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STRESZCZENIE

Wprowadzenie. W ostatnich latach pojawiły się doniesienia o dużym
znaczeniu diagnostycznym i prognostycznym przeciwciał przeciwko
nukleosomom u chorych na toczeń rumieniowaty układowy (ang.
systemic lupus erythematosus – SLE). Nukleosom jest jednostką składową
chromatyny, zbudowaną z histonów H1, H2A, H2B, H3, H4, które
oplatają nić DNA. Nukleosomy uwalniane są w procesie apoptozy
komórek.
Cel pracy. Ocena częstości występowania przeciwciał przeciwko nu-
kleosomom w SLE oraz ich związku ze zmianami w nerkach i aktyw-
nością choroby w skali SLAM.
Materiał i metodyka. Badaniem objęto 52 pacjentów z SLE, u których
metodą immunofluorescencji pośredniej (ang. indirect immunofluore-
scence – IIF) na komórkach Hep-2 stwierdzono przeciwciała przeciwją-
drowe. Do wykrycia przeciwciał przeciwko dsDNA użyto testu IIF na
komórkach Crithidia luciliae. W celu identyfikacji przeciwciał zastoso-
wano test immunodyfuzji oraz immunoblotu EUROLINE (Euroimmun
Medizinische Labordiagnostika Lubeck, Niemcy). Grupę kontrolną sta-
nowiło 50 pacjentów z twardziną układową.
Wyniki. Wśród chorych na SLE przeciwciała przeciwko nukleosomom
stwierdzono u 20 (38%), natomiast wśród pacjentów z twardziną ukła-
dową u 1 (2%). Analiza statystyczna porównująca grupę pacjentów
z obecnymi przeciwciałami przeciwko nukleosomom z grupą osób bez
tych przeciwciał nie wykazała związku ich występowania z płcią
pacjentów, ich wiekiem, wiekiem w chwili początku choroby oraz cza-
sem trwania choroby w momencie badania. Miana ANA w surowicach
chorych bez przeciwciał nukleosomowych były istotnie statystycznie
niższe od mian przeciwciał przeciwjądrowych, w których stwierdzono
przeciwciała przeciwko nukleosomom (p = 0,0119). Przeciwciała prze-
ciwko dsDNA u pacjentów z przeciwciałami przeciwnukleosomowymi
występowały statystycznie częściej w porównaniu z grupą osób, u któ-
rych nie wykryto przeciwciał nukleosomowych (p < 0,001). W 55%
przypadków z przeciwciałami przeciwko nukleosomom stwierdzono
patologię w obrębie nerek objawiającą się znamiennym białkomoczem
powyżej 0,5 g/dobę i/lub nefropatią potwierdzoną biopsją nerki.
U 30% pacjentów z przeciwciałami przeciwko nukleosomom białko-
mocz wynosił poniżej 0,5 g/dobę, a u 15% nie stwierdzono zmian ner-
kowych. Analiza statystyczna wykazała, że nerki były zajęte istotnie
statystycznie częściej u pacjentów z obecnymi przeciwciałami przeciw-
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ko nukleosomom (odpowiednio p = 0,0025 i p = 0,0024), a także u cho-
rych z przeciwciałami przeciwko dsDNA. Aktywność choroby ocenia-
na w skali SLAM była większa u pacjentów z przeciwciałami przeciw-
ko nukleosomom (mediana 11) niż u pacjentów bez tych przeciwciał
(mediana 7,5). W analizie statystycznej z użyciem testu Wilcoxona nie
wykazano istotności statystycznej, choć przy wyniku p = 0,0648 można
stwierdzić wyraźną tendencję do występowania zwiększonych warto-
ści tej skali u pacjentów z dodatnimi przeciwciałami przeciwko nukleo-
somom.
Wnioski: Przeprowadzone badania wskazują, że przeciwciała przeciw-
ko nukleosomom mogą być wartościowym markerem immunologicz-
nym w diagnostyce SLE i wykazują związek z nefropatią toczniową.

ABSTRACT

Introduction. In recent years some reports on the diagnostic and pro-
gnostic value of antinucleosome antibodies in patients with systemic
lupus erythematosus (SLE) have been published. Nucleosome is a com-
ponent of chromatin consisting of histones H1, H2A, H2B, H3 and H4
with a stretch of DNA wrapped around. Nucleosomes are released in
the process of cell apoptosis.
Objective. To evaluate the frequency of antinucleosome antibodies in
SLE patients and its correlation with renal involvement and disease
activity assessed by SLAM score.
Material and methods. The material comprised 52 patients with SLE
positive for antinuclear antibodies in indirect immunofluorescence
(IIF) test on Hep2 cells. Anti-dsDNA antibodies were detected by IIF
test using Crithidia luciliae as an antigen substrate. Detection of anti-
nucleosome antibodies and identification of specificity of ANAs were
performed using the EUROLINE test (Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika Lubeck, Germany). Sera from 50 patients with syste-
mic scleroderma were also tested as a control group.
Results. Antinucleosome antibodies were found in 20 out of 52 (38%)
sera of patients with SLE and in 1 out of 50 (2%) sera of patients with
systemic scleroderma. Statistical analysis showed no significant diffe-
rence between patients with or without antinucleosome antibodies
regardless of sex, age, age in the initial phase of the disease and its
duration. Antinucleosome antibodies were detected in sera with high
titers (320-5120) of antinuclear antibodies. ANA titers in patients witho-
ut antinucleosome antibodies were significantly lower (p = 0.0119).
Anti-dsDNA antibodies coexisted, statistically, more frequently with
antinucleosome antibodies in comparison with the group without anti-
nucleosome antibodies (p < 0.001). In 55% of patients with antinucle-
osome antibodies pathological changes within the kidneys were
observed with a typical proteinuria > 0.5 g/day and/or nephropathy
confirmed by renal biopsy. In 30% of patients with antinucleosome
antibodies proteinuria below 0.5 g/day was found while 15% of
patients had no renal changes. A statistical analysis showed that the
renal pathology was more often found in cases positive for antinucle-
osome antibodies (p = 0.0025 and p = 0.0024 respectively) and also
in patients with anti-dsDNA antibodies (p = 0.0065). The activity of SLE
according to the SLAM scale was higher in patients with antinucleoso-
me antibodies (median 11) than in those without the antibodies
(median 7.5). Wilcoxon’s test did not reveal statistical significance, but
the result of p = 0.0648 implies a distinct tendency for higher values of
the SLAM scale among patients with anti-nucleosome antibodies.
Conclusions. Our results suggest that anti-nucleosome antibodies
might be a valuable immunological diagnostic marker in SLE, especial-
ly of lupus nephropathy.
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WPROWADZENIE

Toczeń rumieniowaty układowy (ang. systemic
lupus erythematosus – SLE) jest ciężką chorobą auto-
immunologiczną dotyczącą skóry i narządów wew-
nętrznych i obejmującą szerokie spektrum objawów
klinicznych. Objawy te cechują się zmienną progre-
sją oraz różną reakcją na zastosowane leczenie. Prze-
bieg choroby jest zwykle przewlekły i postępujący
z naprzemiennie występującymi okresami zaostrzeń
i remisji.

Zmiany nerkowe (lupus nephritis) są jednymi
z najczęstszych objawów SLE i według piśmien-
nictwa występują u 25–80% chorych, natomiast we
wczesnym okresie choroby stwierdza się je u 25–50%
pacjentów [1]. Wczesne zajęcie nerek jest jednym
z najważniejszych czynników pogarszających roko-
wanie. Pacjentów z lupus nephritis cechuje podwyż-
szone ryzyko postępującego uszkodzenia funkcji
nerek, a także zwiększonej śmiertelności [2]. W ciągu
10 lat od początku choroby u 25% pacjentów wystę-
puje schyłkowa niewydolność nerek. U około 5%
pacjentów zajęcie nerek obserwuje się późno, często
po wielu latach trwania choroby i nierzadko wiąże
się ono z występowaniem zespołu Sjögrena. Jeśli
zajęte są płuca lub pacjent ma zespół antyfosfolipi-
dowy (ang. antiphospholipid syndrome – APS), należy
się spodziewać, że proces chorobowy obejmie nerki
w ciągu 5 lat [3]. Toczniowe zapalenie nerek częściej
dotyczy dzieci i młodzieży niż osób dorosłych oraz
częściej występuje u Latynosów i Afroamerykanów
niż u osób rasy kaukaskiej [4]. Najczęstszym obja-
wem klinicznym, występującym u 100% chorych
na lupus nephritis, jest białkomocz, w wyniku które-
go u około 45–65% pacjentów rozwija się zespół ner-
czycowy. U 80% chorych w badaniu ogólnym moczu
stwierdza się krwinkomocz mikroskopowy, u 30%
w osadzie moczu obecne są wałeczki ziarniste,
a u 10% są to wałeczki z krwinek czerwonych. Dość
częstym objawem, obserwowanym u 15–50% cho-
rych z nefropatią toczniową, jest nadciśnienie tętni-
cze [4]. Zmiany patologiczne mogą obejmować cały
miąższ nerki, ale najważniejsze z punktu widzenia
klinicznego jest zajęcie kłębuszków nerkowych,
a rodzaj zmian patologicznych zależy od miejsca
odkładania się kompleksów immunologicznych.
U chorych na SLE występują trzy główne rodzaje
uszkodzenia kłębuszków nerkowych [5]:
1) mezangialne rozplemowe kłębuszkowe zapalenie

nerek z rozplemem komórek mezangium i przy-
bytkiem macierzy pozakomórkowej; w badaniu
immunopatologicznym w mezangium obecne są
złogi IgG, IgA i IgM oraz składowych dopełniacza
C3, C4 i C1q;

2) nefropatia błoniasta – złogi IgG i składowych
dopełniacza lokalizują się po nabłonkowej stronie

błony podstawnej kłębuszka; widoczne są pogru-
bienia błon podstawnych pętli włośniczkowych,
a tworzące się wypustki błony podstawnej mię-
dzy złogami opisywane są jako „kolce”; złogi IgG
i składowych dopełniacza układają się wzdłuż
błony podstawnej kłębuszków, która po uszko-
dzeniu staje się przepuszczalna dla białek i docho-
dzi do rozwoju zespołu nerczycowego;

3) wewnątrzkłębuszkowe zapalenie nerek – złogi
gromadzą się pod śródbłonkiem i w mezangium
kłębuszka; na skutek uszkodzenia komórek śród-
błonka dochodzi do ich obrzęku i rozplemu,
a wtórnie do rozplemu komórek mezangium, roz-
poczyna się kaskada zapalenia – przyciąganie
granulocytów obojętnochłonnych, monocytów,
makrofagów i innych komórek, które uszkadzają
nerkę, powodują powstawanie ognisk martwicy
i tworzenie tzw. półksiężyców.
Na podstawie wyników badań bioptatów nerek

uznano, że powstawanie półksiężyców następuje w wy-
niku zmian martwiczych, niezależnie od ich patoge-
nezy, oraz że są one niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym i wiążą się z niepowodzeniami leczni-
czymi [6].

Uszkodzenie poszczególnych elementów kłę-
buszka prowadzi do białkomoczu, krwinkomoczu,
a następnie do upośledzenia przesączania kłębusz-
kowego [1].

Klasyfikacja histopatologiczna toczniowego zapa-
lenia nerek, opracowana przez International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society (ISN/RPS) w roku
2003 i opublikowana w roku 2004, wyróżnia ich
6 klas (tab. I).

Biopsja nerki jest złotym standardem w diagnosty-
ce nefropatii toczniowej. W wielu badaniach ustalono,
że odwlekanie decyzji o jej wykonaniu wiąże się
z ryzykiem progresji choroby prowadzącej do niewy-
dolności nerek [7]. Wczesne wykrycie zmian nerko-
wych i odpowiednie leczenie zwiększa szanse na
dobry wynik terapeutyczny [8]. Wykazano, że wydłu-
żenie czasu życia pacjentów z lupus nephritis ma bez-
pośredni związek z wczesnym wykonaniem biopsji
i odpowiednimi decyzjami terapeutycznymi [9], które
nie powinny być oparte tylko na wykładnikach nie-
wydolności nerek, np. na zwiększonym stężeniu kre-
atyniny, ponieważ taki stan obserwuje się zarówno
w przypadkach aktywnych, jak i w przewlekłym
toczniowym zapaleniu nerek. Należy pamiętać, że
zastosowane odpowiednio wcześnie leczenie immu-
nosupresyjne może się przyczynić do cofnięcia zmian
aktywnych, natomiast w przypadkach przewlekłych
może nasilać objawy azotemii i niewydolności nerek.
Bardzo interesujące są wyniki trwającego 3 lata bada-
nia obejmującego 91 pacjentów z SLE, z których 42 nie
miało objawów zajęcia nerek, a u 49 występował biał-
komocz nieprzekraczający 1 g/dobę. W grupie bez-
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objawowej u jednego pacjenta stwierdzono zmiany
nerkowe klasy I, a u pozostałych klasy II i wyższych,
natomiast w grupie osób z białkomoczem poniżej
1 g/dobę prawie u połowy chorych stwierdzono kla-
sę IV lupus nephritis [10]. Wyniki te świadczą o bardzo
wczesnym zajęciu nerek w przebiegu SLE i koniecz-
ności ich wczesnej diagnostyki.

W ostatnich latach w piśmiennictwie wiele miejsca
zajmują doniesienia o dużym znaczeniu diagnostycz-
nym i prognostycznym przeciwciał skierowanych
przeciwko nukleosomom. Nukleosomy są zorgani-
zowanymi podjednostkami chromosomów składają-
cymi się z 8 histonów rdzeniowych-2x (H2A, H2B,
H3 i H4) i około 200 par zasad DNA. Ich centrum zło-
żone jest z tetrameru H3-H3-H4-H4, który z każdej

strony otoczony jest dimerem H2A-H2B. Podwójna
spirala DNA zawierająca 146–148 par zasad owinięta
jest dookoła podjednostki histonów. Struktury te
ułożone są w formie sznura korali, a łańcuch DNA
pomiędzy nimi wiąże się z histonem H1, który znaj-
duje się niejako na zewnątrz tej struktury (ryc. 1.).

Nukleosomy są głównymi antygenami jądrowy-
mi uwalnianymi w wyniku działania endonukleaz
w procesie apoptozy. Po utracie przez komórkę inte-
gralności nukleosomy przedostają się na zewnątrz
i jeśli nie są natychmiast usuwane, może dochodzić
do autoimmunizacji. W trakcie apoptozy następuje
modyfikacja białek, które stają się autoantygenami.
Na białka wpływają kaspaza, granzym B, które
mediują rozkład, defosforylację, citrulinację, trans-
glutaminację i wiele innych modyfikacyjnych proce-
sów prowadzących do autoimmunizacji. Podobne
zmiany obejmują nukleosomy.

Obecność przeciwciał przeciwko nukleosomom
stwierdzono głównie u pacjentów z SLE. Wykazano,
że są one wysoce specyficzne dla tej choroby, a czę-
stość ich występowania wynosi według różnych
autorów od 50% do 100% [11]. W innych chorobach
tkanki łącznej: w twardzinie układowej, morphea, mie-
szanej chorobie tkanki łącznej (ang. mixed connective
tissue disease), dermatomyositis, przeciwciała przeciwko
nukleosomom były wykrywane, ale w dużo mniej-
szym odsetku przypadków niż w SLE [12]. Przeciw-
ciała te wykazano także u pacjentów z pierwotnym
APS [13]. U wielu pacjentów przeciwciała przeciwko

TTaabbeellaa  II.. Klasyfikacja histopatologiczna toczniowego zapalenia nerek
TTaabbllee  II.. Histopathological classification of lupus nephritis

Klasa I Toczniowe zapalenie nerek z nieznacznymi zmianami w mezangium (prawidłowe kłębuszki nerkowe w mikroskopie 
świetlnym ze złogami immunologicznymi w mezangium w mikroskopie fluorescencyjnym)

Klasa II Mezangialne rozplemowe toczniowe zapalenie nerek: różnie nasilony rozplem komórek mezangialnych i/lub gromadze-
nie macierzy pozakomórkowej w mikroskopie świetlnym ze złogami w mikroskopie fluorescencyjnym, wykrywane poje-
dyncze złogi podnabłonkowe lub podśródbłonkowe, niewidoczne w mikroskopie świetlnym

Klasa III Ogniskowe toczniowe zapalenie nerek (aktywne lub nieaktywne, ogniskowe z segmentalnym lub globalnym rozplemem 
wewnątrzwłośniczkowym lub zewnątrzwłośniczkowym, obejmującym 50% kłębuszków nerkowych, z segmentalnymi
złogami podśródbłonkowymi):
• III (A) – ogniskowe rozplemowe aktywne toczniowe zapalenie nerek
• III (B) – ogniskowe rozplemowe toczniowe zapalenie nerek ze zmianami aktywnymi i sklerotycznymi
• III (C) – ogniskowe toczniowe zapalenie nerek ze zmianami sklerotycznymi (nieaktywne)

Klasa IV Rozlane toczniowe zapalenie nerek (rozlany, segmentalny lub globalny rozplem wewnątrzwłośniczkowy lub zewnątrz-
włośniczkowy zawierający 50% kłębuszków nerkowych z rozlanymi złogami podśródbłonkowymi, ze zmianami aktywnymi
i sklerotycznymi):
• IV-S (A) – rozlane rozplemowe segmentalne toczniowe zapalenie nerek (aktywne)
• IV-G (A) – rozlane rozplemowe globalne toczniowe zapalenie nerek (aktywne)
• IV-S (A/C) – rozlane rozplemowe segmentalne toczniowe zapalenie nerek ze zmianami aktywnymi i sklerotycznymi
• IV-G (A/C) – rozlane rozplemowe globalne toczniowe zapalenie nerek ze zmianami aktywnymi i sklerotycznymi
• IV-S (C) – rozlane segmentalne toczniowe zapalenie nerek ze zmianami sklerotycznymi (nieaktywne)
• IV-G (C) – rozlane globalne toczniowe zapalenie nerek ze zmianami sklerotycznymi (nieaktywne)

Klasa V Błoniaste toczniowe zapalenie nerek z towarzyszącymi zmianami typowymi dla klasy III lub IV z zaawansowaną 
sklerotyzacją kłębuszków

Klasa VI Zaawansowane toczniowe zapalenie nerek ze sklerotyzacją kłębuszków (> 90% kłębuszków z globalną sklerotyzacją) 

RRyycciinnaa  11..  Schemat nukleosomu
FFiigguurree  11..  Structure of nucleosome

oktamer
histonowy

nić DNA
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nukleosomom występują we wczesnych stadiach cho-
roby i mogą być, zdaniem Simona i wsp., przydatnym
markerem, zwłaszcza w przypadkach zespołów tocz-
niopodobnych oraz u pacjentów z pierwotnym APS,
u których w przyszłości rozwinie się SLE [14]. Nie
stwierdzono przeciwciał przeciwko nukleosomom
w surowicach ludzi zdrowych.

Wiele danych wskazuje na to, że przeciwciała
przeciwko nukleosomom są czułym i specyficznym
markerem SLE [15]. Pojawiają się one w surowicy
pacjentów bardzo wcześnie, przed innymi markera-
mi, takimi jak przeciwciała przeciwko natywnemu
DNA (dsDNA) [16]. Uważa się, że zarówno prze-
ciwciała przeciwko dsDNA, jak i przeciwko nukleo -
somom odgrywają rolę patogenną w SLE [17]. Jak
wykazały badania na modelach zwierzęcych myszy
(NZBxNZW)F1, elektronowo gęste obszary w błonie
podstawnej kłębuszków nerkowych stwierdzane
w mikroskopie elektronowym zawierają kompleksy
immunologiczne [18]. Za pomocą przeciwciał mono-
klonalnych wykazano, że ich składową są nukleoso-
my. Dokładne badania materiału pochodzącego
z biopsji nerek, zarówno od pacjentów z nefropatią
toczniową, jak i od myszy (NZBxNZW)F1, wykaza-
ły, że elektronowo gęste struktury zawierają nukle-
osomy. Nukleosomy znajdują się w błonie podstaw-
nej łącznie z przeciwciałami, a elektronowo gęste
obszary zawierają zarówno nukleosomy, jak i prze-
ciwciała [18]. Wyniki te zaprzeczają teorii, że zwią-
zane in vivo przeciwciała rozpoznają antygeny 
nienukleosomowe, takie jak laminina, kolagen czy 
α-aktynina [19]. W świetle obecnych obserwacji ist-
nieją dwie możliwości – albo nukleosomy początko-
wo wiążą się z błoną podstawną i stają się docelową
strukturą dla przeciwciał skierowanych przeciwko
nim, albo łączą się z błoną podstawną już jako kom-
pleksy immunologiczne. Opisano, że same nukleo -
somy mają znaczenie patogenne, ponieważ mogą
indukować sekrecję interleukiny 6, hamować fago-
cytozę i wpływać na funkcję komórek mezangium
kłębuszka nerkowego [20].

Wstrzyknięcie zdrowym myszom syngenicznych
komórek apoptotycznych stymuluje produkcję prze-
ciwciał przeciwjądrowych (ang. antinuclear antibodies
– ANA) i odkładanie się kompleksów immunologicz-
nych w nerkach [21]. W przebiegu SLE u ludzi wzra-
stającemu poziomowi komórek apoptotycznych
towarzyszy podwyższony poziom DNA i nukleoso-
mów. Stwierdzono również komórki apoptotyczne
w zmianach skórnych i w nerkach. Uważa się, że
upośledzony proces usuwania komórek apoptotycz-
nych wiąże się nie tyle z defektem ich pochłaniania
przez komórki fagocytujące, ile raczej z nieprawidło-
wym ich rozpoznawaniem. Upośledzona identyfika-
cja komórek apoptotycznych i ich słaba fagocytoza
ma prawdopodobnie związek ze związanymi na ich

powierzchni autoprzeciwciałami skierowanymi
przeciwko różnym strukturom, np. kompleks β2-glu-
koproteiny-1/fosfatydyloseryny [22]. Wydaje się, że
poprzez związane autoprzeciwciała zostaje schowa-
ny ligand dla receptora komórek fagocytujących, co
uniemożliwia prawidłowe rozpoznawanie komórek
apoptotycznych i ich fagocytozę. Komórki apopto-
tyczne są źródłem zewnątrzkomórkowej chromatyny
dostępnej dla przeciwciał, co skutkuje tworzeniem
kompleksów immunologicznych. 

CEL PRACY

Uznanymi markerami immunologicznymi SLE są
przeciwciała skierowane przeciwko dsDNA i anty-
genowi Sm. Przeciwciała przeciwko dsDNA stwier-
dza się w 50% przypadków SLE, głównie u chorych
na lupus nephritis. W związku z niejednoznacznymi
danymi z piśmiennictwa co do wartości diagno-
stycznej i prognostycznej przeciwciał przeciwko
nukleosomom u pacjentów z SLE celem pracy była
ocena częstości ich występowania we własnej grupie
chorych oraz ich związku ze zmianami w nerkach
o charakterze białkomoczu i/lub z występowaniem
nefropatii stwierdzonej na podstawie wyniku biopsji
nerki.

MATERIAŁ I METODYKA

Badaniem objęto 52 pacjentów z SLE – 49 kobiet
i 3 mężczyzn w wieku 19–78 lat (mediana 46,5, średnia
44,6 ±14,9 roku). Choroba u pacjentów trwała od
1 miesiąca do 33 lat (mediana 10,0, średnia 11,9 ±10,4
roku). Początek schorzenia odnotowano między 
4. a 78. rokiem życia (mediana 29,0, średnia 32,3 ±15,2
roku). Wszyscy pacjenci spełnili co najmniej cztery kry-
teria ACR rozpoznania SLE. Aktywność procesu cho-
robowego mierzona ogólnie przyjętą skalą SLAM mie-
ściła się między 3 a 30, mediana wynosiła 9,00,
a średnia 10,0 ±5,5. Średni wiek pacjentów niemają-
cych przeciwciał przeciwko nukleosomom wynosił
44,71 ±14,24 roku (dolny kwartyl 33,5, mediana 47,0,
górny kwartyl 55,0), natomiast u osób z obecnymi
przeciwciałami średnia wynosiła 44,35 ±16,21 roku
(dolny kwartyl 34,0, mediana 43,0, górny kwartyl
56,0). Grupę kontrolną stanowiło 50 pacjentów z twar-
dziną układową.

Przeciwciała przeciwjądrowe oznaczano metodą
immunofluorescencji pośredniej na komórkach Hep-2.
Do wykrywania i identyfikacji przeciwciał przeciwko
nukleosomom zastosowano test jakościowy ANA
Profil 3 Euroline (firmy Euroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG, Niemcy). Test immunofluore-
scencji na komórkach wiciowca Crithidia luciliae, 
których kinetoplast stanowi źródło natywnego DNA
wykony wano w celu wykrycia autoprzeciwciał prze-
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RRyycciinnaa  22..  Występowanie przeciwciał przeciwko nukleosomom
u pacjentów z SLE i twardziną układową
FFiigguurree  22.. Presence of antinucleosome antibodies in patients with
SLE and systemic sclerosis
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TTaabbeellaa  IIII..  Miana przeciwciał przeciwjądrowych w teście IIF na komórkach Hep-2
TTaabbllee  IIII..  ANA titers in IIF test on Hep-2 cells

Występowanie Miana przeciwciał ANA w teście IIF na komórkach Hep-2 Razem
autoprzeciwciała 8800 116600 332200 664400 11228800 22556600 55112200

Nu+ – – 5 (25%) 7 (35%) 5 (25%) 2 (10%) 1 (5%) 20

Nu– 2 (6,25%) 5 (15,6%) 12 (37,5%) 7 (21,5%) 4 (37,5%) 1 (12,5%) 1 (3,1%) 32

razem 2 (3,8%) 5 (9,6%) 17 (32,7%) 14 (26,9%) 9 (17,3%) 3 (5,8%) 2 (3,8%) 52

ciwko dsDNA. Do badań użyto preparatu firmy Ino-
va, Nova Lite dsDNA. 

W celu zbadania wciągnięcia nerek w proces cho-
robowy przeprowadzono trzykrotną dobową zbiór-
kę moczu na obecność białka oraz określenie stopnia
białkomoczu. Jako znamienny przyjęto białkomocz
powyżej 0,5 g/dobę. Uwzględniono również wyniki
biopsji nerek wskazujące na klasę nefropatii.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej,
w której do opisu zmiennych ilościowych użyte
zostały standardowe statystyki opisowe: wartości
średnie, odchylenia standardowe oraz mediany
i zakresy. Dla zmiennych ilościowych badana była
hipoteza o zgodności rozkładu danej cechy z rozkła-
dem normalnym. W tym celu użyto testu Shapiro-
-Wilka oraz testu graficznego typu Q-Q (Q-Q plot).
Przy porównaniu dwóch grup dla zmiennych ilo-
ściowych użyto testu Wilcoxona dla prób niezależ-
nych (Wilcoxon Rank-Sum Test), ponieważ rozkłady
tych zmiennych wykazywały odchylenia od rozkła-
du normalnego. Związek pomiędzy zmiennymi
jakościowymi badano w układzie tabel kontyngencji
za pomocą testu χ2 lub dokładnego testu Fishera,
gdy wartości oczekiwane w komórkach tabeli nie
były wystarczająco duże (tzn. powyżej 5).

WYNIKI

Przeciwciała przeciwko nukleosomom (Nu+)
obecne były u 20 z 52 (38,46%) pacjentów z SLE 
(w tym u 19 kobiet – 95%, oraz u 1 mężczyzny – 5%),
natomiast nie stwierdzono ich (Nu–) u 32 (61,54%)
pacjentów (u 30 kobiet – 93,75%, oraz u 2 mężczyzn
– 6,25%). Tylko u 1 pacjenta z 50 (2%) z twardziną
układową wykryto przeciwciała przeciwko nukleo -
somom (ryc. 2.).

Nie wykazano istotnych statystycznie różnic pod
względem płci (w obu grupach znacznie przeważały
kobiety), wieku, wieku w chwili początku choroby
ani czasu trwania choroby pomiędzy pacjentami
z przeciwciałami przeciwko nukleosomom a pacjen-
tami bez tych przeciwciał.

W grupie pacjentów, u których nie stwierdzono
przeciwciał przeciwko nukleosomom, miana ANA
na komórkach Hep-2 mieściły się między 80 a 5120
(średnia 690 ±955,85, dolny kwartyl 320, mediana
320, górny kwartyl 640). U pacjentów z przeciwcia-
łami przeciwko nukleosomom występowały wyższe
miana przeciwciał ANA (średnia 1136 ±1148,98, dol-
ny kwartyl 480, mediana 640, górny kwartyl 1280)
(tab. II).

Analiza statystyczna z użyciem testu Wilcoxona
wykazała istotnie statystycznie (p = 0,0119) wyższe
miana przeciwciał ANA u pacjentów z przeciwciała-
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mi przeciwko nukleosomom w porównaniu z grupą
pacjentów bez tych przeciwciał (ryc. 3.).

Przeciwciała przeciw dsDNA wykrywane na 
ko mórkach Crithidia luciliae występowały u 16 z 20
(80%) pacjentów z dodatnimi przeciwciałami prze-
ciwko nukleosomom. U pacjentów bez przeciwciał
przeciwko nukleosomom odnotowano ich obecność
w 5 z 32 (15,63%) przypadków. Zarówno z użyciem
dokładnego testu Fishera, jak i testu χ2 wykazano
wyraźną statystycznie dodatnią zależność między
występowaniem przeciwciał przeciwko nukleoso-
mom a występowaniem przeciwciał dsDNA.

Znamienny białkomocz, powyżej 0,5 g/dobę, wy -
stępował u 11 z 20 (55%) pacjentów z przeciwciałami
przeciwko nukleosomom. W tej grupie nie stwier-
dzono białka w moczu jedynie w 3 przypadkach.
U pacjentów bez przeciwciał przeciwko nukleoso-
mom w 50% przypadków nie stwierdzono białko-
moczu (tab. III, ryc. 4.).

Analiza statystyczna z użyciem dokładnego testu
Fishera i χ2 wykazała istotną statystycznie różnicę
występowania białkomoczu u pacjentów z przeciw-
ciałami przeciwko nukleosomom w porównaniu
z pacjentami bez tych przeciwciał (odpowiednio 
p = 0,0025 i p = 0,0024).

Przeciwciała anty-dsDNA wykryte na komórkach
Crithidia luciliae w 11 przypadkach występowały
u pacjentów z białkomoczem powyżej 0,5 g/dobę
(ryc. 5.). Analiza statystyczna z użyciem dokładnego
testu Fishera i χ2 wykazała istotną statystycznie róż-

nicę występowania białkomoczu u pacjentów
z obecnymi przeciwciałami przeciwko dsDNA
w porównaniu z osobami bez tych przeciwciał (od-
powiednio p = 0,0076 i p = 0,0065).

U pacjentów z obecnymi przeciwciałami przeciw-
ko nukleosomom stwierdzono wyższą aktywność
procesu chorobowego ocenianą w skali SLAM (śred-
nia 11,9, odchylenie standardowe 6,58, mediana 11,0,
dolny kwartyl 9,0, górny kwartyl 14,5) niż u pacjen-
tów bez tych przeciwciał (średnia 8,75, odchylenie

TTaabbeellaa  IIIIII.. Białkomocz u pacjentów z przeciwciałami przeciwko nukleosomom i bez tych przeciwciał
TTaabbllee  IIIIII.. Proteinuria in patients with and without antinucleosome antibodies

Współistnienie Białkomocz Białkomocz Bez białkomoczu Razem
przeciwciał > 0,5 g/dobę < 0,5 g/dobę

Nu+ 11 (55%) 6 (30%) 3 (15%) 20 (100%)

Nu– 4 (12%) 12 (38%) 16 (50%) 32 (100%)

razem 15 17 20 52

RRyycciinnaa  44.. Różnice w występowaniu białkomoczu u pacjentów
z przeciwciałami przeciwko nukleosomom i bez nich
FFiigguurree  44.. Differences in presence of proteinuria in patients with 
and without antinucleosome antibodies
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standardowe 4,32, mediana 7,5, dolny kwartyl 5,5,
górny kwartyl 11,0) (ryc. 6.).

Aktywność choroby w skali SLAM była wyższa
u pacjentów z przeciwciałami przeciwko nukleoso-
mom (w teście Wilcoxona p = 0,0648, na granicy zna-
mienności statystycznej), co sugeruje wyraźną tenden-
cję do występowania cięższego przebiegu choroby
w tej grupie pacjentów.

OMÓWIENIE

Toczeń rumieniowaty układowy to interdyscy-
plinarna choroba autoimmunologiczna i choć jest
ona znana od wielu lat, wciąż wiele zachodzących
w niej procesów patologicznych pozostaje niewyja-
śnionych. Na świecie ciągle trwają badania nad
nowymi, bardziej specyficznymi i czułymi metoda-
mi diagnostyki, monitorowaniem przebiegu i lecze-
niem SLE.

Wykrywanie przeciwciał ANA jest bardzo waż-
nym elementem diagnostyki pacjentów z SLE. Nie-
które z nich pojawiają się przed klinicznym począt-
kiem choroby, inne wiążą się ze specyficznymi
objawami i wskazują na potrzebę rozszerzenia diag -
nostyki.

W ostatnich latach pojawiło się wiele publikacji
dotyczących autoprzeciwciał przeciwko nukleoso-
mom, które mogłyby być czułym markerem tocznia
rumieniowatego układowego, zwłaszcza jego ak tyw -
nych postaci, w tym przebiegających z zajęciem
nerek [14–18].

Uważa się, że rdzeń nukleosomu pozbawiony
histonu H1, zawierający 146–148 par zasad DNA,
oraz histony rdzeniowe H2A, H2B, H3, H4 są bardzo
słabo immunogenne. Immunogenne wydają się
zmienione nukleosomy, np. w trakcie procesu apop-
tozy. Podczas tego procesu konstytutywne DNA
i histony poddawane są zmianom, a histony potrans -
lacyjnym modyfikacjom. W sprzyjających okoliczno-
ściach, przy nadmiarze uwolnionego materiału
apoptotycznego i upośledzonym jego usuwaniu te
zmienione nukleosomy odgrywają istotną rolę
w zaburzeniach równowagi między tolerancją im -
munologiczną i autoimmunizacją. Stymulacja autore-
aktywnych limfocytów T, a następnie limfocytów B
prowadzi do produkcji autoprzeciwciał skierowa-
nych przeciwko nukleosomom, histonom i natywne-
mu dwuniciowemu DNA. Według Mullera i wsp.
[23] patogenność przeciwciał przeciwko nukleoso-
mom może się wiązać np. z opsonizacją komórek
apoptotycznych, indukcją apoptozy, aktywacją
komórek prezentujących antygen za pośrednictwem
kompleksów immunologicznych złożonych z nukle-
osomów i przeciwciał skierowanych przeciwko nim.
Patogenną rolę odgrywa także wiązanie tych kom-
pleksów immunologicznych do cząsteczek błony

podstawnej, takich jak siarczan heparanu, laminina,
kolagen IV, lub bezpośrednie wiązanie przeciwciał
przeciwko nukleosomom do krzyżowo reagujących
cząsteczek, np. α-aktyniny. Dokładne badania w mi -
kroskopie elektronowym wykazały zarówno u ludzi
z toczniem, jak i w modelach zwierzęcych, że prze-
ciwciała przeciwko nukleosomom współwystępują
w błonie podstawnej kłębuszków nerkowych z frag-
mentami apoptotycznej chromatyny [23].

Zmiany nerkowe są jednym z najpoważniejszych
objawów SLE. Kompleksy immunologiczne odkła-
dają się w kłębuszkach nerkowych (podśródbłonko-
wo, podnabłonkowo, w mezangium, wzdłuż błon
podstawnych cewek nerkowych, w ścianach tętni-
czek wewnątrznerkowych), co prowadzi do rozwoju
stanu zapalnego oraz destrukcji miąższu nerki. 
Objawy nefropatii toczniowej występują u 30–80%
pacjentów z SLE. Zazwyczaj zmiany te poprzedzone
są innymi objawami tocznia: zapaleniem stawów,
zmianami skórnymi czy zaburzeniami hematolo-
gicznymi, ale mogą być również (prawie u 25%
pacjentów) pierwszym objawem choroby. Komple -
ksy immunologiczne odkładające się w postaci zło-
gów odgrywają istotną rolę w rozwoju tocznia ner-
kowego. Fragmenty chromatyny zawarte w tych
kompleksach mogą być zarówno czynnikiem wywo-
łującym, jak i celem dla przeciwciał skierowanych
przeciwko dsDNA i nukleosomom [24]. Nukleoso-
my stwierdzono w kłębuszkowych depozytach
u pacjentów z toczniem nerkowym i uzyskiwano
z eluatów kłębuszkowych [25]. Nie wiadomo, w jaki
sposób powstają in vivo kompleksy immunologiczne
złożone z nukleosomów i przeciwciał przeciwko
nim skierowanych. Znane są trzy teorie dotyczące
ich powstawania. Pierwsza z nich zakłada, że kom-
pleksy immunologiczne tworzą się poprzez połą -
czenie przeciwciał i nukleosomów uwolnionych
z komórek apoptotycznych, a następnie osadzają się
w miąższu nerki oraz inicjują kaskadę zapalną, co
zaburza proces filtracji i prowadzi do proteinurii.
Nie wiadomo, gdzie dokładnie tworzą się komple -
ksy immunologiczne [24]. Druga teoria mówi
o przyłączeniu nukleosomu do błony podstawnej
kłębuszka, w której zostaje on uwięziony i staje się
docelową strukturą dla przeciwciał przeciwko 
niemu skierowanych. Połączenie dodatnio nała-
dowanych części histonów eksponowanych na po -
wierzchni nukleosomów z ujemnie naładowanymi
komponentami błony podstawnej kłębuszków ner-
kowych, takimi jak siarczan heparanu i kolagen IV,
warunkuje przywiązanie nukleosomu do błony pod-
stawnej. Nie jest jednak pewne, czy kompleksy
immunologiczne wiążą się z błoną podstawną, czy
też najpierw przyłączają się do niej nukleosomy,
a następnie są one rozpoznawane in situ przez prze-
ciwciała [25]. Trzecia teoria dotyczy krzyżowego
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wiązania się przeciwciał do nerkowych antygenów,
takich jak α-aktynina czy laminina [19].

Obecność w surowicach pacjentów z SLE prze-
ciwciał przeciwko nukleosomom w klasie IgG,
zwłaszcza w klasie IgG3, może być nowym marke-
rem szczególnie aktywnego SLE, a przede wszyst-
kim tocznia nerkowego. Ponadto wiele danych
wskazuje na to, że przeciwciała przeciwko nukleoso-
mom występują w surowicy chorych na SLE bardzo
wcześnie, zanim pojawią się inne markery, np. prze-
ciwciała przeciwko dsDNA [26]. Stosując testy Euro-
immune II generacji, stwierdzono je nie tylko
u pacjentów z aktywną postacią choroby, lecz także
w przypadkach nieaktywnych, w których nie wystę-
powały przeciwciała dsDNA. Zdaniem niektórych
autorów przeciwciała przeciwko nukleosomom
mogą być bardziej czułym markerem SLE niż prze-
ciwciała przeciwko dsDNA [27]. W innych bada-
niach nie wykazano większej koncentracji prze -
ciwciał przeciwko nukleosomom w surowicach
pobranych od pacjentów z III i IV klasą lupus nephri-
tis w porównaniu z pacjentami z tzw. inactive lupus
nephritis, natomiast przeciwciała anty-dsDNA były
obecne w znacznie większym mianie w przypad-
kach lupus nephritis niż w inactive nephritis. Bigler
i wsp. wykazali obecność przeciwciał przeciwko
nukleosomom u 89% pacjentów z lupus nephritis
i u 80% bez zmian nerkowych, podczas gdy zmia-
nom nerkowym w większym odsetku towarzyszyły
przeciwciała anty-dsDNA (94,3%), które stwierdzo-
no w 84,5% u pacjentów bez zmian nerkowych [28].
Wyniki te z jednej strony wskazują na częstsze
występowanie przeciwciał przeciwko nukleosomom
w lupus nephritis, a z drugiej na ich ograniczoną
przydatność w określaniu aktywności zmian nerko-
wych.

Podobne wyniki – brak istotnej statystycznie róż-
nicy pomiędzy występowaniem przeciwciał prze-
ciwko nukleosomom i zajęciem nerek – uzyskali Prad-
han i wsp. [29], Ravirajan i wsp. [30] i Quattrocchi
i wsp. [31]. Z kolei Benucci i wsp. wykazali, że
u pacjentów z dodatnimi przeciwciałami przeciwko
nukleosomom występuje bardziej aktywny osad
moczu niż u pacjentów bez tych przeciwciał [32].

W materiale własnym w 55% przebadanych przy-
padków z przeciwciałami przeciwko nukleosomom
wykryto patologię w obrębie nerek, objawiającą się
znamiennym białkomoczem powyżej 0,5 g/dobę
i/lub nefropatią potwierdzoną wynikiem biopsji
nerki, natomiast u 30% pacjentów z przeciwciałami
przeciwko nukleosomom białkomocz wynosił poni-
żej 0,5 g/dobę. Tylko u 12% pacjentów, u których nie
stwierdzono przeciwciał przeciwko nukleosomom,
występował znamienny białkomocz i/lub nefropatia
toczniowa. Analiza statystyczna z użyciem dwóch
testów (dokładnego testu Fishera i χ2) wykazała, że

istotnie statystycznie częściej nerki były zajęte
u pacjentów z obecnymi przeciwciałami przeciwko
nukleosomom (odpowiednio p = 0,0025 i p = 0,0024).
Podobne wyniki dotyczące silnego związku prze-
ciwciał przeciwko nukleosomom z zajęciem nerek
uzyskali: Hung i wsp. [33], Berden i wsp. [34], Bruns
i wsp. [35], Bennuci i wsp. [32], Simon i wsp. [36],
Dϋzgϋn i wsp. [37] i Cairns i wsp. [15]. W badaniu
Simona i wsp. [36], oprócz zajęcia nerek, uzyskano
istotny związek występowania przeciwciał przeciw-
ko nukleosomom ze zmianami stawowymi oraz
zmianami o charakterze malar rash i owrzodzeniami
na błonach śluzowych. Dotyczyło to pacjentów
z toczniem o wczesnym początku choroby.

Według wielu badaczy poziom przeciwciał prze-
ciwko nukleosomom koreluje z poziomem przeciw-
ciał przeciwko dsDNA [38], ale są też przypadki,
w których stwierdza się przeciwciała przeciwko
nukleosomom przy braku przeciwciał przeciwko
dsDNA [39]. W badaniach Dϋzgϋn i wsp. stwierdzo-
no, że spośród 39% pacjentów z zajęciem nerek
u 74,5% występowały przeciwciała przeciwko nu kle-
o somom, a u 78,4% przeciwciała przeciwko dsDNA,
natomiast w grupie osób, u których nie stwierdzono
przeciwciał przeciwko dsDNA, przeciwciała prze-
ciwko nukleosomom występowały u 31,4% [37].
W badaniach Su i wsp. wśród 61% chorych z prze-
ciwciałami antynukleosomowymi przeciwciała
anty-dsDNA nie były obecne u 51% [40]. W innym
badaniu spośród 79% pacjentów z obecnymi prze-
ciwciałami przeciwko nukleosomom u 24% nie
wykryto przeciwciał przeciwko dsDNA [41].

Podobnie w materiale własnym u 20% (u 4 z 20)
chorych z autoprzeciwciałami nukleosomowymi nie
wykryto przeciwciał anty-dsDNA w teście na Crithi-
dia luciliae, natomiast 16% chorych bez autoprzeciw-
ciał nukleosomowych miało przeciwciała przeciwko
dsDNA, co wskazuje, że w diagnostyce SLE należy
wykonywać badania zarówno w kierunku przeciw-
ciał przeciwko dsDNA, jak i przeciwko nukleoso-
mom. Dane te wskazują również, że przeciwciała
przeciwko nukleosomom mogą być szczególnie
pomocne w diagnostyce przypadków SLE, w któ-
rych nie wy stępują przeciwciała przeciwko dsDNA.
W materiale własnym wykazano ponadto, że miana
przeciwciał przeciwko dsDNA w teście im munoflu-
orescencji pośredniej były istotnie statystycznie wyż-
sze u pacjentów z przeciwciałami przeciwko nukle-
osomom (p < 0,0001) w porównaniu z pa cjen tami bez
tych przeciwciał.

W wielu badaniach podkreśla się związek obecno-
ści przeciwciał przeciwko nukleosomom z nasileniem
aktywności SLE. W badaniach Hung i wsp. [33] wy-
kazano silny związek poziomu przeciwciał przeciw-
ko nukleosomom z aktywnością choroby w skali
BILAG. Z kolei Ghirardelloa i wsp. w swoich
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dwuletnich badaniach z użyciem skali ECLAM
i SLICC/ACR nie stwierdzili związku pomiędzy
poziomem przeciwciał przeciwko nukleosomom
a aktywnością SLE i uszkodzeniem narządów
wewnętrznych [42]. W badaniach Dϋzgϋn i wsp. [37],
Su i wsp. [40] oraz Suleiman i wsp. [43] wykazano
natomiast korelację między występowaniem przeciw-
ciał przeciwko nukleosomom a nasileniem aktywno-
ści choroby w skali SLEDAI. Różnica ta może być
związana z różnymi metodami oceny aktywności
choroby, różną długością czasu jej trwania, wpływem
leczenia oraz różnicami populacyjnymi.

Oznaczanie przeciwciał przeciwko nukleosomom
może mieć implikacje terapeutyczne. W badaniu
Grootscholten i wsp. wykazano, że leczenie cyklo-
fosfamidem lub azatiopryną obniża ich poziom [44].
Rozwój badań nad nukleosomami i patomechani-
zmami z nimi związanymi pozwolił na opracowanie
nowych immunoterapii, które stosuje się na razie
u myszy z toczniem. Podając myszom syntetyczne
peptydy, pochodne nukleosomów, próbuje się
modulować reaktywność limfocytów Th, sekrecję
cytokin i produkcję przeciwciał przez limfocyty [45].
Uzyskane wyniki są bardzo obiecujące. Zaobserwo-
wano obniżenie się poziomu autoprzeciwciał, opóź-
nienie rozwoju powikłań nerkowych oraz wpływ na
regulację limfocytów T [42]. Jest szansa, że w przy-
szłości podobne terapie będzie można stosować
u ludzi.
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