono w grupie chorych
z zapaleniem naczyniéwkowo-siatkowkowym w przebiegu infekgji
Toxoplasma gondii (18). Inmunofluorescencje wewnetrznych struk-
tur siatkéwki, warstwy wtokien nerwowych, komérek zwojowych
oraz komoérek Miillera zaobserwowano natomiast w przebiegu
ocznej onchocerkozy (1).

Autoimmunogennos¢ w stosunku do antygendw siatkéwko-
wych, a szczegdlnie w stosunku do antygenu S, jest odpowiedzial-
na za patogeneze endogennych zapaleni bfony naczyniowej oka
(5). W tescie immunofluorescencji posredniej czesto wystepuja
autoprzeciwciata, reagujace z zewnetrznymi warstwami siatkow-
ki, tj. warstwa komorek fotoreceptorowych i cytoplazma komérek
warstwy jadrzastej zewnetrznej (3,12). W pojedynczych przypad-
kach natomiast poza reakcjg w tych dwdch warstwach siatkéwki
zaobserwowano dodatkowg immunofluorescencje w warstwie
splotowatej zewnetrznej, co moze sugerowac udziat innych auto-
antygenéw siatkéwki w etiopatogenezie tego schorzenia (3).
W badanej grupie chorych stwierdzono immunofluorescencje
zewnetrznych warstw siatkdwki, ktéra byta najwyrazniejsza
w obrebie fotoreceptoréw, co moze by¢ zwigzane z obecnoscia
przeciwciat skierowanych przeciwko najbardziej uveitogennemu
u czfowieka antygenowi siatkéwki — antygenowi S. Podobnie we
wszystkich przypadkach z dodatnimi przeciwciatami przeciwsiat-
kéwkowymi odnotowano immunofluorescencje cytoplazmy komé-
rek warstwy jadrzastej zewnetrznej. Nie zaobserwowano jednak
w zadnym przypadku reakcji w warstwie splotowatej zewnetrz-
nej. Ponadto w przypadku obecnosci przeciwciat przeciwjadro-
wych stwierdzono dodatkowa reakcje w obrebie jader warstwy
jadrzastej zewnetrznej i wewnetrznej siatkowki. U jednego chore-
go wystgpita rozlana fluorescencja wszystkich warstw siatkowki,
ktorej opisu nie znaleziono w pismiennictwie.

Przedstawiana przez wielu autoréw fizjologiczna autofluore-
scencja siatkowki charakteryzuje sie rozlang, ale stabg fluorescencja
catej tkanki z wyrazniejszg hiperfluorescencjg na poziomie nabtonka
barwnikowego siatkéwki, co jest prawdopodobnie wynikiem silnej
autofluorescencji ziaren lipofuscyny (11,17). W badanym materiale
78% kontrolnych surowic w tescie immunofluorescencji posredniej

wykazato identyczng do przedstawionej powyzej reakcje z siatkdw-
ka. Nalezy jednak wspomnie¢ o pojedynczych doniesieniach, w kt6-
rych kontrolne surowice w rozcieficzeniu 1: 5 dawaty staba fluore-
scencje z warstwa komérek fotoreceptorowych (2), komérek zwojo-
wych i widkien nerwowych (11), a takze z wewnetrznymi warstwa-
mi siatkéwki (1), co nie zostato jednak potwierdzone w przeprowa-
dzonych badaniach.

Przeprowadzone badania pozwalajg ustali¢, ze u chorych na
samoistne zapalenie tylnego odcinka bfony naczyniowej najczesciej
wystepujgcymi  przeciwciatami przeciwsiatkowkowymi w  tedcie
immunofluorescencji posredniej byly przeciwciata skierowane prze-
ciwko zewnetrznym warstwom siatkdwki, cytoplazmie komérek
fotoreceptorowych i komérek warstwy jadrzastej zewnetrzne;.
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