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Streszczenie

Autorzy przedstawili wstepne dane dotyczace nowego sposobu
kompleksowego podejscia do analizy surowic ANA-dodatnich,
w ktérych nie udato sie ustali¢ konkretnej swoistosci, polegajacej
na neutralizacji i usunieciu z ww. surowic preparatem ENA (po-
chodzenia grasiczego lub $ledzionowego) przeciwciat maskujg-
cych (wspotzawodniczacych) w tescie ANA-Hep-2. Przeprowadzo-
no nastepnie analize zneutralizowanych surowic testami ELISA
i Western-blott (bazujacych na petnym ekstrakcie komorek
Hep-2) w celu ustalenia swoistosci autoprzeciwciat pomocniczych
dyktowanych przez podstawowy typ ANA.

Wprowadzenie

Autoimmunizacja, a wiec wystepowanie autoprze-
ciwciat i limfocytéw autoreaktywnych w surowicach
pacjentéw z uktadowymi chorobami tkanki tacznej, jest
fenomenem wystepujacym ze szczegblnie duzym nate-
zeniem w tzw. uktadowych chorobach tkanki tacznej,
np. w toczniu trzewnym uktadowym (systemic lupus
erythematosus — SLE), reumatoidalnym zapaleniu sta-
wow (RZS), zespole Sjogrena [1, 2].

Summary

Authors are presenting preliminary data introducing a new way of
complex analysis of the sera (ANA-positive but without estimated
certain specificity), using for the neutralization and removing of
“masking” (competing) antibodies (in the test ANA-Hep-2) a full
bovine and spleen soluble protein extracts/called ENA, followed
by further analysis of the antibody specificities present in
neutralized sera by specific ELISA or Western-blott tests
dependently on the basic pattern of ANA in the serum.

Autoprzeciwciata, szczegblnie te z grupy tzw. prze-
ciwciat przeciwjadrowych (ang. ANA), ze wzgledu na wy-
soka swoistos¢ w stosunku do okreslonych jednostek
chorobowych, wartos¢ prognostyczng oraz zwigzek
z chorobami uktadowymi zostaty zaliczone do kryteriéw
diagnostycznych poszczegbélnych jednostek. Jednakze ze
wzgledu na mozaikowy typ odpowiedzi autoprzeciwcia-
towej w znacznej czesci surowic nie stwierdza sie auto-
przeciwciat markerowych — koniecznych czasem do po-
stawienia diagnozy wg kryteriow ARA [3].
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Niepowodzenia w diagnostyce przeciwciat markero-
wych sg spowodowane przez wiele czynnikow.

W pracy pt. Podstawowe zasady racjonalnej serodia-
gnostyki autoprzeciwciat markerowych w uktadowych
chorobach tkanki tgcznej [4] zaproponowano pewien
typ kompleksowego podejscia, nazwany metoda kaska-
dowg oznaczania swoistosci przeciwciat ANA, ktéry eli-
minuje wiele przyczyn niepowodzen w ustalaniu swo-
istosci autoprzeciwciat markerowych, wynikajacych
gtownie ze sktadu antygenéw testow.

Jednakze w ok. 20-25% przypadkéw w ogble nie
udaje sie ustali¢ swoistosci, pomimo nieraz wysoko po-
zytywnego wyniku testu ANA [5, 6]. W takich
sytuacjach nalezy siegna¢ po identyfikacje przeciwciat
niewtaczonych do kryteriéw diagnostycznych, traktujac
je jako oznaczenie uzupetniajace.

Przystepujac do tego typu specjalnej procedury
identyfikacyjnej, trzeba kierowac sie przede wszystkim
typem Swiecenia (badZ wybarwienia w metodzie im-
munoperoksydazowej) ANA, poniewaz zaweza on za-
kres poszukiwanych autoprzeciwciat, a wiadomo, ze
okreslonemu typowi (ang. patterns) ANA odpowiada
okreslona grupa autoprzeciwciat [1, 2].

Dodatkowa istotna informacjg bytyby dane klinicz-
ne, ktére moga wskazywac na okreslony typ schorze-
nia, ale nie spetniaja kryteribw diagnostycznych. Jesli
zatem mamy do czynienia ze sprzecznoscia obrazu kli-
nicznego i typu ANA, to nalezy wzig¢ pod uwage mozli-
wos¢ przystaniania miejsc wigzania przeciwciata swo-
istego i zmiany obrazu kohcowego typu ANA. Istnieje
zatem konieczno$é zastosowania sorbentu (lub sor-
bentéw), np. ekstraktéw grasiczych (RTE — ang. rabbit
thymus extract) czy Sledzionowych (BSE — ang. bovine
spleen extract), ktére sg bogate w okreslone typowe au-
toantygeny. RTE zawiera np. kilka podstawowych anty-
gendw, okreslanych jako antygeny ENA (ang. extractible
nuclear antigen), takich jak Sm, RNP, SSA i B, Scl-70,
i slady wielu innych, np. Jo-I [7, 8].

Celem pracy byto sprawdzenie, czy zastosowanie
do surowic (ANA-dodatnich — o nieustalonej swoistosci)
techniki neutralizacji ekstraktami antygenu ENA (grasi-
czymi lub $ledzionowymi) pozwoli na ustalenie swoisto-
Sci wystepujacych autoprzeciwciat z grupy autoprzeciw-
ciat tzw. pomocniczych, co mogtoby by¢ uzyteczne w dia-
gnostyce réznicowe]j uktadowych choréb tkanki tacznej.

Materiat i metody

Do badan uzyto surowice pobrane od 8 pacjentéw kli-
nik IR, przestane do Zaktadu Mikrobiologii i Serologii w ce-
lu oznaczenia przeciwciat ANA oraz wytypowania swo-
istosci. W tych surowicach, pomimo dodatniego wyniku
testu ANA, nie udato sie ustali¢ swoistosci przeciwciat.
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W surowicach wykonano oznaczenie przeciwciat
ANA metodg Colorzyme z zastosowaniem komorek
Hep-2 na zestawach firmy Immuno Concepts (USA). Ty-
powanie swoistosci wykonywano testami paskowymi
DOT-blot firmy Biomedica oraz w miare potrzeb testem
Western-blotting Euroline W.B. firmy Euroimmun.
Oznaczenie przeciwciat dla natywnego DNA wykony-
wano testem ELISA (Varelisa firmy HVD Holding) oraz
na szkietkach z utrwalonymi pierwotniakami Critidia lu-
ciliae firmy Immuno Concepts (USA). Oznaczanie prze-
ciwciat dla NuHi wykonywano testem ELISA Aeskulisa
firmy Pointe Scientific Polska. Oznaczenia pozostatych
przeciwciat, tj. przeciwciat dla ssDNA, RNA, histondw,
ubikwityny, HMG oraz Ku, wykonywano wg procedur
ELISA dopracowanych w Zaktadzie Mikrobiologii i Sero-
logii IR z zastosowaniem wysoko oczyszczonych anty-
genow: histonu petnego i frakcji, sSSDNA, RNA i ubikwi-
tyny (wszystkie firmy Fluka).

Preparat petnego (czeSciowo oczyszczonego) HWMG,
uzytego w tescie ELISA, uzyskano z grasicy cielecej wg
metody Goodwina i wsp. [9], w ktorej wykorzystano ja-
ko czynnik stracajacy biatka 2% kwas tréjchlorooctowy
(TCA), w ktorym biatka HMG sa rozpuszczalne.

Neutralizacje surowic ekstraktami RTE oraz BSE wy-
konano wg wtasnej procedury.

Surowice rozciefczona, tak by dawata wyrazny i czy-
telny typ ANA (zwykle 1-2 rozcieficzenia ponizej miana
koncowego), mieszano ze standaryzowanymi ekstrakta-
mi grasiczymi i $ledzionowymi (RTE i BSE) w stosun-
ku 1:1 i inkubowano 3 godz. w temperaturze 37°C,
a nastepnie przez noc w temperaturze 4°C. Po inkubacji
surowice wirowano przy 10 000 obrotéw/min przez
20 min i uzywano do oznaczania miana i typu ANA.

Standaryzacja preparatow BSE i RTE polegata na do-
dawaniu zawsze tych samych ilosci biatka w ekstraktach,
a ponadto drogg neutralizacji testow Western-blotting
ustalano, czy zawierajg one podstawowe typowe antyge-
ny ENA, czyli Sm, RNP, Ro, La, Scl-70 i Jo-l.

Wyniki

We wszystkich 8 surowicach ANA-dodatnich, tam
gdzie nie udato sie ustali¢ swoistosci autoprzeciwciat
klasycznymi metodami (po ustaleniu kohcowego miana
przeciwciat przeciwjadrowych) przystapiono do typowa-
nia swoistosci wg klasycznego schematu, zaktadajac, ze
okreslonemu typowi wybarwienia w technice immuno-
peroksydazowej odpowiada okreslony zestaw autoprze-
ciwciat [1, 2, 4], z uwzglednieniem dodatkowych proce-
dur opublikowanych uprzednio, a stuzacych do okresla-
nia swoistosci autoprzeciwciat dla podtypéw (ang. fine
specificities) autoantygendw, a nastepnie do oznaczania

autoprzeciwciat niezaliczanych do kryteribw diagno-
stycznych uktadowych choréb tkanki tacznej.
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Tabela I. Sumaryczne zestawienie danych uzyskanych w wyniku zastosowania procedur wszystkich stopni
obecnosci autoprzeciwciat oraz ich podtypdw zaliczonych do kryteriéw i autoprzeciwciat niezakwalifikowanych
Table I. Summary of indexed data obtained as a result of applaying of the all steps procedures used for au-
toantibodies and their fine specificities assessment which are included into the diagnostic criteria

Nr Pacjent ANA DOT-blot dsDNA  Autoprzeciwciata Neutralizacja Western-blott
surowicy pomocnicze dla* Hep-2
zmniejszenie zmiana
miana ANA*  typu ANA
15811 nrl 1280 hp @) @ ubikwityny 2/34 bz. a-UQ +
16404 nr2 1280 hp @) @) @) 20 bz. surowica
wieloswoista
16301 nr3 1280 hp () @] + ubikwityny 2 b.z. aku 86 kD
16310 nr4 1280 hp @] @] nukleohistonu i\ na jaderkowy st. (+) aNuHi
16136 nrs 1280 hp @] @ + NuHi i\ b.z. aku (86 kD)
aku (72 kD)
16201 nr6 1280 pl histon 6] ] i b.z. aku (86172 kD)
—$lad aRNP (70 kD) +
16190 nr7 640 pl () @] @] b.z. b.z. aKu (72 kD)
aRo (60 kD)
15781 nr8 10240 pl @] @] @] 2 na jaderkowy aku (86 kD)
aku (72 kD)

* przeciwciata dla NuHi, ubikwityny, HMG i Ku
** 14 — nieznaczne zmniejszenie miana ANA
2\ — umiarkowane zmniejszenie miana ANA
3\ — duzy spadek miana ANA

b.z. — bez zmian

Sumaryczne zestawienie danych uzyskanych w wy-
niku zastosowania procedur wszystkich trzech stopni,
tj. ustalenia obecnosci autoprzeciwciat zakwalifikowa-
nych do kryteribw oraz ich podtypéw i autoprzeciwciat
niezaliczanych, przedstawiono w tab. I.

Surowica nr 1 miano ANA 1/1280 typ homogenno-
-plamisty. Wynik testu na obecnos¢ dsDNA oraz testu
DOT-blott negatywny, takze wynik testu Western-blott
bazujgcego na petnym ekstrakcie komérki Hep-2 row-
niez ujemny. Poniewaz identyfikacja swoistosci zostata
wykonana na testach zawierajacych wszystkie gtéwne
podtypy autoantygenéw dajacych plamisty typ ANA,
pozostata zatem identyfikacja antygenéw dajacych ho-
mogenny typ ANA (z wyjatkiem anty-dsDNA juz wyko-
nanego) oraz sprawdzenie, czy w petnych ekstraktach
z grasicy kréliczej i sledziony bydlecej nie wystepuja
rzadsze autoantygeny biatkowe, ktére moga w tescie
neutralizacji spowodowaé zanik lub ostabienie miana
testu ANA. | rzeczywiscie, w przypadku obu ekstraktow
(RTE i BSE) uzyskano neutralizacje odczynu ANA, co
oznacza, ze sg w nich autoantygeny neutralizujace
przeciwciata odpowiedzialne za homogenno-plamisty

typ ANA. Przyktadowe efekty neutralizacji surowicy pa-
cjenta nr 1 przedstawiono na ryc. 1.

Wykonano zatem oznaczenie metoda ELISA naste-
pujacych autoprzeciwciat (dajacych homogeny typ
ANA): anty-NuHi, anty-histon — petny, anty-HMG — pet-
ne, przeciw ubikwitynie oraz anty-ssDNA i anty-RNA.
Testem ELISA wykazano obecnos¢ stabo dodatnich po-
ziomow przeciwciat dla ubikwityny.

W przypadku surowicy pacjenta nr 2 przy zastoso-
waniu analogicznej procedury, jak w przypadku pacjen-
ta nr 1 nie udato sie zidentyfikowa¢ swoistosci ANA, po-
niewaz surowica ta wykazuje typowa dla wielu surowic
w przypadku uktadowych choréb tkanki tacznej wielo-
swoistos¢, polegajaca na wystepowaniu (np. w tescie
Western-blott) podprogowych pozioméw autoprzeciw-
ciat dla wielu autoantygendw. Jest to prawdopodobnie
wynik poliklonalnej stymulacji uktadu immunologiczne-
go, np. przez superantygeny bakteryjne czy wirusowe.

W surowicach trzech dalszych pacjentéw (nr 3-5)
— wszystkie testy ANA wysoko dodatnie (miano 1/1280
o typie homogenno-plamistym), réwniez nie ustalono
swoistosci ANA, a po wykonaniu dodatkowych testéw

Reumatologia 2006; 44/6
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surowica pacjenta nr 1 (kontrola)

surowica pacjenta nr 1
neutralizowana preparatem RTE

surowica pacjenta nr 1
neutralizowana preparatem BSE

Ryc. 1. Wybrany przyktad zmiany typu Swiecenia ANA w surowicy pacjenta nr 1 (a), po neurtalizacji prepa-
ratami, tj. ekstraktami petnymi grasicy kréliczej (RTE) (b), sledziony wotu (BSE) (c).

Fig. 1. Selected examples showing of ANA "patterns” switch after neutralisation serum of no 1 patient with
using of full rabbit thymus (RTE) and bovine spleen (BSE).

w kierunku przeciwciat dajacych homogenno-plamisty

typ ANA stwierdzono:

e W surowicy pacjenta nr 3 podprogowe poziomy przeciw-
ciat dla NuHi i ubikwityny, wykonany zas test Western-
-blott na petnym ekstrakcie komdrek Hep-2 wykazat
obecnos¢ jednego prazka o ciezarze czasteczkowym 86
kD (charakterystycznego dla przeciwciat anty-Ku),

e w surowicy pacjenta nr 4 wykazano tylko obecnos¢
przeciwciat dla nukleohistonu (NuHji),

e w surowicy pacjenta nr 5 obok podprogowych pozio-
mow przeciwciat dla NuHi wykazano obecnos¢ prze-
ciwciat dla obu izotopéw antygenu Ku (o ciezarze cza-
steczkowym 86 i 72 kD).

Wymienione wyzej 3 surowice o typie ANA homo-
genno-plamistym wykazywaty ostabienie natezenia od-
czynu ANA (w tescie Colorzyme) po neutralizacji petny-
mi ekstraktami RTE i BSE — w przypadku surowic pa-
cjentéw nr 31 5 tylko ostabienie, a w przypadku suro-
wicy pacjenta nr 4 takze zmiane typu ANA z homogen-
no-plamistego na jaderkowy (co moze by¢ cenng wska-
z6wka kliniczna).

Pozostate 3 surowice pacjentow (nr 6-8) (ANA-do-
datnie), takze po neutralizacji RTE i BSE wykazaty osta-
bienie intensywnosci odczynu ANA-Hep-2 (w technice
Colorzyme), a surowica pacjenta nr 8 takze wyrazna
zmiane typu ANA (z homogenno-plamistych na jader-
kowe). Nie wykazano w zadnej z nich obecnosci prze-
ciwciat charakterystycznych dla antygenéw chromaty-
nowych, z wyjatkiem przeciwciat dla antygenu Ku (we
wszystkich trzech surowicach), a w surowicy pacjenta
nr 6 po neutralizacji wykazano obecnos¢ podprogo-
wych pozioméw przeciwciat dla izotypu antygenu
U;snRNP o ciezarze czasteczkowym 70 kD.
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Dyskusja

We wszystkich 8 surowicach, w ktérych klasyczna
metoda ustalania swoistosci, tj. najpierw wykonanie te-
stu ANA (na komérkach Hep-2 metoda Colorzyme),
a nastepnie wykonanie testu DOT-blott, umozliwiajace-
go oznaczenie podstawowych autoprzeciwciat markero-
wych, nie udato sie ustali¢ swoistosci, wykonano zatem
neutralizacje surowic preparatami ekstraktéw z grasicy
kréliczej oraz Sledziony bydlecej. W 7 na 8 (87%) surowic
uzyskano wyrazne ostabienie natezenia (intensywnosci
odczynu ANA w metodzie Colorzyme), a w 4 na 8 wymi-
nusowanie odczynu ANA. Wstepne wyniki zastosowanej
procedury (adsorpcja przeciwciat z grupy ENA) wskazuja
zatem, ze moze by¢ ona uzyteczna w przyblizonym usta-
laniu przypuszczalnej swoistosci autoprzeciwciat spoza
gtéwnego panelu autoprzeciwciat markerowych, a w kaz-
dym razie w istotny sposéb zaweza zakres poszukiwan,
co daje oszczednosé w liczbie zuzytych testow.

W 5 surowicach (o mianie Srednim ANA 1/1280 i ty-
pie homogenno-plamistym) nie udato sie ustali¢ swo-
istosci przeciwciata pomocniczego tylko w przypadku
surowicy wieloswoistej, tj. takiej, w ktérej na DOT-blo-
tach obserwuje sie podprogowe poziomy autoprzeciw-
ciat (z grupy przeciwciat markerowych), co moze by¢
wynikiem poliklonalnej stymulacji uktadu odpornoscio-
wego, np. przez superantygeny [10].

Stuszne (logiczne) okazato sie takze podazanie
za dominujacym typem Swiecenia, w przypadku ww.
5 surowic byt to typ homogenny z nieznaczng do-
mieszka plamistego, i poszukiwanie autoprzeciwciat
dajacych homogenny typ wybarwienia ANA, a miano-
wicie przeciwciata przeciwko ssDNA i dsDNA, RNA,
NuHi, nQ, biatek HMG oraz antygenu Ku. Co istotne,
w 3 przypadkach uzyskano identyfikacje swoistosci
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(patrz tab. 1). Co prawda poziomy tych przeciwciat nie
w petni ttumacza wysokie miano catkowite ANA (3red-
nio 1/1280), ale prawdopodobnie w surowicach pa-
cjentébw oprocz przeciwciat o okreslonej swoistosci
oraz znacznej awidnosci, ewentualnie powinowac-
twie, wystepuje pula przeciwciat o matej awidnosci
i/lub powinowactwie, ktére moga maskowac typ
Swiecenia poprzez wigzanie sie z substratem (antyge-
nem) na komdrkach Hep-2, jednoczesnie zwiekszajac
miano catkowite ANA.

Bedzie to przedmiotem dalszych badan, czy pule
wyzej opisanych autoprzeciwciat wystepuja w tych su-
rowicach i czy zmiana warunkéw odczynu na dyskry-
minujace przeciwciata o matym powinowactwie/awid-
nosci bedzie miata istotny wptyw na czestos¢ (%) wy-
krywania autoprzeciwciat, a zmiana warunkéw
(zwtaszcza sity jonowej) spowoduje dodatkowo elimi-
nacje autoprzeciwciat maskujgcych, co jest istotne
w diagnostyce réznicowej swoistosci autoprzeciwciat.
Jest to prawdopodobne, poniewaz — wg wiedzy auto-
row — tylko w opisach niektérych testéw stuzacych
do oznaczania przeciwciat dla dsDNA s3 notki, ze test
stuzy do oznaczania przeciwciat o znacznym powino-
wactwie/awidnosci — charakterystycznym dla fazy za-
ostrzenia tocznia [8]. Pojawienie sie po adsorpcji (neu-
tralizacji) preparatow RTE i BSE ANA typu jaderkowego
wskazywato na obecnosé przeciwciat o swoistosci dla
antygenéw jaderkowych (np. Pm-Scl, Ku oraz atypo-
wych RNA jaderkowych) [1, 2].

Zastosowanie testu typu Western-blott, opartego
na petnym ekstrakcie komérek Hep-2, pozwolito
w 5 surowicach ustali¢ obecnos¢ przeciwciat dla antyge-
nu Ku [11]. Jest to antygen chromatynowy, dla ktérego
przeciwciata wystepuja w ok. 19% aktywnego tocznia ru-
mieniowatego uktadowego [1], cho¢ wystepuja takze
w zespole naktadania PM/DM i PM/twardzina [12].

Ograniczona liczebnos¢ badanej grupy surowic nie
pozwala na wyciagniecie jednoznacznych wnioskéw,
ale prace sa kontynuowane i autorzy sadza, ze zastoso-
wanie specjalnej procedury pozwoli na rozstrzygniecie
przyczyn seronegatywnosci (co do swoistosci autoprze-
ciwciat) przy wysokich mianach catkowitych ANA.

Podsumowujgc wyniki, nalezy stwierdzi¢, iz zasto-
sowana procedura neutralizacji surowic ANA-wysoko
dodatnich, w ktérych ekstraktami ptynéw grasicy kroli-
czej lub Sledziony bydlecej nie udaje sie potwierdzic
obecnosci autoprzeciwciat markerowych, pozwala
na usuniecie przeciwciat przeciwko antygenom ENA,
blokujgcych odczyn i odstoniecie epitopdw przeciwciat
spoza panelu przeciwciat dla antygenu ENA, a to moze
mie¢ znaczenie przy diagnostyce réznicowej uktado-
wych choréb tkanki tacznej — w przypadku nieobecno-
sci markeréw serologicznych.
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