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STReSzczeNIe

WpROWAdzeNIe  Przeciwciała przeciw jąderkowe są wykrywane przeciętnie w 5–10% surowic przeciw‑
ciał przeciwjądrowych (antinuclear antibodies – ANA) dodatnich, ale zaledwie w około 15% przypadków 
(a czasem nawet rzadziej) można precyzyjnie ustalić swoistość przeciw ciał odpowiedzialnych za ten 
typ ANA. W skład jąderek wchodzi bardzo wiele białek, np. nukleolina, fibrylaryna, białko spliceosomu 
(Pm‑Scl), różne polimerazy RNA oraz różnego typu i wielkości transkrypty rRNA. Jąderka zawierają 
także aneksyny (annexins – ANX) typu II  i V. Wiele z tych białek jest „celem” dla auto przeciwciał 
w układowych chorobach tkanki łącznej, a zwłaszcza w twardzinie i zespole nakładania.
ceLe Celem pracy było wypracowanie metodyki różnicowania swoistości auto przeciwciał w przy‑
padku surowic ANA‑dodatnich o typie świecenia „jąderkowym” w immunofluorescencji pośredniej 
(indirect immunofluorescence –  IIF)  ze szczególnym uwzględnieniem przeciw ciał dla aneksyny V, 
należącej do grupy przeciw ciał anty kofaktorowych, typowych dla zespołu anty fosfolipidowego (anti
phospholipid syndrome – APS).
pAcjeNcI I meTOdY W surowicach badanej grupy 12 pacjentów (wyselekcjonowanej ze 150 osób 
chorujących na układowe choroby  tkanki  łącznej) ANA‑dodatnich/Western‑blot‑ujemnych, a wy‑
kazujących typ świecenia „jąderkowy”, oznaczano następujące auto przeciwciała: ANA metodą IIF, 
anty‑Pm‑Scl (marker zespołu nakładania, zapalenia wielo mięśniowego i twardziny), anty kardiolipinę, 
anty‑ANX‑V, anty‑RNA‑azę – wszystkie metodą ELISA. Oznaczano także (metodą Western‑blot) pod‑
stawowy zestaw auto przeciwciał markerowych charakterystycznych dla układowych chorób tkanki 
łącznej. Zastosowano także RNA‑azę w celu eliminacji (poprzez enzymatyczne trawienie) RNA oraz 
skompleksowanych z RNA białek, które są ewentualnym celem dla auto przeciwciał dających  typ 
świecenia ANA‑jąderkowy.
WYNIKI W 5 z 12 (41,7%) surowic ANA‑dodatnich/Western‑blot‑ujemnych od pacjentów z układowymi 
chorobami tkanki łącznej wykryto przeciw ciała dla ANX‑V, kardiolipiny oraz Pm‑Scl. W surowicach 
2 pacjentów wykryto przeciw ciała dla RNA‑azy. W żadnej  z badanych surowic nie wykryto auto‑
przeciwciał dla anty genu Scl‑70  (marker  twardziny)  i SS‑A  (Ro)  (marker  zespołu Sjögrena), które 
także mogą dawać typ „jąderkowy” ANA (atypowy). Testem Western‑blot służącym do wykrywania 
przeciw ciał w zapaleniu wielo mięśniowym tylko w pojedynczych przypadkach wykryto przeciw ciała 
dla anty genu Ku (białko jądrowe), Jo‑I i Pl‑7 (przeciwciała dla syntetaz tRNA). Współwystępowanie 
przeciw ciał dla ANX‑V  i dla kardiolipiny stwierdzono w 4 z 5 surowic  (80%). Także w przypadku 
3 z 5  (60%) surowic stwierdzono współ występowanie przeciw ciał dla ANX‑V  i anty genu Pm‑Scl. 
RNA‑aza użyta jako swoisty „bloker” dla rRNA i RNP‑protein spowodowała częściowy lub całkowity 
zanik świecenia  typu  jąderkowego, ale niezależnie od swoistości badanych surowic  (anty‑ANX‑V, 
anty‑Pm‑Scl czy obu swoistości  razem). Zaobserwowane skutki preinkubacji substratu  (komórki 
Hep‑2)  z RNA‑azą są niejednoznaczne  i mogą być wynikiem zarówno wiązania,  jak  i nietrawienia 
anty genu przez RNA‑azę, ale  także przyłączania  i  tworzenia przeszkody przestrzennej dla wiązania 
innych auto przeciwciał o swoistości anty jąderkowej.
WNIOSKI Te wstępne wyniki są zachęcające, zwłaszcza jeśli chodzi o auto przeciwciała anty‑ANX‑V 
(przeciwciało związane z APS), ale wymagają badań wykonanych na liczniejszych grupach pacjentów 
z układowymi chorobami tkanki łącznej.

SŁOWA KLUczOWe

ANA o typie „jąder‑
kowym”, aneksyna V 
w jąderkach, 
przeciw ciała dla 
aneksyny V, inne 
przeciw ciała 
przeciw jąderkowe
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i swoistymi testami ELISA oraz Western‑blott 
i na ogół nie ma problemów z różnicowaniem 
tych swoistości od innych8. Dodatkowym bodź‑
cem, który skierował naszą uwagę na przeciw‑
ciała o typie jąderkowym, był przypadek pacjenta 
z zespołem nakładania (po wielu latach wystąpił 
u niego zespół anty fosfolipidowy [antiphospholi-
pid syndrome – APS]), u którego przy dodatnich 
ANA nie mogliśmy ustalić ich swoistości (praca 
kazuistyczna równo legle złożona do druku w Pol-
skim Archiwum Medycyny Wewnętrznej).

W przypadku takich „trudnych” surowic 
(ANA‑dodatnich o nieustalonej swoistości) sto‑
sujemy opracowaną w Zakładzie Mikrobio logii 
i Sero logii Instytutu Reumato logii procedurę po‑
legającą na neutralizacji surowicy preparatami bo‑
gatymi w anty geny ENA (extractible nuclear anti-
gens) w celu przybliżonej oceny, czy przeciw ciała, 
których swoistości nie możemy ustalić, pochodzą 
z grupy anty genów ENA.9 Właśnie w przypadku 
wspomnianego powyżej pacjenta po procedu‑
rze neutralizacji nastąpiła zmiana typu świece‑
nia ANA z homo genno‑plamistego na jąderkowy, 
co ponownie skierowało naszą uwagę na przeciw‑
ciała dla ANX‑V. Według danych z literatury1 oraz 
naszej praktyki diagnostycznej przeciw ciała anty‑
kardiolipinowe (anticardiolipin antibodies – ACA) 
i przeciw ciała dla innych fosfolipidów nie dają 
w ANA‑IIF żadnego typu „świecenia”, z wyjąt‑
kiem przeciw ciał anty kofaktorowych (dane wła‑
sne, niepublikowane).

Gdyby zatem udało się opracować metodykę 
różnicowania podstawowych trzech grup przeciw‑
ciał przeciw jąderkowych, to w niektórych przypad‑
kach – oczywiście po wyeliminowaniu przeciw ciał 
dla anty genu Pm‑Scl i przeciw ciał dla anty genu 
RNA‑zależnych (np. U3sn‑RNP, rRNA, polimera‑
zy I RNA) – test ANA‑IIF mógłby być wstępnym 
prostym testem „skriningowym” służącym do wy‑
kazania obecności przeciw ciał anty kofaktorowych 
asocjowanych z APS.10,11

Celem pracy było więc opracowanie meto‑
dyki różnicowania swoistości w przypadku su‑
rowic ANA(+) o typie jąderkowym ze szczegól‑
nym uwzględnieniem różnicowania przeciw‑
ciał anty‑ANX‑V i innych przeciw ciał przeciw‑
jąderkowych.

pAcjeNcI I meTOdY Badaniom poddano surowi‑
ce 12 pacjentów (wybrane ze 150 surowic) z ukła‑
dową chorobą tkanki łącznej hospitalizowanych 
w klinikach Instytutu Reumato logii, które w bada‑
niu ANA wykazywały typ świecenia „jąderkowy”, 
ale wyniki testu Western‑blot były ujemne.

W surowicach oznaczano następujące para‑
metry:
1 ANA metodami IIF i „Colorzyme” (na pre‑
paratach komórek Hep‑2 firmy Biomedica 
i „Euroimmun”)
2 przeciw ciała dla kardiolipiny metodą ELISA 
z zastosowaniem testów (firmy Biomedica Po‑
land Sp. z o.o.)
3 przeciw ciała dla anty genu Pm‑Scl metodą 
ELISA (firmy Biomedica Poland Sp. z o.o.)

WpROWAdzeNIe Przeciwciała przeciw jąder‑
kowe, wykrywane w 5–10% przypadków suro‑
wic przeciwciał przeciwjądrowych (antinuclear 
antibodies – ANA) dodatnich, są bardzo częstym 
problemem w serodiagnostyce, ponieważ sta‑
nowią aż około 75% surowic (dane własne auto‑
rów), w których przy dodatnich ANA nie udaje się 
ustalić swoistości auto przeciwciał odpowiedzial‑
nych za ten typ ANA.1,2 Jąderka to nieobłonione 
struktury w obrębie jądra, których główna funkcja 
polega na wytwarzaniu składowych rybosomów. 
Są one bogate epitopowo i zawierają cały szereg 
auto antygenów białkowych, takich jak nukleolina 
i fibrylaryna, enzymów – polimeraza I RNA, in‑
nych nukleaz, a także tzw. pierwotne „transkryp‑
ty” polimerazy I RNA oraz anty gen Pm‑Scl (układ 
19 peptydów)1,3 i tzw. organizator jąderka (nucle-
olar organizing region – NOR). Jąderka zawierają 
także aneksyny (annexins – ANX) II i V, których 
rola w jąderkach nie została ostatecznie ustalona, 
ale wydaje się, że odgrywają ważną rolę w kom‑
pletowaniu i transportowaniu rybosomów do cy‑
toplazmy i są związane z polisomami zasocjowa‑
nymi z cytoszkieletem.4,5 Pewien wkład w genero‑
wanie typu jąderkowego ANA mają takie przeciw‑
ciała, jak anty‑Ro i anty‑Scl‑70,6,7 dając czasem 
tzw. atypowy typ ANA‑jąderkowego, ale w przy‑
padku obu tych przeciw ciał dysponujemy czułymi 

RYcINA 1   Przykłady 
typów świecenia 
jąderkowego w teście 
ANA‑IIF z surowic 
o różnych swoistościach: 
A – anty‑ANX‑V, B – 
anty‑Pm‑Scl, c – 
przeciw ko anty genom 
rRNA i RNA‑białko

A

B

C
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4 przeciw ciała dla anty genu ANX‑V metodą 
ELISA (firmy Biomedica Poland Sp. z o.o.)
5 przeciw ciała dla rybonukleazy oznaczanej 
metodą własną w preparatach RNA‑azy z trzust‑
ki cielęcej 5 razy krystalizowanej (firmy Koch‑

‑Light Labs. Ltd)
6 test Western‑blot typ ANA‑ENA‑recom‑Line 
(firmy Biomedica Sp. z o.o.)
7 test Western‑blot typ “Myositis” (firmy 
Euroimmun)
8 metoda neutralizacji przeciw ciał preparatem 
RTEx i BSEx w opracowaniu własnym9

9 znakowanie przeciw ciał anty‑ANX‑V i RNA‑aza 
Fluoro Tag™ FITC Conjugation Kit (Sigma)

10 oznaczanie mian ANX‑V metodą ELISA te‑
stem firmy Pointe Scientific
11 monoklonalne surowice anty‑ANX‑V (firmy 
Biomedica Poland Sp. z o.o. – dystrybutor).

WYNIKI Wszystkie badane surowice były ujem‑
ne w teście Western‑blot ANA/ENA‑recom Line, 
dlatego szczególnie dokładnie analizowano ob‑
razy z mikro skopu fluorescencyjnego (stosując 
różne rozcieńczenia badanych surowic) na obec‑
ność przeciw ciał charakterystycznych dla anty‑
genu NOR oraz fibrylaryny i polimerazy I, gdyż 
dają one nieco odmienny typ ANA.1 Dodatkowo 
wykonano oznaczenia metodą IIF oraz ELISA 
przeciw ciała charakterystycznego dla ANA typu 

„jąderkowego” – anty‑Pm‑Scl, dla ANX‑V (RYcINA 1). 
Obecność przeciw ciał dla RNP‑protein, RNA‑po‑
limerazy I oraz „transkryptów” rRNA (o różnym 
ciężarze cząsteczkowym) wykazywaliśmy meto‑
dą blokowania odczynu ANA‑IF wysoko oczysz‑
czoną RNA‑azą, która jak wiadomo inaktywu‑
je anty geny z grupy Usn‑RNP i trawi transkryp‑
ty rRNA (obecne w jąderkach). Dodatkowo me‑
todą ELISA i Western‑blot oznaczano obecność 
takich przeciw ciał, jak anty‑Cl, anty‑RNA‑aza, 
anty‑syntetazy (Jo‑I, Pl‑7 i Pl‑12), anty‑Mi‑2 
oraz anty‑Ku. Wyniki oznaczeń przed stawiono 
w TABeLI 1. Stwierdzono przeciw ciała dla kardioli‑
piny w 5 z 12 (41,7%) surowic, dla anty genu Pm‑

‑Scl również w 41,7% i dla ANX‑V także w 41,7%. 
W 2 przypadkach (na 12) stwierdzono zwiększo‑
ne miana przeciw ciał dla RNA‑azy.

W żadnej z badanych surowic nie wykryto auto‑
przeciwciał dla anty genu Scl‑70 i SS‑A (Ro), które 
także mogą dawać typ „jąderkowy” ANA (atypo‑
wy). W tescie Western‑blot, służącym do wykry‑
wania przeciw ciał w zapaleniu wielo mięśniowym, 
tylko w pojedynczych przypadkach wykazano 
obecność przeciw ciał dla anty genu Ku, Jo‑I i ba‑
danych Pl‑7. Współwystępowanie przeciw ciał dla 
ANX‑V i dla kardiolipiny stwierdzono w 4 z 5 su‑
rowic (80%). W 3 z 5 surowic (60%) stwierdzo‑
no współ występowanie przeciw ciał dla ANX‑V 
i anty genu Pm‑Scl.

RNA‑aza – zastosowana jako swoisty blo‑
ker przeciw ciał dla wspomnianych anty genów 
RNA‑zależnych (w 9 przypadkach z 12) – powo‑
dowała całkowite wygaszenie lub znaczne osłabie‑
nie (w metodzie ANA‑IIF) świecenia typu „jąder‑
kowego”. Wyniki preinkubacji wybranych surowic 
z RNA‑azą przed stawiono na RYcINIe 2.

Problem seronegatywności surowic pod wzglę‑
dem obecności w nich auto przeciwciał marke‑
rowych dotyczy większości układowych chorób 
tkanki łącznej, a jego przyczyny są różnorakie. 
Po pierwsze, może on być wynikiem genetycznie 
uwarunkowanej odpowiedzi układu odpornościo‑
wego (typ anty genów układu zgodności tkankowej) 
na określony auto antygen.1 Po drugie, nieobec‑
ność auto przeciwciał markerowych może być 
wynikiem związania tychże w tankach (kom‑
pleksy in situ), ewentualnie związania auto‑
przeciwciał w krążących kompleksach immuno‑
logicznych. W obu przypadkach mamy ten sam 

TABeLA 1  Częstość występowania wybranych auto przeciwciał w badanej grupie 
surowic ANA – dodatniej (typ jąderkowy)

Nr pacjenta Badane auto przeciwciałaa

anty‑kardiolipina anty‑ANX‑V anty‑Pm‑Scl anty‑RNA‑aza

13098 – – – –

15497 +++ – – –

15333 + +/– – +/–

15040 ++ + + +

14765 + + – –

15302 – – + –

15239 – – +/– –

  5748 + + + –

18883 – +/– + –

19340 – – – –

21812 – – – +

23775 – – – –

a  Miana przeciwciał oznaczane w skali pięciostopniowej (– do +++)

A

B

RYcINA 2   
Wygaszanie świecenia 
typu jąderkowego 
po preinkubacji kom. 
Hep‑2 z RNA‑azą: 
A – kontrola, 
B – preinkubacja 
z RNA‑azą
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w sposób istotny zwiększa wykrywalność tych 
ważnych auto przeciwciał markerowych.

Ponadto zaobserwowane skutki preinkubacji 
substratu, jakim są komórki Hep‑2 z RNA‑azą, 
są niejednoznaczne i mogą być wynikiem zarów‑
no wiązania, jak i wytrawienia anty genu przez 
RNA‑azę, ale także przyłączania i tworzenia prze‑
szkody przestrzennej dla wiązania innych auto‑
przeciwciał o swoistości anty jąderkowej.

WNIOSKI Te wstępne wyniki są zachęcające, 
zwłaszcza w odniesieniu do auto przeciwciał anty‑

‑ANX‑V (przeciwciało związane z APS), ale ko‑
nieczne są badania na liczniejszych grupach pa‑
cjentów z układowymi chorobami tkanki łącznej – 
wskazuje to, że stosunkowo często występują one 
razem, co może być charakterystyczne dla jakie‑
goś określonego podtypu klinicznego twardziny 
lub zespołu nakładania skojarzonego z APS. Po‑
nieważ dokładna charakterystyka kliniczna gru‑
py nie jest znana, a liczba surowic jest relatywnie 
niewielka, badania będą kontynuowane na więk‑
szych grupach surowic dających ten typ ANA. 
Jednak już w efekcie badań tej stosunkowo nie‑
wielkiej grupy surowic rysuje się możliwość ta‑
kiego dopracowania metodyki, która pozwalała‑
by, choć tylko z pewnym prawdo podobieństwem, 
w przypadku surowic ANA o typie jąderkowym 
(Western‑blott‑ujemnych) wykrywać obecność 
przeciw ciał z grupy charakterystycznej dla APS, 
które według danych dostępnych w literaturze 
nie dają odczynów ANA‑dodatnich.1

Konkretne wyniki wskazują na możliwość 
wykrywania metodą ANA‑IIF przeciw ciał dla 
ANX‑V zlokalizowanej w jąderkach. Wiadomo, 
że ANX‑V jest jednym z białek kofaktorowych 
dla przeciw ciał ACA – ważnego markera zespo‑
łu anty fosfolipidowego. Dopracowanie techniki 
oznaczania przeciw ciał anty‑ANX‑V może uczynić 
z metody ANA‑IIF (w przypadku świecenia typu 
jąderkowego) prosty i użyteczny test w przypad‑
ku układowych chorób tkanki łącznej ze współ‑
występującym APS.
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Szczególnie trudne jest ustalenie swoistości 
w obrębie auto przeciwciał dających ANA o typie 

„jąderkowym”. Przeciwciała przeciw jąderkowe 
są wykrywane przeciętne w 5–10% surowic 
ANA‑dodatnich, ale zaledwie w około 15% (a cza‑
sem nawet mniej) przypadków można ustalić pre‑
cyzyjnie swoistość przeciw ciał odpowiedzialnych 
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ABSTRAcT

INTROdUcTION Anti „nucleolar” antibodies are estimated to be present in about 5–10% of anti‑nuc‑
lear antibodies‑positive (ANA), but only in about 15% of cases (sometimes in lower percentages) 
it  is possible to assess precisely the specificity of antibodies responsible for this pattern of ANA. 
Nucleoli are composed of many proteins, e.g. nucleolin, fibrillarin, Pm‑Scl (spliceosome component), 
RNA‑polymerases and different sizes rRNA transcripts. Nucleoli also contain annexins (ANX) II and 
V. Many of these proteins are target molecules for auto antibodies generated  in connective tissue 
diseases (CTD) – especially in scleroderma and overlap syndromes. 
OBjecTIveS The aim of this study was to work out methods for differentiation of antibody specifici‑
ties in the case of sera ANA‑positive with the nucleolar pattern in indirect immunofluorescence (IIF), 
with a particular concern directed to anti‑Annexin V antibodies (belonging to anticofactor antibody 
system – characteristic of antiphospholipid syndrome [APS]).
pATIeNTS ANd meThOdS  In the sera of the tested group of 12 (selected from 150 subjects suffering 
from different kinds of CTD) ANA‑positive (Western‑blott negative) and showing the nucleolar type 
of ANA pattern patients, the following auto antibodies were assessed: ANA‑IIF, anti‑Pm‑Scl (overlap 
syndrome marker), anticardiolipin, antiannexin V, anti‑RNA‑ase – all using the ELISA method. With 
the use of the Western‑blott method a basic set “marker” auto antibody in CTD was estimated, and 
the RNA‑ase was used for elimination (by enzymatic digestion) of RNA‑s and RNA‑protein complexes 
– a possible target for auto antibodies giving the nucleolar pattern.
ReSULTS In 5 out of 12 sera (41.7%) of ANA‑positive/Western‑blott‑negative CTD patients antibo‑
dies against Annexin V, cardiolipin, Pm‑Scl were detected.  In 2 out of 12 patient sera antibodies 
to the RNA‑ase were found. None of the tested sera showed the presence of auto antibodies aga‑
inst antigen Scl‑70  (scleroderma marker), and SS‑A  (Sjögren syndrome marker), which can also 
give  the atypical nucleolar ANA‑pattern. Only  in  few sera “myositis” – blotts showed antibodies 
to antigen Ku  (nuclear protein), Jo‑1 and Pl‑7  (anti‑tRNA synthetases – polymyositis markers) – 
myositis and overlap syndrome markers.  In 80% of  tested sera  the co‑appearance of anti‑ANX‑V 
and anticardiolipin antibodies was observed. The presence of antibodies against ANX‑V  together 
with Pm‑Scl was con firmed in 60% of sera The RNA‑ase, used as a specific rRNA and RNP‑protein 
blocker,  resulted  in a partial or  total disappearance of  the “nucleolar” pattern, but  independently 
of the tested serum specificity (anti‑ANX‑V, anti‑Pm‑Scl or both together). The observed RNA‑ase 
treatment of the Hep‑2 cells effects are equivocal and they may result from either binding or digestion 
the antigen by the RNA‑ase, but also from forming a sterical hindrance for the auto antigen binding 
to another “nucleolar” antigens.
cONcLUSIONS  These preliminary  results are  inter esting, especially as concerns anti‑ANX‑V auto‑
antigens (associated with APS), but they require further research  including bigger groups of CTD 
patients.
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