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S t r e s z  c z e  n i e

Za sad ni czym pro ble mem w se ro dia gno sty ce au to prze ciw ciał są
sy tu acje, w któ rych przy wy so ko do dat nich mia nach ANA nie
moż na usta lić swo isto ści au to prze ciw ciał lub, co gor sza, typ
„świe ce nia” ANA czę ścio wo lub kom plet nie nie zga dza się ze
swo isto ścia mi ozna czo ny mi te sta mi w tych su ro wi cach. Te go ty pu
roz bież no ści do ty czą ok. 5–10% su ro wic. Wy ja śnie nie te go 
ty pu sy tu acji jest ce lem ni niej szej pra cy.
Po rów na no 4 me to dy ozna cza nia prze ciw ciał an ty -dsD NA, uzy sku -
jąc za le d wie ok. 45% zgod no ści ja ko ścio wej. Ana li za „wraż li wo ści”
po rów ny wa nych te stów ELI SA, a tak że te stu ANA -IIF -Hep -2, wy ko -
na na te stem neu tra li za cji pre pa ra ta mi dsD NA, ssD NA i RNA, wy ka -
za ła ob ni że nie po zio mów prze ciw ciał an ty -dsD NA ozna cza nych
w tych te stach do war to ści ujem nych. Mia recz ko wa nie da wek an ty-
ge nów uży tych do neu tra li za cji nie wy ka za ło róż nic w daw ce nie -
zbęd nej do neu tra li za cji dla dsD NA i ssD NA i tyl ko neu tra li zu ją ce
daw ki RNA by ły o rząd wiel ko ści wyż sze. Ten nie spo dzie wa ny 
wy nik spo wo do wał ko niecz ność spraw dze nia swo isto ści oraz
awid no ści prze ciw ciał elu owa nych me to dą af fi ni ty. Nie za leż nie od
an ty ge nu, z któ re go elu owa no prze ciw cia ła, wy ka zy wa ły one re ak -
tyw ność z po zo sta ły mi an ty ge na mi, np. prze ciw cia ła elu owa ne
z NC (zwią za nej z ssD NA) re ago wa ły tak że z dsD NA i kar dio li pi ną
i by ły to prze ciw cia ła o ni skim in dek sie awid no ści.
Pod su mo wu jąc, na le ży stwier dzić, że struk tu ra i sta bil ność dsD NA
(skut ku ją ca obec no ścią frag men tów jed no ni cio wych) wy klu cza
pro stą moż li wość usta le nia swo isto ści po szcze gól nych pól prze ciw -
ciał an ty -DNA i ko niecz ne jest przy ozna cza niu po zio mów prze ciw -
ciał dla dsD NA ozna cze nie ich po wi no wac twa/awid no ści. Roz strzy -
gnię cie mo gły by przy nieść pla no wa ne ba da nia na syn te tycz nych
ana lo gach DNA, np. po li nu kle ozy dach. 

S u m  m a  r y

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. 

Oce na wia ry god no ści ozna cza nia nie któ rych ty pów swo isto ści
prze ciw ciał prze ciw ją dro wych*
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Wstęp

W tocz niu ru mie nio wa tym układowym (TRU) wy stę -
pu je po nad 30 au to prze ciw ciał o zna nej swo isto ści,
przy czym do kry te riów dia gno stycz nych TRU włą czo ne
są prze ciw cia ła ANA ozna cza ne me to dą IIF na ko mór -
kach Hep -2 (ja ko test skry nin go wy) oraz dwie swo isto -
ści prze ciw ciał: prze ciw cia ła dla an ty ge nu Sm i prze ciw -
cia ła dla na tyw ne go DNA (dsD NA) [1, 2]. Prze ciw cia ła
an ty -Sm i an ty -dsD NA cha rak te ry zu ją się wy so ką swo -
isto ścią w sto sun ku do TRU, ale w przy pad ku prze ciw -
ciał an ty -Sm czę stość ich wy stę po wa nia jest ma ła (rzę -
du 15–30%), a w przy pad ku prze ciw ciał dla dsD NA
(czę stość wy stę po wa nia 60–70%) ich nie wąt pli wą war -
tość dia gno stycz ną ob ni ża ją pro ble my zwią za ne
z utrzy ma niem „na tyw no ści” DNA w sto so wa nych 
te stach oraz istot ne róż ni ce w czu ło ści sto so wa nych te -
stów [3, 4]. Po nad to, zmie nia się ich po wi no wac two
(oraz wid ność) w prze bie gu za ostrze nia w TRU. Do dat -
ko wym pro ble mem jest obec ność w su ro wi cach pa cjen -
tów z TRU prze ciw ciał o ni skiej awid no ści roz po zna ją -
cych jed no ni cio we DNA (ssD NA), któ re wy stę pu ją tak że
w wie lu in nych ukła do wych cho ro bach tkan ki łącz nej
[5, 6]. Te dwie po pu la cje prze ciw ciał an ty -DNA ma ją
róż ny epi top do ce lo wy, któ rym dla prze ciw ciał an ty -
-dsD NA jest wy eks po no wa ny w dsD NA szkie let fos fo -
-cu kro wy, a dla prze ciw ciał an ty -ssD NA są resz ty za sad
pu ry no wych i pi ry mi dy no wych [7]. 

Po dob nie jak struk tu ra dru go rzę do wa dsD NA,
a wła ści wie trud no ści z jej utrzy ma niem, jest pro ble -
mem w kon stru owa niu te stów, tak sa mo kon for ma cja
an ty ge nu ssD NA mo że przy po mi nać frag men ta mi
struk tu rę (kon for ma cję) an ty ge nu dsD NA – po przez
two rze nie (zwłasz cza na obu koń cach an ty ge nu ssD NA)
po dwój nie za pę tlo nych frag men tów, przy po mi na ją cych
struk tu rę dsD NA, tzw. he te ro du plek sów [5, 8]. Na do da -
tek an ty ge ny RNA, zwłasz cza wy stę pu ją ce w kom plek -
sach z biał ka mi (np. RNP, Sm czy SSA i SSB), rów nież
za wie ra ją frag men ty dwu ni cio we, z wy eks po no wa nym
szkie le tem fos fo -cu kro wym, ana lo gicz nie jak w dsD NA
[1, 2, 9]. Je śli za tem bu do wa an ty ge nu (dsD NA) sto so -
wa ne go do kon stru owa nia te stów jest tak trud na do
stan da ry za cji, to nie dzi wią istot ne róż ni ce w war to ści
te stów (ich czułości i wia ry god no ści).

Jed nak że, z uwa gi na war tość dia gno stycz ną prze -
ciw ciał dla dsD NA (wy so ko swo iste „mar ke ry” w TRU)
oraz ww. trud no ści tech nicz ne w stan da ry za cji te stów
do ozna cza nia prze ciw ciał an ty -dsD NA, a skut ku ją ce
istot ny mi róż ni ca mi w czę sto ści wy kry wa nia tych au to -
prze ciw ciał przez róż ne la bo ra to ria, np. w pra cach stan -
da ry za cyj nych w ra mach Eu ro pe an Con sen sus Stu dy on
Au to an ti bo dies (EC SA) i ogól no pol skie go gran tu pt.
„Opra co wa nie i wdro że nie wy so ko spe cja li stycz nych

pro ce dur dia gno stycz nych w cho ro bach o pod ło żu im -
mu no lo gicz nym” (nr PBZ KBN 119/PO5/2005) pod ję to
pró bę usta le nia do dat ko wych pa ra me trów zwięk sza ją -
cych wia ry god ność ozna cza nia prze ciw ciał an ty -dsD NA
[10–12].

Bez po śred nim bodź cem do wy ko na nia pra cy by ły
roz bież no ści po mię dzy ty pem ANA uzy ski wa nym w te -
ście IIF -Hep -2 a wy kry wa ny mi prze ciw cia ła mi dla dsD NA
róż ny mi te sta mi sto so wa ny mi w dia gno sty ce tych au to-
prze ciw ciał.

Ma te riał i me to dy

Ba da nia wy ko na no na su ro wi cach cho rych z ukła -
do wy mi cho ro ba mi tkan ki łącz nej po cho dzą cych z kli -
nik In sty tu tu Reu ma to lo gii, skie ro wa nych do Za kła du
Mi kro bio lo gii i Se ro lo gii w ce lu ozna cze nia obec no ści
prze ciw ciał dla dsD NA.

Przed mio tem szcze gó ło we go roz pra co wa nia by ło 
9 su ro wic z ww. gru py ok. 80 su ro wic, co sta no wi 11,5%
ca ło ści, w któ rych stwier dza no pod sta wo wą nie zgod -
ność ty pu świe ce nia ANA uzy ski wa ne go me to dą IIF na
ko mór kach Hep -2, np. przy mia nie ANA 1/640 ty pu pla -
mi ste go uzy ski wa no w me to dzie ELI SA wy so kie po zio -
my prze ciw ciał dla dsD NA lub od wrot nie – przy mia nie
ANA 1/10240 o ty pie ho mo gen no -pla mi stym brak by ło
prze ciw ciał dla dsD NA.

W ce lu wy ja śnie nia po wyż szych fe no me nów wy ko -
na no na stę pu ją ce ozna cze nia:
• po zio my prze ciw ciał prze ciw ją dro wych (ANA) me to dą

IIF na ko mór kach Hep -2 (fir ma Eu ro im mun) oraz neu -
tra li za cja od czy nu ANA IIF pre pa ra ta mi kwa sów nu -
kle ino wych (ds i ssD NA i RNA fir my Sig ma),

• po zio my prze ciw ciał dla dsD NA dwo ma ty pa mi te -
stów ELI SA (I i II) i We stern -blot ting oraz im mu no flu -
ore scen cyj nym te stem z za sto so wa niem utrwa lo nych
pre pa ra tów pier wot nia ka Cri thi dia lu ci liae (CLIFT),

• po zio my prze ciw ciał dla de na tu ro wa ne go DNA (ssD NA)
– te stem ELI SA fir my Bio me di ca,

• po zio my prze ciw ciał dla kar dio li pi ny – te stem ELI SA
fir my Bio me di ca.

Wy ko na no tak że neu tra li za cję wy żej opi sa nych te -
stów do ozna cza nia prze ciw ciał dla dsD NA pre pa ra ta -
mi: dsD NA, ssD NA i pre pa ra tem RNA. 

Awid ność prze ciw ciał dla dsD NA ozna cza no me to dą
wg Tho ma sa i wsp. [13], sto su jąc do elu cji z frak cji sta -
łej (w me to dzie ELI SA i We stern -blot ting) 8M mocz nik,
na to miast awid ność prze ciw ciał wy ra ża no, sto su jąc
tzw. in deks awid no ści (avi di ty in dex – AI) [13].

Wy so ko oczysz czo ne (me to dą chro ma to gra fii po wi -
no wac twa) prze ciw cia ła dla dsD NA i kar dio li pi ny uzy ski -
wa no, sto su jąc opłasz czo ną od po wied nim an ty ge nem
ni tro ce lu lo zę (NC) wg me to dy Ger sho nie go i wsp. [14].
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Wy ni ki

W ce lu wy ja śnie nia „kon tro wer sji” do ty czą cych
obec no ści prze ciw ciał dla dsD NA w su ro wi cach, w któ -
rych typ świe ce nia ANA -IIF nie ko niecz nie wska zy wał by
na obec ność prze ciw ciał dla na tyw ne go DNA, wy ko na -
no w pierw szym eta pie po rów na nie war to ści ozna czeń
prze ciw ciał dla ww. dsD NA czte re ma róż ny mi ty pa mi
te stów (2 ty py te stu ELI SA i We stern -blot ting oraz test
z za sto so wa niem pier wot nia ka Cri thi dia lu ci liae na 
9 wy bra nych (z 78 su ro wic) su ro wi cach – ta kich, w któ -
rych wy stą pi ła wy żej opi sa na nie zgod ność ty pu ANA
z po zio ma mi prze ciw ciał dla dsD NA. Ozna cza no tak że
prze ciw cia ła dla ssD NA zwy kle nie bra ne pod uwa gę
w dia gno sty ce TRU, ale w przy pad ku wy żej opi sa nych
9 su ro wic uwzględ nio no je z co naj mniej dwóch po wo -
dów. Po pierw sze, z uwa gi na cha rak ter (typ) uszko -
dzeń tka nek/na rzą dów wy stę pu ją cych w TRU, po dru -
gie, z po wo du pod no szo nych w róż nych pra cach
uza sad nio nych wąt pli wo ści do ty czą cych na tyw no ści
czą ste czek DNA (wy stę pu ją cych frag men tów jed no ni -
cio wych w czę ści dwu ni cio wej) [5, 15]. Wy ko na no tak -
że neu tra li za cję su ro wic an ty -dsD NA -po zy tyw nych pre -
pa ra ta mi dsD NA, ssD NA i RNA. Ko niecz ne tak że
oka za ło się ozna cze nie prze ciw ciał an ty kar dio li pi no -
wych (aCl), po nie waż już wcze śniej stwier dza no wraż -
li wość te stów ELI SA aCl na neu tra li za cję róż ny mi pre -
pa ra ta mi kwa sów nu kle ino wych [16, 17]. Wy ni ki ww.
te stów przed sta wio no w ta be li I. Śred nio w 72% 
(6/9 w te ście ELI SA I i 7/9 w te ście ELI SA II) uzy ska no
w te ście ELI SA wy ni ki do dat nie po zio mów prze ciw ciał
dla dsD NA sła bo sko re lo wa ne z mia nem ANA, co ozna -
cza, że w więk szo ści su ro wic o wyż szym po zio mie ANA
(nie za leż nie od ty pu świe ce nia) uzy ska no wyż sze re -
zul ta ty ozna czeń po zio mów prze ciw ciał dla dsD NA.

Cał ko wi tą zgod ność „ja ko ścio wą” po zio mów prze -
ciw ciał an ty -dsD NA w czte rech wy żej opi sa nych w me -
to dy ce te stach uzy ska no w 4/9 ba da nych su ro wi cach,
co sta no wi tylko 44%, czę ścio wa zaś zgod ność naj czę -
ściej do ty czy ła po rów ny wal nych 2 te stów ELI SA. W ce -
lu wy ja śnie nia wy żej opi sa nych sprzecz no ści po mię dzy
ty pem ANA a wy stę po wa niem prze ciw ciał an ty -dsD NA
wy ko na no test neu tra li za cji od czy nów ANA -IIF oraz
ELI SA (dla wy żej opi sa nych 9 su ro wic) pre pa ra ta mi na -
tyw ne go i de na tu ro wa ne go DNA oraz pre pa ra tem RNA.

Wy ni ki neu tra li za cji przed sta wio no w ta be li I oraz
na ry ci nie 1. We wszyst kich 9 su ro wi cach (100%) uzy -
ska no cał ko wi tą neu tra li za cję od czy nu ANA -IIF ELI SA
pre pa ra ta mi dsD NA i ssD NA oraz czę ścio wą dla RNA.
Nie spo dzie wa nie uzy ska no tak że neu tra li za cję pre pa -
ra ta mi oczysz czo ne go RNA, dla te go do ko na no pre cy -
zyj nej oce ny da wek po szcze gól nych pre pa ra tów za sto -
so wa nych do neu tra li za cji, nie zbęd nych do uzy ska nia
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Ryc. 1. Przykład 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.

neu tra li za cji od czy nu ELI SA sto so wa ne go do ozna cza -
nia prze ciw ciał an ty -DNA. Oka za ło się, że pre pa ra ty
dsD NA i ssD NA neu tra li zu ją wy żej opi sa ny od czyn już
przy daw kach rzę du < 1 mg/ml, na to miast pre pa ra ty
wy so ko oczysz czo ne RNA neu tra li zo wa ły od czyn ELI SA -
-an ty -dsD NA w daw kach rzę du 10 mg/ml lub po wy żej
tej war to ści, co mo że wska zy wać, że ma my tu do czy -
nie nia z 2 róż ny mi ty pa mi epi to pów, a neu tra li za cja tak
du ży mi daw ka mi jest wy ni kiem obec no ści w RNA za -
nie czysz czeń DNA.

Na le ża ło za tem roz strzy gnąć kwe stię po rów ny wal -
nej sku tecz no ści (w neu tra li za cji te stu ELI SA) pre pa ra -
tu dsD NA i ssD NA – czy jest ona wy ni kiem obec no ści
w czy stych dsD NA frag men tach jed no ni cio wych, czy
też re zul ta tem obec no ści w su ro wi cach prze ciw ciał
o zróż ni co wa nych swo isto ściach wzglę dem bo ga tej
epi to po wo czą stecz ki DNA, co zo sta ło w skró cie omó -
wio ne we wstę pie.

Jest to tym bar dziej istot ne, że we wszyst kich su ro -
wi cach (100%) stwier dza no umiar ko wa ne lub wy so kie

po zio my prze ciw ciał an ty -ssD NA, a w 66% obec ność
(krzy żo wo re agu ją cych z dsD NA) prze ciw ciał dla kar dio -
li pi ny (aCl).

W ce lu po twier dze nia, czy rze czy wi ście ma my tu
do czy nie nia z prze ciw cia ła mi an ty -dsD NA, któ re są
prze ciw cia ła mi „mar ke ro wy mi” TRU, na le ża ło zna leźć
pa ra metr róż ni cu ją cy pu le prze ciw ciał an ty -DNA. Po -
nie waż mo dy fi ka cja me to da mi che micz ny mi wy so ko
czy stych dsD NA mo że pro wa dzić do de na tu ra cji i ew.
frag men ta cji czą ste czek, wy ko na no ozna cze nie awid -
no ści prze ciw ciał dla dsD NA i ssD NA me to dą ELI SA
[13], wska zu ją cych wzrost za rów no po zio mów, jak
i po wi no wac twa, a tak że awid no ści prze ciw ciał an ty -
-dsD NA w trak cie za ostrze nia pro ce su pod sta wo we go
w TRU [18]. We wszyst kich 9 przy pad kach (100%)
uzy ska no dla prze ciw ciał an ty -dsD NA wskaź nik AI
po ni żej 0,25, co do wo dzi, że w tych su ro wi cach do mi -
nu ją prze ciw cia ła o ni skiej awid no ści. Rów nież
w przy pad ku prze ciw ciał dla ssD NA w więk szo ści
przy pad ków AI był niż szy lub zbli żo ny do 0,5, z cze go



wnio sko wa no, że pu le prze ciw ciał an ty -ds i ssD NA
czę ścio wo mo gą być toż sa me.

Aby osta tecz nie i jed no znacz nie udo wod nić tę toż -
sa mość (lub tyl ko czę ścio wą toż sa mość) pul prze ciw -
ciał dla DNA wy ko na no ad sorp cję prze ciw ciał an ty -DNA
z wy bra nych su ro wic me to dą „po wi no wac twa”, sto su -
jąc na stę pu ją ce wy so ko oczysz czo ne an ty ge ny: ssD NA
i kar dio li pi nę zwią za ne z ni tro ce lu lo zą wg me to dy Ger -
sho nie go [14]. W uzy ska nych me to dą af fi ni ty wy so ko
oczysz czo nych pre pa ra tach im mu no glo bu lin ozna cza no
re ak tyw ność (me to dą ELI SA) z an ty ge nem ho mo lo gicz -
nym (tj. ta kim, na któ rym ad sor bo wa no prze ciw cia ło)
oraz dwo ma po zo sta ły mi.

Wy ni ki ozna cza nia swo isto ści w elu atach z ni tro ce -
lu lo zy przed sta wio no na ry ci nie 3. Wy ni ki ozna cza nia
swo isto ści (krzy żo wej re ak tyw no ści) prze ciw ciał w elu -
atach z NC zwią za nej z kar dio li pi ną i ssD NA wska zu ją,
iż ode lu owa ne me to dą af fi ni ty (po wi no wac twa) prze -
ciw cia ła z obu wy żej opi sa nych im mu no sor ben tów (NC
ze zwią za ną kar dio li pi ną czy ssD NA) re agu ją tak że z 2 po -
zo sta ły mi an ty ge na mi, czy li przy kła do wo prze ciw cia ła
elu owa ne z ssD NA zwią za ne go z NC re agu ją tak że
z dsD NA i kar dio li pi ną. Nie za miesz czo no elu atów z NC
zwią za nej z dsD NA, gdyż ich obec ność wy ka za no
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Ryc. 2. Neutralizacja testu ELISA anty-dsDNA
preparatami RNA, ssDNA i dsDNA.
Fig. 2. Neutralization of the ELISA anti-dsDNA
test by adding preparations of dsDNA, ssDNA
and RNA.
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Ryc. 3. Krzyżowa reaktywność przeciwciał z eluatów z NC związanej z ssDNA i kardiolipiną.
Fig. 3. Cross-reactivity of antibodies in eluates from NC bound to ssDNA and cardiolipin. 
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w wie lu pra cach do ty czą cych na tyw no ści pre pa ra tu
dsD NA [1, 4, 5]. Jed no cze sna ana li za AI wy ka za ła, że
prze ciw cia ła obec ne w elu atach re agu ją ce z an ty ge na -
mi nie ho mo lo gicz ny mi wy ka zy wa ły w 100% ni ski
wskaź nik AI (≤ 0,25), a wskaź nik AI dla prze ciw ciał re -
agu ją cych z an ty ge na mi ho mo lo gicz ny mi był nie znacz -
nie wyż szy. 

Dys ku sja

Jak wy ka za no po wy żej, ist nie ją za tem co naj mniej
dwie pu le prze ciw ciał dla DNA, któ rych wza jem ne pro -
por cje zmie nia ją się dy na micz nie w prze bie gu za -
ostrzeń pro ce su pod sta wo we go w TRU, ale zmia na nie
do ty czy wy łącz nie po zio mów, lecz tak że po wi no wac -
twa (awid no ści), któ ra zwięk sza się w trak cie za ostrze -
nia kli nicz ne go [5, 18]. Pro ces „es ty ma cji” war to ści dia -
gno stycz nej prze ciw ciał dla DNA z sa me go za ło że nia
po wi nien za tem uwzględ niać ozna cza nie po zio mów dla
obu pul prze ciw ciał (an ty -ss i dsD NA) oraz oczy wi ście
tak że ozna cze nie po wi no wac twa (ewen tu al nie awid no -
ści – co jest tech nicz nie prost sze), gdyż ozna cza nie sa -
mych tyl ko po zio mów prze ciw ciał dla obu ty pów DNA,
w do dat ku wy ko ny wa ne punk to wo, nie da je peł nej in -
for ma cji o na tę że niu pro ce sów pa to lo gicz nych, któ rych
po śred nim wy ra zem jest zmia na (wzrost) po zio mów
prze ciw ciał dla dsD NA [18]. W ce lu peł ne go wy ko rzy sta -
nia wa lo rów dia gno stycz nych i pro gno stycz nych prze -
ciw ciał dla dsD NA po win no się za tem ozna czać nie tyl -
ko po zio my dla ss i dsD NA, ich awid ność, ale tak że
dy na mi kę zmian tych pa ra me trów w cza sie – na kła da -
ją cym się na wie lo ra kie ob ja wy kli nicz ne [5, 19].

Bo gac two do stęp nych ko mer cyj nie te stów, róż nią -
cych się swo isto ścią i czu ło ścią, zmu sza do do kład niej -
sze go przyj rze nia się źró dłom tych róż nic, a za tem do
przyj rze nia się czą stecz kom an ty ge nu (DNA) sto so wa -
nym do kon struk cji te stów do ozna cza nia prze ciw ciał
an ty -DNA [20, 21]. Pod sta wo we wąt pli wo ści do ty czą
na tyw no ści czą stecz ki DNA, tj. wy stę po wa nia w czą -
stecz ce dwu ni cio we go DNA frag men tów jed no ni cio -
wych, co pro wa dzi do po ja wie nia się epi to pów (za sa dy)
dla prze ciw ciał dla ssD NA i w kon se kwen cji ozna cza nia
prze ciw ciał dla obu ty pów DNA (ss i ds). Nie bez pie czeń -
stwo to zwy kle jest omi ja ne po przez sto so wa nie fa go -
wych, ko li stych czą ste czek dsD NA, np. fa ga MP2 ewen -
tu al nie DNA pla zmi do we go (np. pNC18) [5].

Przed sta wia na pra ca do ty czy nie co bar dziej szcze -
gó ło we go aspek tu wy żej opi sa nych pro ble mów 
ozna cza nia prze ciw ciał dla DNA, gdyż do ty czy tych 
5–10% przy pad ków, w któ rych wy stę pu je ewi dent na
nie zgod ność ty pu ANA (uzy ski wa ne go me to dą IIF na
ko mór kach Hep -2) z wy ni ka mi uzy ski wa ny mi róż ny mi
me to da mi im mu no en zy ma tycz ny mi (ELI SA, We stern -

-blot ting) sto so wa ny mi do ozna cza nia prze ciw ciał dla
dsD NA. W pierw szym eta pie do ko na no po rów na nia
czę sto ści wy kry wa nia prze ciw ciał dla dsD NA trze ma ty -
pa mi te stów (po 2 ty py te stów ELI SA i We stern -blot ting
oraz test CLIFT, po nie waż cho dzi ło o wy eli mi no wa nie
zna nej z wie lu prac za leż no ści, że te sty o wy so kiej swo -
isto ści zwy kle są te sta mi o mniej szej czu ło ści [5]. Naj -
wyż szą czu łość wy kry wa nia prze ciw ciał an ty -dsD NA
wy ka zał test im mu no en zy ma tycz ny I (78% wy ni ków
do dat nich), co nie jest za sko cze niem w świe tle wy żej
cy to wa nych prac, a zgod ność ja ko ścio wa po rów ny wa -
nych te stów wy no si ła śred nio 44%. Na stęp nie na le ża ło
spraw dzić wraż li wość po rów ny wa nych te stów oraz
ANA -IIF w te ście neu tra li za cji su ro wic pre pa ra ta mi dsD NA,
ssD NA i RNA. Sku tecz ną neu tra li za cję te stu ANA -IIF
uzy ska no w 100% pre pa ra tów ssD NA i dsD NA i – co cie -
ka we – nie za leż nie od ty pu ANA (tak że w przy pad ku ty -
pu pla mi ste go, ho mo gen no -pla mi ste go czy brzeż ne go). 

W przy pad ku neutra li za cji od czy nów im mu no en zy -
ma tycz nych oka za ło się, że pre pa ra ty dsD NA i ssD NA
neu tra li zu ją wy żej opi sa ny od czyn już przy daw kach
rzę du < 1 mg/ml, na to miast pre pa ra ty wy so ko oczysz -
czo ne RNA neu tra li zo wa ły od czyn ELI SA -an ty -dsD NA
w daw kach rzę du 10 mg/ml lub po wy żej tej war to ści,
co mo że wska zy wać, że ma my tu do czy nie nia z 2 róż -
ny mi ty pa mi epi to pów, a neu tra li za cja tak du ży mi daw -
ka mi jest wy ni kiem obec no ści w RNA śla do wych za nie -
czysz czeń DNA. 

Uzy ska ne wy ni ki po win ny być in ter pre to wa ne z nie -
zwy kłą ostroż no ścią, zwłasz cza je śli się weź mie pod
uwa gę, że an ty gen ssD NA mo że przy po mi nać frag men -
ta mi struk tu rę (kon for ma cję) an ty ge nu dsD NA – po -
przez two rze nie (zwłasz cza na obu koń cach an ty ge nu
ssD NA) po dwój nie za pę tlo nych frag men tów, przy po mi -
na ją cych struk tu rę dsD NA, tzw. he te ro du plek sów [5, 8].
Na do da tek an ty ge ny RNA, zwłasz cza wy stę pu ją ce
w kom plek sach z biał ka mi (np. RNP, Sm czy SSA i SSB),
rów nież za wie ra ją frag men ty dwu ni cio we RNA, z wy -
eks po no wa nym szkie le tem fos fo -cu kro wym, ana lo gicz -
nie jak w dsD NA [1, 2, 9]. Po nie waż neu tra li za cja do ty -
czy ła tyl ko su ro wic przy za ło że niu, że na tyw ność
czą ste czek DNA uży tych do kon struk cji te stów nie bu -
dzi za sad ni czej wąt pli wo ści, a wąt pli wo ści do ty czą wy -
żej opi sa nych struk tur an ty ge nów uży tych do neu tra li -
za cji, to moż na wy pro wa dzić ostroż ny wnio sek, iż brak
róż nic w daw ce „neu tra li za cyj nej” po mię dzy ssD NA
i dsD NA jest wy ni kiem czę ścio wej ho mo lo gii czą ste czek
dsD NA i ssD NA. Ozna cza to, że czą stecz ka dsD NA za -
wie ra frag men ty jed no ni cio we, a czą stecz ka ssD NA du -
plek sy (frag men ty dwu ni cio we) w ta kim od set ku, że
wpły wa to na wy nik od czy nu neu tra li za cji [5, 8]. W pra -
cach do ty czą cych obec no ści du plek sów w ssD NA na
ogół nie jest okre ślo ne, ja ki od se tek struk tu ry ssD NA
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sta no wią ww. du plek sy [5], usta le nie zaś od set ka frag -
men tów jed no ni cio wych w dsD NA wy ma ga ło by każ do -
ra zo we go wy tra wia nia DNA -azą swo istą dla jed no ni cio -
we go DNA (np. tzw. Exo -1 z droż dży) [22], co nie jest do
przy ję cia w pro ce du rze dia gno stycz nej. Pro ce du ra neu -
tra li za cji nie roz strzy ga więc o pro por cjach pul prze ciw -
ciał dla dsD NA i ssD NA z wy żej opi sa nych po wo dów,
a za tem na le ży po wró cić do „pew ne go” (wg da nych 
li te ra tu ro wych) pa ra me tru, tj. do ozna cza nia awid no ści
i na elu owa nych me to dą po wi no wac twa z NC opłasz -
czo nej ssD NA i dsD NA oraz kar dio li pi ny prze ciw cia łach
wy ka zać, że re agu ją one ze so bą wza jem nie.

Uzy ska ny dla obu pul prze ciw ciał ni ski AI (< 0,25)
oraz fakt, że elu aty ww. an ty ge nów (ss i dsD NA oraz Cl),
nie za leż nie od an ty ge nu, z któ re go by ły ode lu owa ne,
re agu ją z dwo ma po zo sta ły mi wska zu je na po dział 
pu li prze ciw ciał dla DNA nie na 2, ale na 3 pod pu le
prze ciw ciał an ty -dsD NA o wy so kiej i ni skiej awid no ści
oraz pu le prze ciw ciał an ty -ssD NA o ni skiej awid no ści 
[1, 5, 6], i co naj mniej do dat ko wo pu lę prze ciw ciał krzy -
żo wo re agu ją cych (np. aCl) o ni skiej awid no ści. 

Na le ża ło by te wstęp ne eks pe ry men ty po wtó rzyć na
więk szej gru pie (ba da nia w to ku) oraz do dać gru pę su -
ro wic uzy ska nych od cho rych na TRU z prze ciw cia ła mi
an ty -dsD NA o wy so kim AI, gdyż w przy pad ku tej ostat -
niej gru py (ak tyw ny to czeń) moż na by pu lę prze ciw ciał
an ty -dsD NA o ni skiej awid no ści (wy ko nu jąc od czyn
z 8M mocz ni kiem) ana li zo wać oba elu aty pod ką tem ty -
pu ANA (ja ki da dzą) oraz swo isto ści i ewen tu al nie krzy -
żo wej re ak tyw no ści ze związ ka mi za wie ra ją cy mi gru py
fos fo estro we (np. fos fo li pi dy). 

Wnio sek koń co wy, któ ry na su wa się z tych wstęp -
nych eks pe ry men tów, po wi nien brzmieć, iż sa mo ozna -
cza nie prze ciw ciał an ty -dsD NA (na wet naj lep szym ja -
ko ścio wo te stem) nie jest wy star cza ją ce, po nie waż
ob ni ża war tość dia gno stycz ną prze ciw ciał an ty -dsD NA
o pro gno zę co do sta dium tocz nia oraz ew. za ję cia na -
rzą dów, co w da nych z piśmiennictwa do ty czy prze ciw -
ciał an ty -dsD NA o wy so kiej „awid no ści” [23, 24]. Na le -
ży za tem uzu peł nić dia gno sty kę ozna cza nia prze ciw ciał
dla dsD NA o ozna cza nie awid no ści, a za sto so wa na
przez ze spół autorów pro ce du ra, oczy wi ście po nie -
zbęd nym roz sze rze niu ba da nej gru py su ro wic, ro ku je,
że bę dzie przy dat nym te stem w wy ja śnie niu sprzecz -
no ści (po mię dzy ty pem ANA a wy ni ka mi te stów do
ozna cza nia prze ciw ciał dla dsD NA) wy stę pu ją cych
w ana li tycz nej pro ce du rze sto so wa nej do ozna cza nia
prze ciw ciał dla DNA. 
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