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Streszczenie

Zasadniczym problemem w serodiagnostyce autoprzeciwciat sg
sytuacje, w ktérych przy wysoko dodatnich mianach ANA nie
mozna ustali¢ swoistosci autoprzeciwciat lub, co gorsza, typ
LSwiecenia” ANA czesciowo lub kompletnie nie zgadza sie ze
swoistosciami oznaczonymi testami w tych surowicach. Tego typu
rozbieznosci dotycza ok. 5-10% surowic. Wyjasnienie tego
typu sytuacji jest celem niniejszej pracy.

Poréwnano 4 metody oznaczania przeciwciat anty-dsDNA, uzysku-
jac zaledwie ok. 45% zgodnosci jakosciowej. Analiza ,wrazliwosci”
poréwnywanych testow ELISA, a takze testu ANA-IIF-Hep-2, wyko-
nana testem neutralizacji preparatami dsDNA, ssDNA i RNA, wyka-
zata obnizenie pozioméw przeciwciat anty-dsDNA oznaczanych
w tych testach do wartosci ujemnych. Miareczkowanie dawek anty-
gendéw uzytych do neutralizacji nie wykazato réznic w dawce nie-
zbednej do neutralizacji dla dsDNA i ssDNA i tylko neutralizujgce
dawki RNA byty o rzad wielkosci wyzsze. Ten niespodziewany
wynik spowodowat koniecznos¢ sprawdzenia swoistosci oraz
awidnosci przeciwciat eluowanych metoda affinity. Niezaleznie od
antygenu, z ktérego eluowano przeciwciata, wykazywaty one reak-
tywnos¢ z pozostatymi antygenami, np. przeciwciata eluowane
z NC (zwigzanej z ssDNA) reagowaty takze z dsDNA i kardioliping
i byty to przeciwciata o niskim indeksie awidnosci.
Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze struktura i stabilnos¢ dsDNA
(skutkujaca obecnoscia fragmentéw jednoniciowych) wyklucza
prosta mozliwos¢ ustalenia swoistosci poszczegélnych pél przeciw-
ciat anty-DNA i konieczne jest przy oznaczaniu poziomoéw przeciw-
ciat dla dsDNA oznaczenie ich powinowactwa/awidnosci. Rozstrzy-
gniecie mogtyby przynie$¢ planowane badania na syntetycznych
analogach DNA, np. polinukleozydach.

Summary

The basic problem in serodiagnostics of autoantibodies concerns
situations when at very high ANA titres we cannot estimate the
specificity of an autoantibody or, what is even worse, the ANA
pattern is partially or totally incompatible with specificities
estimated by other immunoenzymatic methods. Solving this
problem is the main goal of the presented work.

Comparison of four methods of anti-dsDNA assessment gives us
only 45% quantitative agreement. Sensitivity of tests used for
anti-dsDNA and also ANA-IIF-Hep-2 test, to neutralization by
dsDNA, ssDNA and RNA, showed significant lowering of anti-
dsDNA antibody levels, up to negativity. Titration of doses of
antigens needed for neutralization of used tests showed no
differences in neutralizing doses between ds and ssDNA and only
neutralizing doses for RNA were 10 times greater.

This unexpected result caused the need to assess specificity and
avidity of antibodies eluted by the affinity method.
Independently of the antigen used for elution, antibodies showed
reactivity with two other antigens, for example: antibodies eluted
from ssDNA bound to nitrocellulose also showed reactivity with
dsDNA and cardiolipin, and generally they were antibodies of low
avidity index.

To summarize, conformation and stability of dsDNA preparations
(resulting from presence of denatured DNA fragment in dsDNA
molecule) exclude the simple possibility of differentiation of
separated antibody pools against DNA and makes (in cases of
anti-dsDNA antibody assessment) affinity or avidity estimation
necessary.

Solving these problems will be possible (as we planned) by using
synthetic DNA analogues such as polynucleosides.
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Wstep

W toczniu rumieniowatym uktadowym (TRU) wyste-
puje ponad 30 autoprzeciwciat o znanej swoistosci,
przy czym do kryteriéw diagnostycznych TRU wtaczone
sg przeciwciata ANA oznaczane metoda IIF na komér-
kach Hep-2 (jako test skryningowy) oraz dwie swoisto-
Sci przeciwciat: przeciwciata dla antygenu Sm i przeciw-
ciata dla natywnego DNA (dsDNA) [1, 2]. Przeciwciata
anty-Sm i anty-dsDNA charakteryzuja sie wysoka swo-
istoscig w stosunku do TRU, ale w przypadku przeciw-
ciat anty-Sm czestos¢ ich wystepowania jest mata (rze-
du 15-30%), a w przypadku przeciwciat dla dsDNA
(czestost wystepowania 60-70%) ich niewatpliwg war-
tos¢ diagnostyczna obnizaja problemy zwigzane
z utrzymaniem ,natywnosci” DNA w stosowanych
testach oraz istotne réznice w czutosci stosowanych te-
stow [3, 4]. Ponadto, zmienia sie ich powinowactwo
(oraz widnos¢) w przebiegu zaostrzenia w TRU. Dodat-
kowym problemem jest obecnos¢ w surowicach pacjen-
tow z TRU przeciwciat o niskiej awidnosci rozpoznaja-
cych jednoniciowe DNA (ssDNA), ktére wystepujg takze
w wielu innych uktadowych chorobach tkanki tacznej
[5, 6]. Te dwie populacje przeciwciat anty-DNA maja
rozny epitop docelowy, ktérym dla przeciwciat anty-
-dsDNA jest wyeksponowany w dsDNA szkielet fosfo-
-cukrowy, a dla przeciwciat anty-ssDNA s3 reszty zasad
purynowych i pirymidynowych [7].

Podobnie jak struktura drugorzedowa dsDNA,
a wtasciwie trudnosci z jej utrzymaniem, jest proble-
mem w konstruowaniu testéw, tak samo konformacja
antygenu ssDNA moze przypominaé fragmentami
strukture (konformacje) antygenu dsDNA — poprzez
tworzenie (zwtaszcza na obu koficach antygenu ssDNA)
podwéjnie zapetlonych fragmentéw, przypominajacych
strukture dsDNA, tzw. heteroduplekséw [5, 8]. Na doda-
tek antygeny RNA, zwtaszcza wystepujace w komplek-
sach z biatkami (np. RNP, Sm czy SSA i SSB), rowniez
zawierajg fragmenty dwuniciowe, z wyeksponowanym
szkieletem fosfo-cukrowym, analogicznie jak w dsDNA
[1, 2, 9]. Jesli zatem budowa antygenu (dsDNA) stoso-
wanego do konstruowania testéw jest tak trudna do
standaryzacji, to nie dziwig istotne réznice w wartosci
testéw (ich czutosci i wiarygodnosci).

Jednakze, z uwagi na wartos¢ diagnostyczna prze-
ciwciat dla dsDNA (wysoko swoiste ,,markery” w TRU)
oraz ww. trudnosci techniczne w standaryzacji testéw
do oznaczania przeciwciat anty-dsDNA, a skutkujace
istotnymi réznicami w czestosci wykrywania tych auto-
przeciwciat przez r6zne laboratoria, np. w pracach stan-
daryzacyjnych w ramach European Consensus Study on
Autoantibodies (ECSA) i ogoblnopolskiego grantu pt.
»,Opracowanie i wdrozenie wysokospecjalistycznych
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procedur diagnostycznych w chorobach o podtozu im-
munologicznym” (nr PBZ KBN 119/P05/2005) podjeto
prébe ustalenia dodatkowych parametrow zwiekszaja-
cych wiarygodnos¢ oznaczania przeciwciat anty-dsDNA
[10-12].

Bezposrednim bodzcem do wykonania pracy byty
rozbieznosci pomiedzy typem ANA uzyskiwanym w te-
Scie IIF-Hep-2 a wykrywanymi przeciwciatami dla dsDNA
réznymi testami stosowanymi w diagnostyce tych auto-
przeciwciat.

Materiat i metody

Badania wykonano na surowicach chorych z ukta-
dowymi chorobami tkanki tgcznej pochodzacych z kli-
nik Instytutu Reumatologii, skierowanych do Zaktadu
Mikrobiologii i Serologii w celu oznaczenia obecnosci
przeciwciat dla dsDNA.

Przedmiotem szczegbtowego rozpracowania byto
9 surowic z ww. grupy ok. 80 surowic, co stanowi 11,5%
catosci, w ktérych stwierdzano podstawowa niezgod-
nos¢ typu Swiecenia ANA uzyskiwanego metoda IIF na
komarkach Hep-2, np. przy mianie ANA 1/640 typu pla-
mistego uzyskiwano w metodzie ELISA wysokie pozio-
my przeciwciat dla dsDNA lub odwrotnie — przy mianie
ANA 1/10240 o typie homogenno-plamistym brak byto
przeciwciat dla dsDNA.

W celu wyjasnienia powyzszych fenomenéw wyko-
nano nastepujace oznaczenia:

* poziomy przeciwciat przeciwjadrowych (ANA) metoda
IIF na komérkach Hep-2 (firma Euroimmun) oraz neu-
tralizacja odczynu ANA IIF preparatami kwaséw nu-
kleinowych (ds i ssDNA i RNA firmy Sigma),

e poziomy przeciwciat dla dsDNA dwoma typami te-
stow ELISA (i Il) i Western-blotting oraz immunoflu-
orescencyjnym testem z zastosowaniem utrwalonych
preparatéw pierwotniaka Crithidia luciliae (CLIFT),

* poziomy przeciwciat dla denaturowanego DNA (ssDNA)
— testem ELISA firmy Biomedica,

e poziomy przeciwciat dla kardiolipiny — testem ELISA
firmy Biomedica.

Wykonano takze neutralizacje wyzej opisanych te-
stéw do oznaczania przeciwciat dla dsDNA preparata-
mi: dsDNA, ssDNA i preparatem RNA.

Awidnos¢ przeciwciat dla dsDNA oznaczano metoda
wg Thomasa i wsp. [13], stosujac do elucji z frakcji sta-
tej (w metodzie ELISA i Western-blotting) 8M mocznik,
natomiast awidnos¢ przeciwciat wyrazano, stosujac
tzw. indeks awidnosci (avidity index — Al) [13].

Wysoko oczyszczone (metoda chromatografii powi-
nowactwa) przeciwciata dla dsDNA i kardiolipiny uzyski-
wano, stosujac optaszczona odpowiednim antygenem
nitroceluloze (NC) wg metody Gershoniego i wsp. [14].
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Tabela I. Poréwnanie 4 metod oznaczania przeciwciat anty-dsDNA oraz rezultaty neutralizacji wybranych surowic preparatami dsDNA, ssDNA i RNA
Table I. Comparison of four methods used for anti-dsDNA antibodies estimation and results of neutralization of selected sera by dsDNA, ssDNA and RNA

Przeciwciata

Przeciwciata
anty-ssDNA

Neutralizacja

Metoda oznaczenia przeciwciat anty-dsDNA

ANA (I15)

Lp.

antykardiolipinowe

ssDNA RNA

dsDNA

ELISAIl  Crithidia

Western-

ELISA |

typ Swiecenia

miano

GPL (j./ml)

(j-/m)
2714 +

luciliae

-blotting

23,8 +/—

+/=

cytoplazma +

1/80 -

1.

25,1 +/—

640,8 +

homogenno-plamisty

1/10240 +++

2.

44.8 +

547,7 +

stabo +

+

homogenno-plamisty

1/2560 ++

3.

16,7 —

2324 +

plamisty

1/2560 ++

4.

11,6 -

294,8 +

stabo +

btona jadrowa

1/320 stabo +

5.

26,5 +/—

415,6 +

p/c NUMA

1/1280 ++

6.

34,2 +

477,7 +

plamisty +/—

1/160 +

7.

10,5 -

2042 +

stabo + +/—

centromerowy +

1/640 +

8.

25,6 +/—

621,6 +

++

plamisty

1/640 +

9.

Wyniki

W celu wyjasnienia ,kontrowersji” dotyczacych
obecnosci przeciwciat dla dsDNA w surowicach, w kt6-
rych typ Swiecenia ANA-IIF niekoniecznie wskazywatby
na obecnos¢ przeciwciat dla natywnego DNA, wykona-
no w pierwszym etapie poréwnanie wartosci oznaczen
przeciwciat dla ww. dsDNA czterema ré6znymi typami
testow (2 typy testu ELISA i Western-blotting oraz test
z zastosowaniem pierwotniaka Crithidia luciliae na
9 wybranych (z 78 surowic) surowicach — takich, w kto-
rych wystapita wyzej opisana niezgodnos¢ typu ANA
z poziomami przeciwciat dla dsDNA. Oznaczano takze
przeciwciata dla ssDNA zwykle niebrane pod uwage
w diagnostyce TRU, ale w przypadku wyzej opisanych
9 surowic uwzgledniono je z co najmniej dwéch powo-
doéw. Po pierwsze, z uwagi na charakter (typ) uszko-
dzen tkanek/narzadéw wystepujacych w TRU, po dru-
gie, z powodu podnoszonych w rdéznych pracach
uzasadnionych watpliwosci dotyczacych natywnosci
czasteczek DNA (wystepujacych fragmentéw jednoni-
ciowych w czesci dwuniciowej) [5, 15]. Wykonano tak-
ze neutralizacje surowic anty-dsDNA-pozytywnych pre-
paratami dsDNA, ssDNA i RNA. Konieczne takze
okazato sie oznaczenie przeciwciat antykardiolipino-
wych (aCl), poniewaz juz wczesniej stwierdzano wraz-
liwosc¢ testow ELISA aCl na neutralizacje réznymi pre-
paratami kwaséw nukleinowych [16, 17]. Wyniki ww.
testow przedstawiono w tabeli I. Srednio w 72%
(6/9 w tescie ELISA | i 7/9 w tescie ELISA Il) uzyskano
w tescie ELISA wyniki dodatnie poziomow przeciwciat
dla dsDNA stabo skorelowane z mianem ANA, co ozna-
cza, ze w wiekszosci surowic 0 wyzszym poziomie ANA
(niezaleznie od typu Swiecenia) uzyskano wyzsze re-
zultaty oznaczeh poziomoéw przeciwciat dla dsDNA.

Catkowita zgodnos¢ ,,jakosciowg” pozioméw prze-
ciwciat anty-dsDNA w czterech wyzej opisanych w me-
todyce testach uzyskano w 4/9 badanych surowicach,
co stanowi tylko 44%, czesciowa za$ zgodnos¢ najcze-
Sciej dotyczyta poréwnywalnych 2 testéw ELISA. W ce-
lu wyjasnienia wyzej opisanych sprzecznosci pomiedzy
typem ANA a wystepowaniem przeciwciat anty-dsDNA
wykonano test neutralizacji odczynéw ANA-IIF oraz
ELISA (dla wyzej opisanych 9 surowic) preparatami na-
tywnego i denaturowanego DNA oraz preparatem RNA.

Wyniki neutralizacji przedstawiono w tabeli | oraz
na rycinie 1. We wszystkich 9 surowicach (100%) uzy-
skano catkowita neutralizacje odczynu ANA-IIF ELISA
preparatami dsDNA i ssDNA oraz czesciowa dla RNA.
Niespodziewanie uzyskano takze neutralizacje prepa-
ratami oczyszczonego RNA, dlatego dokonano precy-
zyjnej oceny dawek poszczegélnych preparatéw zasto-
sowanych do neutralizacji, niezbednych do uzyskania
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Ryc. 1. Przyktad zmiany typu ANA po neutralizacji surowicy preparatami dsDNA, ssDNA i RNA.
Fig. 1. Example of change in ANA-IIF patterns after neutralization of serum by dsDNA, ssDNA and RNA.

neutralizacji odczynu ELISA stosowanego do oznacza-
nia przeciwciat anty-DNA. Okazato sie, ze preparaty
dsDNA i ssDNA neutralizujg wyzej opisany odczyn juz
przy dawkach rzedu < 1 mg/ml, natomiast preparaty
wysoko oczyszczone RNA neutralizowaty odczyn ELISA-
-anty-dsDNA w dawkach rzedu 10 mg/ml lub powyzej
tej wartosci, co moze wskazywacé, ze mamy tu do czy-
nienia z 2 r6znymi typami epitop6éw, a neutralizacja tak
duzymi dawkami jest wynikiem obecnosci w RNA za-
nieczyszczen DNA.

Nalezato zatem rozstrzygna¢ kwestie porownywal-
nej skutecznosci (w neutralizacji testu ELISA) prepara-
tu dsDNA i ssDNA — czy jest ona wynikiem obecnosci
w czystych dsDNA fragmentach jednoniciowych, czy
tez rezultatem obecnosci w surowicach przeciwciat
o zréznicowanych swoistosciach wzgledem bogatej
epitopowo czasteczki DNA, co zostato w skrécie omo-
wione we wstepie.

Jest to tym bardziej istotne, ze we wszystkich suro-
wicach (100%) stwierdzano umiarkowane lub wysokie

Reumatologia 2009; 47/6

poziomy przeciwciat anty-ssDNA, a w 66% obecnosé
(krzyzowo reagujacych z dsDNA) przeciwciat dla kardio-
lipiny (aCl).

W celu potwierdzenia, czy rzeczywiscie mamy tu
do czynienia z przeciwciatami anty-dsDNA, ktére sa
przeciwciatami ,markerowymi” TRU, nalezato znalez¢
parametr r6znicujacy pule przeciwciat anty-DNA. Po-
niewaz modyfikacja metodami chemicznymi wysoko
czystych dsDNA moze prowadzi¢ do denaturacji i ew.
fragmentacji czasteczek, wykonano oznaczenie awid-
nosci przeciwciat dla dsDNA i ssDNA metodg ELISA
[13], wskazujgcych wzrost zaréwno poziomoéw, jak
i powinowactwa, a takze awidnosci przeciwciat anty-
-dsDNA w trakcie zaostrzenia procesu podstawowego
w TRU [18]. We wszystkich 9 przypadkach (100%)
uzyskano dla przeciwciat anty-dsDNA wskaznik Al
ponizej 0,25, co dowodzi, ze w tych surowicach domi-
nuja przeciwciata o niskiej awidnosci. Roéwniez
w przypadku przeciwciat dla ssDNA w wiekszosci
przypadkéw Al byt nizszy lub zblizony do 0,5, z czego
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wnioskowano, Zze pule przeciwciat anty-ds i ssDNA
czesciowo moga byé tozsame.

Aby ostatecznie i jednoznacznie udowodni¢ te toz-
samosc (lub tylko czesciowa tozsamos¢) pul przeciw-
ciat dla DNA wykonano adsorpcje przeciwciat anty-DNA
z wybranych surowic metoda ,,powinowactwa”, stosu-
jac nastepujace wysoko oczyszczone antygeny: ssDNA
i kardiolipine zwigzane z nitrocelulozag wg metody Ger-
shoniego [14]. W uzyskanych metoda affinity wysoko
oczyszczonych preparatach immunoglobulin oznaczano
reaktywnos¢ (metoda ELISA) z antygenem homologicz-
nym (tj. takim, na ktérym adsorbowano przeciwciato)
oraz dwoma pozostatymi.

Wyniki oznaczania swoistosci w eluatach z nitroce-
lulozy przedstawiono na rycinie 3. Wyniki oznaczania
swoistosci (krzyzowej reaktywnosci) przeciwciat w elu-
atach z NC zwigzanej z kardioliping i ssDNA wskazuja,
iz odeluowane metoda affinity (powinowactwa) prze-
ciwciata z obu wyzej opisanych immunosorbentéw (NC
ze zwigzang kardioliping czy ssDNA) reaguja takze z 2 po-
zostatymi antygenami, czyli przyktadowo przeciwciata
eluowane z ssDNA zwigzanego z NC reagujg takze
z dsDNA i kardioliping. Nie zamieszczono eluatéw z NC
zwigzanej z dsDNA, gdyz ich obecnos¢ wykazano
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Fig. 2. Neutralization of the ELISA anti-dsDNA
test by adding preparations of dsDNA, ssDNA
and RNA.
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w wielu pracach dotyczacych natywnosci preparatu
dsDNA [1, 4, 5]. Jednoczesna analiza Al wykazata, ze
przeciwciata obecne w eluatach reagujace z antygena-
mi niehomologicznymi wykazywaty w 100% niski
wskaznik Al (< 0,25), a wskaznik Al dla przeciwciat re-
agujacych z antygenami homologicznymi byt nieznacz-
nie wyzszy.

Dyskusja

Jak wykazano powyzej, istnieja zatem co najmniej
dwie pule przeciwciat dla DNA, ktérych wzajemne pro-
porcje zmieniaja sie dynamicznie w przebiegu za-
ostrzeh procesu podstawowego w TRU, ale zmiana nie
dotyczy wytacznie pozioméw, lecz takze powinowac-
twa (awidnosci), ktora zwieksza sie w trakcie zaostrze-
nia klinicznego [5, 18]. Proces ,estymacji” wartosci dia-
gnostycznej przeciwciat dla DNA z samego zatozenia
powinien zatem uwzglednia¢ oznaczanie pozioméw dla
obu pul przeciwciat (anty-ss i dsDNA) oraz oczywiscie
takze oznaczenie powinowactwa (ewentualnie awidno-
$ci — co jest technicznie prostsze), gdyz oznaczanie sa-
mych tylko pozioméw przeciwciat dla obu typéw DNA,
w dodatku wykonywane punktowo, nie daje petnej in-
formacji o natezeniu proceséw patologicznych, ktérych
posrednim wyrazem jest zmiana (wzrost) poziomoéw
przeciwciat dla dsDNA[18]. W celu petnego wykorzysta-
nia waloréw diagnostycznych i prognostycznych prze-
ciwciat dla dsDNA powinno sie zatem oznaczac nie tyl-
ko poziomy dla ss i dsDNA, ich awidnos¢, ale takze
dynamike zmian tych parametréw w czasie — naktada-
jacym sie na wielorakie objawy kliniczne [5, 19].

Bogactwo dostepnych komercyjnie testow, réznia-
cych sie swoistoscig i czutoscig, zmusza do doktadniej-
szego przyjrzenia sie zrodtom tych roznic, a zatem do
przyjrzenia sie czasteczkom antygenu (DNA) stosowa-
nym do konstrukcji testéw do oznaczania przeciwciat
anty-DNA [20, 21]. Podstawowe watpliwosci dotycza
natywnosci czasteczki DNA, tj. wystepowania w cz3-
steczce dwuniciowego DNA fragmentéw jednonicio-
wych, co prowadzi do pojawienia sie epitopéw (zasady)
dla przeciwciat dla ssDNA i w konsekwencji oznaczania
przeciwciat dla obu typéw DNA (ss i ds). Niebezpieczen-
stwo to zwykle jest omijane poprzez stosowanie fago-
wych, kolistych czasteczek dsDNA, np. faga MP2 ewen-
tualnie DNA plazmidowego (np. pNC18) [5].

Przedstawiana praca dotyczy nieco bardziej szcze-
gotowego aspektu wyzej opisanych probleméw
oznaczania przeciwciat dla DNA, gdyz dotyczy tych
5-10% przypadkéw, w ktérych wystepuje ewidentna
niezgodnos¢ typu ANA (uzyskiwanego metoda IIF na
komérkach Hep-2) z wynikami uzyskiwanymi réznymi
metodami immunoenzymatycznymi (ELISA, Western-
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-blotting) stosowanymi do oznaczania przeciwciat dla
dsDNA. W pierwszym etapie dokonano poréwnania
czestosci wykrywania przeciwciat dla dsDNA trzema ty-
pami testéw (po 2 typy testow ELISA i Western-blotting
oraz test CLIFT, poniewaz chodzito o wyeliminowanie
znanej z wielu prac zaleznosci, ze testy o wysokiej swo-
istosci zwykle sg testami o mniejszej czutosci [5]. Naj-
wyzsza czutosé wykrywania przeciwciat anty-dsDNA
wykazat test immunoenzymatyczny | (78% wynikéw
dodatnich), co nie jest zaskoczeniem w Swietle wyzej
cytowanych prac, a zgodnos¢ jakosciowa poréwnywa-
nych testéw wynosita Srednio 44%. Nastepnie nalezato
sprawdzi¢ wrazliwos¢ poréwnywanych testéw oraz
ANA-IIF w tescie neutralizacji surowic preparatami dsDNA,
ssDNA i RNA. Skuteczng neutralizacje testu ANA-IIF
uzyskano w 100% preparatéw ssDNA i dsDNA i — co cie-
kawe — niezaleznie od typu ANA (takze w przypadku ty-
pu plamistego, homogenno-plamistego czy brzeznego).

W przypadku neutralizacji odczynéw immunoenzy-
matycznych okazato sig, ze preparaty dsDNA i ssDNA
neutralizuja wyzej opisany odczyn juz przy dawkach
rzedu < 1 mg/ml, natomiast preparaty wysoko oczysz-
czone RNA neutralizowaty odczyn ELISA-anty-dsDNA
w dawkach rzedu 10 mg/ml lub powyzej tej wartosci,
co moze wskazywadé, ze mamy tu do czynienia z 2 r6z-
nymi typami epitopéw, a neutralizacja tak duzymi daw-
kami jest wynikiem obecnosci w RNA Sladowych zanie-
czyszczeh DNA.

Uzyskane wyniki powinny by¢ interpretowane z nie-
zwykta ostroznoscia, zwtaszcza jesli sie weZzmie pod
uwage, ze antygen ssDNA moze przypominac fragmen-
tami strukture (konformacje) antygenu dsDNA — po-
przez tworzenie (zwtaszcza na obu koncach antygenu
ssDNA) podwéjnie zapetlonych fragmentéw, przypomi-
najacych strukture dsDNA, tzw. heteroduplekséw [5, 8].
Na dodatek antygeny RNA, zwtaszcza wystepujace
w kompleksach z biatkami (np. RNP, Sm czy SSA i SSB),
rowniez zawieraja fragmenty dwuniciowe RNA, z wy-
eksponowanym szkieletem fosfo-cukrowym, analogicz-
nie jak w dsDNA [1, 2, 9]. Poniewaz neutralizacja doty-
czyta tylko surowic przy zatozeniu, ze natywnosé
czasteczek DNA uzytych do konstrukcji testéw nie bu-
dzi zasadniczej watpliwosci, a watpliwosci dotycza wy-
zej opisanych struktur antygenéw uzytych do neutrali-
zacji, to mozna wyprowadzi¢ ostrozny wniosek, iz brak
roznic w dawce ,neutralizacyjnej” pomiedzy ssDNA
i dsDNA jest wynikiem czesciowej homologii czasteczek
dsDNA i ssDNA. Oznacza to, ze czasteczka dsDNA za-
wiera fragmenty jednoniciowe, a czasteczka ssDNA du-
pleksy (fragmenty dwuniciowe) w takim odsetku, ze
wptywa to na wynik odczynu neutralizacji [5, 8]. W pra-
cach dotyczacych obecnosci dupleksow w ssDNA na
ogbt nie jest okreslone, jaki odsetek struktury ssDNA
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stanowia ww. dupleksy [5], ustalenie za$ odsetka frag-
mentéw jednoniciowych w dsDNA wymagatoby kazdo-
razowego wytrawiania DNA-azg swoistga dla jednonicio-
wego DNA (np. tzw. Exo-1 z drozdzy) [22], co nie jest do
przyjecia w procedurze diagnostycznej. Procedura neu-
tralizacji nie rozstrzyga wiec o proporcjach pul przeciw-
ciat dla dsDNA i ssDNA z wyzej opisanych powodéw,
a zatem nalezy powrdci¢ do ,,pewnego” (wg danych
literaturowych) parametru, tj. do oznaczania awidnosci
i na eluowanych metoda powinowactwa z NC optasz-
czonej ssDNA i dsDNA oraz kardiolipiny przeciwciatach
wykazag, ze reaguja one ze sobg wzajemnie.

Uzyskany dla obu pul przeciwciat niski Al (< 0,25)
oraz fakt, ze eluaty ww. antygendw (ss i dsDNA oraz Cl),
niezaleznie od antygenu, z ktérego byty odeluowane,
reaguja z dwoma pozostatymi wskazuje na podziat
puli przeciwciat dla DNA nie na 2, ale na 3 podpule
przeciwciat anty-dsDNA o wysokiej i niskiej awidnosci
oraz pule przeciwciat anty-ssDNA o niskiej awidnosci
[1, 5, 6], i co najmniej dodatkowo pule przeciwciat krzy-
zowo reagujacych (np. aCl) o niskiej awidnosci.

NaleZzatoby te wstepne eksperymenty powtérzy¢ na
wiekszej grupie (badania w toku) oraz doda¢ grupe su-
rowic uzyskanych od chorych na TRU z przeciwciatami
anty-dsDNA o wysokim Al, gdyz w przypadku tej ostat-
niej grupy (aktywny toczen) mozna by pule przeciwciat
anty-dsDNA o niskiej awidnosci (wykonujac odczyn
z 8M mocznikiem) analizowac¢ oba eluaty pod katem ty-
pu ANA (jaki dadza) oraz swoistosci i ewentualnie krzy-
zowej reaktywnosci ze zwigzkami zawierajacymi grupy
fosfoestrowe (np. fosfolipidy).

Whiosek kohcowy, ktéry nasuwa sie z tych wstep-
nych eksperymentéw, powinien brzmie¢, iz samo ozna-
czanie przeciwciat anty-dsDNA (nawet najlepszym ja-
kosciowo testem) nie jest wystarczajace, poniewaz
obniza wartos¢ diagnostyczna przeciwciat anty-dsDNA
o prognoze co do stadium tocznia oraz ew. zajecia na-
rzadéw, co w danych z pismiennictwa dotyczy przeciw-
ciat anty-dsDNA o wysokiej ,,awidnosci” [23, 24]. Nale-
zy zatem uzupetni¢ diagnostyke oznaczania przeciwciat
dla dsDNA o oznaczanie awidnosci, a zastosowana
przez zesp6t autoréw procedura, oczywiscie po nie-
zbednym rozszerzeniu badanej grupy surowic, rokuje,
ze bedzie przydatnym testem w wyjadnieniu sprzecz-
nosci (pomiedzy typem ANA a wynikami testow do
oznaczania przeciwciat dla dsDNA) wystepujacych
w analitycznej procedurze stosowanej do oznaczania
przeciwciat dla DNA.
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