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Streszczenie

W wiekszosci choréb z autoimmunizacja obserwuje sie charakte-
rystyczng dla tych choréb odpowiedz komérkowa i humoralng
w postaci obecnosci autoprzeciwciat i autoreaktywnych limfocy-
toéw, skierowana przeciwko antygenom wtasnoustrojowym. Fe-
nomen ten wystepuje w uktadowych chorobach tkanki tacznej;
takich jak SLE, zespét Sjogrena, MCTD, sklerodermia, zapalenie
wielomiesniowe czy RZS.

Obecnos¢ autoprzeciwciat jest uwazana za istotny fakt, ktéry po-
winien by¢ brany pod uwage przy ustalaniu diagnozy i dlatego
niektére z autoprzeciwciat zostaty zakwalifikowane do kryteriow
diagnostycznych choréb z autoimmunizacjg. Sg one takze uzy-
tecznymi markerami prognostycznymi i w niektérych przypad-
kach ukierunkowuja postepowanie terapeutyczne.

Wedtug autora najczulszym i najbardziej wiarygodnym testem
jest metoda posredniej IF oraz metoda Colorzyme (z zastosowa-
niem komoérek Hep-2), szczegdlnie jako testy skryningowe.
W pdznych latach 60. opracowano nowe testy immunoenzyma-
tyczne — ELISA, Western-blotting, stosowane obecnie powszech-
nie do identyfikacji swoistosci autoprzeciwciat.

W prawidtowo prowadzonej strategii oznaczania przeciwciat
ANA stosowana jest kaskadowa (4-etapowa) metoda oznaczania
autoprzeciwciat. W pierwszym etapie stosuje sie testy skryningo-
we (/IF-ANA-screen czy ANA-ELISA-screen). Nastepnie (jesli ANA
sg dodatnie) ustalamy swoistos¢ przeciwciat ANA (2. etap), a po-
tem (3. etap) swoistosci dla podtypéw antygenu ANA (ang. fine
specificities). Etap 4. wykonujemy tylko wtedy, gdy nie mozemy
wyzej opisanymi metodami opisa¢ zadnej z typowych swoistosci
autoprzeciwciat i zwykle dokonuje sie tego kombinowanymi me-
todami biochemiczno-immunochemicznymi.

Summary

In most of the autoimmune diseases, a humoral and cellular
immune response is characteristically seen, with autoantibodies
and cells directed to distinct nuclear antigens (ANA). This
phenomenon can be shown in systemic diseases like sclerosis,
systemic lupus erythematosus, Sjogren’s syndrome, mixed
connective tissue disease, polymyositis and rheumatoid arthritis.
The presence of autoantibodies is important items to be
considered in establishing a diagnosis and because of that
autoantibodies are included in the diagnostic criteria of many
autoimmune diseases.

They are useful prognostic markers in some situations and
facilitate clinical and treatment follow-up.

It seems to us the indirect immunofluorescence method (IIF) was
a most powerful, sensitive and comprehensive test for screening
of autoantibodies, until an immunoenzymatic (EIA) methods
(ELISA, Western-blotting) in late 60’s was worked out. The
immunoenzymatic tests are very useful because of their
simplicity and realiability. But there is one more excellent test
named “Colorzyme” (presented by Immuno-Concept Corporation
from USA) worked out by combining of the EIA and IIF tests.
More and more new-founded resources of marker autoantibodies
and methods force to introduction into standardization both
methods and specimens on which they are marked.

During properly executed strategy of ANA assessment usually
a multi-stage (“cascade”) methodology is used. In the first stage a
screening test (usually IIF-ANA or immunoperoxidase “Colorzyme”
method based in Hep-2 cells and ELISA-screen are used).

Next (second) step — if ANA are positive we intend to establish of
ANA specificity and eventually in the third step so called ANA fine-
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Przestrzeganie wyzej opisanych procedur zapewnia w wiekszosci
przypadkéow badanych surowic mozliwos¢ ustalenia swoistosci
ANA i powtarzalnosci wynikéw, unika sie tez btedéw diagno-
stycznych i co nie mniej wazne — uzyskuje rozsadne koszty pro-
wadzonej diagnostyki. Coraz wieksza liczba nowo odkrytych au-
toprzeciwciat i metod diagnostycznych zmusza do wprowadzenia
procedur standaryzacji zarbwno metod, jak i testow, na ktérych
s3 oznaczane autoprzeciwciata.

Choroby z autoimmunizacja to bardzo szeroka i zr6z-
nicowana klinicznie grupa przewlektych, nierzadko po-
waznych w swych konsekwencjach schorzen o nieznanej
etiopatogenezie. Schorzenia te obejmuja wiele chordb,
w tym tzw. uktadowe choroby tkanki tacznej (znane sze-
rzej jako choroby reumatyczne) oraz takie jednostki, jak
choroba Hashimoto, choroba Addisona, choroba Grave-
sa-Basedova oraz wiele innych, zaliczanych do grupy
choréb z autoimmunizacjg narzadowo swoistg [1, 2].
Wielu autoréw podkresla przypuszczalng infekcyjna
etiopatogeneze choréb z autoimmunizacja, czego $la-
dem mogtaby by¢ krzyzowa reaktywnos¢ wielu auto-
przeciwciat markerowych z antygenami bakteryjnymi
i wirusowym [3-7].

Cecha wspblng tych jednostek chorobowych jest
wystepowanie w krazeniu autoreaktywnych przeciwciat
(autoprzeciwciat) oraz limfocytéw skierowanych prze-
ciwko antygenom wtasnym gospodarza [9-11]. Auto-
przeciwciata moga by¢ skierowane przeciwko antyge-
nom powszechnie wystepujagcym w organizmie gospo-
darza (méwimy wtedy o autoimmunizacji narzagdowo
nieswoistej lub uktadowej) badz antygenom swoistym
tylko dla okreslonej tkanki (jest to przypadek autoim-
munizacji narzagdowo swoistej).

W uktadowych chorobach tkanki tacznej wystepuje
wiele zaburzen mechanizméw odpornosciowych, prowa-
dzacych do wystepowania tzw. autoprzeciwciat, czyli
przeciwciat skierowanych przeciwko wielu antygenom
wiasnoustrojowym. Szczegblnie istotne znaczenie dia-
gnostyczne maja przeciwciata skierowane przeciwko roz-
nym sktadnikom biatkowym i niebiatkowym jadra komér-
kowego (antygeny jadrowe — dsDNA, ssDNA, histon, DNP,
antygen Scl-70, biatka cetromerowe) oraz antygenom
biatkowym, wystepujacym w cytoplazmie, organellach
komorkowych lub btonie komérkowej, zaangazowanym
w procesy zainicjowane w jadrze komérkowym (biatka
rybosomalne, antygen Jo-l oraz inne aminoacylo tRNA-
-syntetazy) [8, 9]. Osobna grupe stanowig autoprzeciw-
ciata skierowane przeciwko niektérym biatkom surowi-
czym oraz komponentom tkanek, np. tkanki tacznej lub
miesniowej. Oznaczenie obecnosci oraz mian lub pozio-
mow wyzej opisanych autoprzeciwciat przeciwko antyge-
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specificities are assessed of course if there is a clinical demand.
Fourth stage is needed only in case, when we were unable to
confirm in the tested serum any typical specificity of ANA and it is
usually done by combining biochemical and immunochemical
methodology. Strict following of these procedures guaranting us in
prevalence of the tested sera the possibility (more certainty) that
specificities are assessed properly, reproducibility of results, let us
to avoiding mistakes and what even more important — generation
reasonable costs of diagnostics.

nom komorkowym wykonuje sie zasadniczo z nastepuja-

cych powodow:

e obecnos¢ autoprzeciwciat moze by¢ patognomonicz-
na dla danej choroby,

e miano niektérych autoprzeciwciat odzwierciedla ak-
tywnos¢ procesu chorobowego,

e obecnos¢ danego autoprzeciwciata koreluje z okre-
Slonymi objawami klinicznymi,

e autoprzeciwciato ma znaczenie prognostyczne (ro-
kownicze).

Obecnie w diagnostyce uktadowych choréb tkanki
tacznej ok. 30 autoprzeciwciat ma z ww. powodéw zna-
czenie diagnostyczne [9, 11, 12], a tylko kilkanascie z nich
zakwalifikowano do kryteriéw diagnostycznych danych
jednostek jako tzw. przeciwciata markerowe [10]. Wida¢
stad jasno, jak wielkie znaczenie do postawienia prawi-
dtowej diagnozy ma wtasciwe oznaczanie ich obecnosci
i poziomu. Niestety, znaczenie diagnostyczne tylko nie-
wielu autoprzeciwciat jest dobrze ustalone, a znaczenie
pozostatych, zwtaszcza nowo odkrytych (np. przeciwciat
dla keratyn), jest przedmiotem znacznych kontrowersji
i wymaga dalszych badan [13, 14].

Aktualna sytuacja w serodiagnostyce autoprzeciwciat
jest niezwykle skomplikowana, poniewaz z jednej strony
dysponujemy coraz to wiekszg liczbg nowych (czy nowo
odkrytych) autoprzeciwciat, o jeszcze nie do konca usta-
lonym walorze diagnostycznym, a z drugiej strony coraz
wieksza liczba testow komercyjnych — o bardzo zr6znico-
wanej wartosci diagnostycznej, ktéra jest wynikiem r6z-
norodnosci zastosowanych technik (metod oznaczania)
oraz zréznicowania zastosowanych antygendw (np. anty-
geny naturalne badz rekombinantowe). R6znice (w war-
tosci poszczegdlnych testow) wynikajg tez z takich para-
metréw, jak stopief natywnosci i oczyszczenia danego
antygenu, ale takze z czynnikéw czysto technicznych, czy-
li np. z gestosci epitopdw antygenu w tescie ELISA na fa-
zie statej czy sktadu chemicznego zastosowanych me-
diéw, np. sita jonowa diluentéw, pH czy obecnosé¢ deter-
gentow.

Wykaz metod stosowanych dotychczas do oznacza-
nia autoprzeciwciat jest takze niezwykle bogaty i zali-
czamy do niego takie metody, jak immunoelektrofore-
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za, podwdjna dyfuzja w zelach agarowych lub agarozo-
wych, immunodyfuzja radialna, przeciwbiezna immu-
noelektroprecypitacja (tzw. metoda counter) oraz bar-
dzo wiele metod tzw. immunoaglutynacyjnych [9,
15-18]. Wszystkie ww. metody, pomimo prostoty wyko-
nania i braku koniecznosci posiadania skomplikowanej
aparatury, maja okreslone niedomogi, a s3 nimi stosun-
kowo duza objetos¢ i niestabilnos¢ preparatow antyge-
néw wymaganych do odczynu, trudnosci w standaryza-
cji ww. metod oraz ich zbyt niska czutosé. Catosciowa
i bardzo wnikliwa ocena tych metod zostata opubliko-
wana w 1991 r. przez Reissa [18, 19].

Metoda IIF stosowana dzisiaj najczesciej w diagno-
styce choréb z autoimmunizacja, m.in. do wykrywania
przeciwciat dla antygenéw jadrowych, wywodzi sie
w prostej linii od odczynéw IF opracowanych przez Co-
onsa i wsp. [9] do wykrywania w tkankach antygenéw
wirusowych za pomocg swoistego przeciwciata zwigza-
nego z fluorochromem (zwanego koniugatem) [16, 20].

Najnowsza i najwartosciowsza modyfikacja, ktéra
wypada omoéwi¢ na zakohczenie fragmentu dotyczace-
go metod IF (cho¢ jest to metoda immunoenzymatycz-
na), jest tzw. metoda Colorzyme [16]. W tej metodzie
wyeliminowano koniecznos¢ stosowania Swiatta UV
(do wzbudzenia fluorescencji, zwigzanego z np. FITC ko-
niugatu antyglobulinowego) przez zastosowanie koniu-
gatow antyglobulin z peroksydaza chrzanowa (HRP).
Wprowadzony do metody Colorzyme nowy substrat dla
peroksydazy 4-chloro-1-naftol, stosowany takze do ko-
niugatéw z peroksydaza w metodzie Western-blotting,
pozwala na zwiekszenie czutosci odczytu poprzez fakt,
ze metoda ta daje znaczne podniesienie mozliwosci
rozréznienia szczegbtow struktur komérkowych (lub
tkankowych) na obrazie mikroskopowym [20].

Technikami, ktére od potowy lat 80. wyparty wyzej
opisane metody, sa testy immunoenzymatyczne -
wszelkie odmiany testu ELISA, technika Western-blot-
ting oraz DOT-blot [21-24]. Obecnie dominujaca pozycje
wsérod testow do wykrywania autoprzeciwciat zajmuje
metoda ELISA, wykonywana na 96-dotkowych plastiko-
wych, polietylenowych lub polipropylenowych ptytkach
titracyjnych, optaszczonych wysoko oczyszczonymi pre-
paratami antygenowymi.

Ogblna zasada racjonalnie prowadzonej serodia-
gnostyki sprowadza sie do jej podziatu na 3 (rzadko 4)
zasadnicze etapy.

W 1. etapie powinno sie ustali¢, czy w danej surowi-
cy (lub innym materiale biologicznym) wystepuja
w ogble jakiekolwiek autoprzeciwciata z interesujacego
nas zakresu (np. przeciwciata przeciwjagdrowe — ANA)
oraz czy ich poziom przekracza ustalong norme. Do te-
go etapu uzywa sie zwykle testow przegladowych (ang.
screening tests) bazujgcych na substratach tkankowych

(utrwalone przekroje narzadow, np. watroby, nerek ssa-
kéw) lub liniach komérkowych (komérki Hep-2), ktore
z natury rzeczy sg bogate w autoantygeny jadrowe, cy-
toplazmatyczne czy cytoszkieletowe [25]. Do uzytku
weszty tez testy przeglagdowe bazujgce na metodzie im-
munoenzymatycznej ELISA, w ktérych do sptaszczania
powierzchni ptytek titracyjnych uzywa sie koktajlu wy-
soko oczyszczonych metodg chromatografii powino-
wactwa lub rekombinantowych antygenéw jadrowych
albo petnego ekstraktu antygendéw jadrowych (np.
z okreslonego narzadu, grasicy — RTE czy $ledziony ssa-
kéw — BSE).

W 2. etapie ustalamy swoistos¢ (lub najczesciej
swoistosci) autoprzeciwciata (oczywiscie pod warun-
kiem, ze test skryningowy, np. ANA-Hep-2, jest dodatni
przy rozcienczeniu badanej surowicy 21/100 — w przy-
padku dzieci i 21/320 u dorostych). Metodami obecnie
najczesciej stosowanymi sa: metoda ELISA, Western-
-blotting lub DOT-blotting, gdzie konieczne jest juz za-
stosowanie bardzo wysoko oczyszczonych preparatéw
antygenéw jadrowych (lub antygenéw rekombinanto-
wych), by mozna byto jednoznacznie stwierdzi¢, ze
w danej surowicy wystepuje (lub wystepuja) autoprze-
ciwciata markerowe o okreslonej swoistosci.

Oczywiscie jest zrozumiate, ze w 2. etapie (tj. przy
ustalaniu konkretnej swoistosci autoprzeciwciata) ko-
rzystamy ze wskazowki, jaka jest okreslony typ (ang.
pattern) Swiecenia w metodzie IIF lub wybarwiania j3-
der komdrek Hep-2 w metodzie immunoperoksydazo-
wej (Colorzyme), gdyz zaweza on zakres poszukiwanych
swoistosci autoprzeciwciat. Wynika to z lokalizacji
okreSlonych autoantygenéw w strukturach komorki
uzytej jako substrat do testu i dlatego w np. przypadku
tzw. plamistego typu Swiecenia (wybarwiania) jader ko-
morek Hep-2 nalezy poszukiwac przeciwciat dla antyge-
nu U;_s,RNP, Sm oraz SSA (Ro) i SSB (La) [8, 9, 19].

Etap 3. (zazwyczaj ostatni) sprowadza sie do ustale-
nia, czy w danej surowicy wystepuja autoprzeciwciata
dla podtypéw (ang. fine specificities) molekularnych da-
nego autoantygenu (np. U,.o,RNP-68 kD, A i C, Sm-BB’
czy D lub SSA-60 i 52 kD), ale nastepuje to tylko wtedy,
gdy przeciwciata dla danego podtypu autoantygenu
maja ewidentna asocjacje kliniczng z okreslonym ze-
spotem klinicznym (np. przeciwciata dla antygenu SSA-
-52 kD korelujg z tzw. noworodkowym catkowitym blo-
kiem serca) [9, 12].

Jednak w ok. 25-50% przypadkdéw surowic pobra-
nych od chorych reumatycznych wynik ANA jest ujemny
i wtedy nalezy analizowa¢ réwniez przeciwciata dla anty-
gendw cytoplazmatycznych, do ktérych nalezg m.in.
przeciwciata dla antygenu Jo-I, rybosomalnego biatka P,
biatek cytoszkieletu (cytokeratyna, aktyna, wimentyna),
zwtaszcza przy objawach klinicznych wskazujacych na
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okreslony typ schorzenia [26]. Nalezy tez wzigé¢ pod uwa-
ge autoprzeciwciata z grupy przeciwciat antyfosfolipido-
wych (aPL), szczegélnie przeciwciata antykardiolipinowe
(aCl) oraz antykofaktorowe (anty-2-GP-I, antyaneksyna
V, anty-AT lll, antyprotrombina itp.), cenne markery ze-
spotu APS, czesto towarzyszacego chorobom reumatycz-
nym [9, 15].

Etap 4. w typowaniu autoprzeciwciat jest konieczny
tylko wtedy, gdy wyczerpalismy wszystkie mozliwosci
diagnostyczne przeciwciat ANA oraz innych autoprze-
ciwciat markerowych i przy dodatnim odczynie ANA IIF
czy technika Colorzyme i konkretnym typie Swiecenia
nie ustalilismy swoistosci dostepnymi testami. Taka sy-
tuacja, na szczescie dla diagnostow, zdarza sie w ok.
1-5% przypadkéw i jest najczesciej z jednej strony wy-
nikiem niezwyktego bogactwa odpowiedzi autoprze-
ciwciatowej w chorobach reumatycznych, z drugiej zas
strony stosunkowo niewielkiej liczby (rzedu 20) auto-
antygenoéw, dla ktérych mozemy oznaczyé autoprze-
ciwciata. Wykluczam oczywiscie btedy techniczne, pro-
wadzace do wynikéw fatszywie ujemnych, ale te nie
powinny sie zdarzy¢ przy prawidtowo prowadzonej dia-
gnostyce. Wyjatkiem s3 tu zdarzajace sie, niestety,
przypadki zubozenia epitopowego antygenéw rekom-
binantowych, stosowanych w testach diagnostycznych.
Rekomendowana przez ECSA (European Consensus
Study on Autoantibodies) strategia kaskadowego usta-
lania swoistosci przeciwciat ANA jest przedstawiona na
ryc. 1. [27, 28].

Ta dysproporcja bogactwa odpowiedzi przeciwciat
z jednej strony i stosunkowo ograniczonych mozliwosci
diagnostycznych autoprzeciwciat z drugiej, zmusza do
zastosowania w 4. etapie metodyki specjalnej — niesto-
sowanej zwykle w diagnostyce rutynowej autoprzeciw-
ciat, do ktorej zaliczamy:
¢ zastosowanie wzorcowych przeciwciat monoklonal-

nych dla rzadkich antygenéw na zwykle stosowa-
nych substratach (np. komérki Hep-2),

e zastosowanie immunosorpcji surowic badanych wy-
soko oczyszczonymi antygenami (z uzyciem rutyno-
wych testow diagnostycznych),

¢ zastosowanie petnych ekstraktéw tkanek lub komo-
rek Hep-2, MOLT, czy innych, bogatszych w rzadkie
antygeny w potaczeniu z monoklonalnymi surowica-
mi wzorcowymi.

Te specjalne procedury sa zwykle stosowane w za-
ktadach badawczych, dysponujacych duzym doswiad-
czeniem w serodiagnostyce autoprzeciwciat i zapleczem
aparaturowym umozliwiajacym otrzymywanie i oczysz-
czanie autoantygenéw metodami chromatograficznymi.
Z wtasnego doswiadczenia autor stwierdza, ze warto to
robi¢, gdyz moze to miec¢ (okreslone miejsce serodiagno-
styki) znaczenie w diagnostyce réznicowej choréb reu-
matycznych, zwtaszcza w trudnych diagnostycznie przy-
padkach, i warto, by istniaty zaktady, w ktérych prowa-
dzi sie taka specjalistyczng diagnostyke [29-31].

Nalezy tylko wyrazi¢ ubolewanie, ze na og6t srodki
przeznaczone przez instytucje do tego powotane nie za-

Etap Cele procedury Przyktad
Etap | wykazanie obecnosci (miano, a
takze typ swiecenia) przeciwciat
ANA
Etap Il jesli ANA s3a dodatnie — ustala sie
swoistos¢ (swoistosci) przeciwciat anty-La
ANA
Etap Il ustala sie swoistosci dla podtypow
antygenow ANA (jesli istnieje -52kD
uzasadnienie kliniczne)
Etap IV jesli ANA catkowicie ujemne lub

przy ANA-dodatnich nie udaje sie
ustali¢ swoistosci przeciwciata

miano ANA 1/640
typ homogenno-plamisty

obecne przeciwciata anty-Ro,

brak anty-dsDNA, anty-Sm

przeciwciata dla antygenu Ro

obecne przeciwciata dla
nukleohistonu (do 60% w SLE)

Stosowana metoda

IIF — Hep-2
Colorzyme — Hep-2
ELISA-skrining

ELISA
Western-blott

Western-blott

metody kombinowane
(immunochemiczne
i Western-blott)

Ryc. 1. Kaskadowa metoda oznaczania swoistosci przeciwciat ANA.
Fig. 1. "Cascade” method of the ANA specificity assessment.
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pewniaja mozliwosci utrzymania takich specjalistycznych
zaktadéw diagnostycznych, prowadzacych nierutynowa
identyfikacje autoprzeciwciat.

Przestrzeganie wyzej opisanych procedur w wiek-
szosci przypadkéw badanych surowic daje mozliwosé
ustalenia swoistosci ANA i powtarzalnosci wynikéw,
unikniecia btedéw diagnostycznych i — co nie mniej
wazne — uzyskania rozsadnych kosztéw prowadzonej
diagnostyki. Coraz wieksza liczba nowo odkrytych au-
toprzeciwciat i metod diagnostycznych zmusza do
wprowadzenia procedur standaryzacji zarbwno metod,
jak i testéw, na ktérych sg oznaczane autoprzeciwciata.

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze oznaczanie
przeciwciat przeciwjadrowych jest metoda czuta, lecz
nieswoista. Tylko u chorych z objawami podmiotowy-
mi czy przedmiotowymi choréb tkanki tacznej wykry-
cie ANA w mianach wyzszych/réwnych niz 320
(a u dzieci od 1/100) moze by¢ pomocne w potwierdze-
niu rozpoznania. Nalezy podkresli¢, ze przeciwciata
moga wystepowaé w réznych chorobach poza uktado-
wymi chorobami tkanki tagcznej, np. w chorobach wa-
troby i ptuc, we wszelkiego typu zakazeniach, w choro-
bach nowotworowych, skérnych i endokrynologicz-
nych, a ponadto odsetek dodatnich ANA zwieksza sie
u kobiet w ciazy, u 0s6b powyzej 60. roku zycia, w ze-
spotach polekowych oraz w stanach po przeszczepach
(np. serca i nerek) [32]. U oséb zdrowych (zwtaszcza
powyzej 50.-60. roku zycia) wyniki testu tez bywaja
dodatnie. Badanie to nie powinno by¢ zlecane pacjen-
tom z niejasnymi dolegliwosciami czy objawami, po-
niewaz z wyzej opisanych powodéw wartos¢ diagno-
styczna tego oznaczenia jest znikoma. Wskazane jest
natomiast u chorych z objawami uktadowej choroby
tkanki tacznej, poniewaz tylko ustalenie obecnosci
przeciwciata markerowego, tj. przeciwciata o wysokiej
swoistosci dla danej jednostki chorobowej, ma znacze-
nie pomocnicze dla diagnostyki réznicowej choréb reu-
matycznych, gdyz autoprzeciwciata markerowe s3
w kryteriach diagnostycznych wiekszosci choréb reu-
matycznych. Otrzymane ta droga wyniki uzasadniaja
wowczas podjecie dalszych badan majacych na celu
potwierdzenie rozpoznania [33].
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