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Progrese in detectarea anticorpilor anti-dsDNA

Advances 1n detection of anti-dsDNA antibodies

Manole Cojocaru

Rezumat

In practica medicald, anticorpii fati de acidul dezoxiribonucleic dublu catenar (dsDNA) sunt printre cei
mai frecventi anticorpi antinucleari (ANA). Corelatia serologica intre dsDNA si evolutia clinica este inca un dome-
niu de controverse. Anticorpii anti-dsDNA prezinta corelatie cu lupusul eritematos sistemic (LES) si este posibil ca
acesti autoanticorpi sd joace rol in patogenia LES. Anticorpii anti-dsDNA folosesc la monitorizarea evolutiei LES.
Anticorpii anti-DNA pot fi impartiti in 2 grupe: aceia care reactioneaza cu DNA denaturat sau monocatenar
(ssDNA) si aceia care recunosc DNA dublu catenar (dsDNA). Detectarea anticorpilor anti-ssDNA este putin utild in
clinica. Anticorpii anti-dsDNA sunt relativ specifici (95%) pentru LES. Rezultatul negativ nu exclude afectiunea.
Numeroase metode au fost folosite pentru detectarea anticorpilor anti-dsDNA: imunofluorescenta indirectd, metoda
imunoenzimaticd, contraimunoelectroforeza, imuno- §i western blotting. Tehnica imunofluorescentei este accesibila
pentru detectarea anticorpilor anti-dsDNA in ser. Kitul utilizat pentru aceasta tehnica contine Crithidia luciliae ca
substrat. Kinetoplastul de Crithidia luciliae contine dsDNA. Martorul pozitiv valideaza testul si ajutd la identificarea
kinetoplastului. Serurile pozitive sunt titrate pana cand ultima dilutie mai prezinta inca fluorescenta kinetoplastului.
Un semn de prognostic nefavorabil in LES este prezenta anticorpilor anti-dsDNA care indica afectarea organelor vi-
tale (ex, rinichiul sau vasele). Aprox. 65% dintre bolnavii cu LES in puseu prezintd anticorpi anti-dsDNA si mai pu-
tin de 5% prezinta titruri crescute cand boala este in remisie. Peste 80% dintre bolnavii cu nefrita lupica prezinta ti-
trul anticorpilor crescut.

Cuvinte cheie: anticorpii anti-dsDNA, LES, evolutia bolii, teste de laborator

Abstract

In clinical practice, antibodies to double-stranded deoxyribonucleic acid (dsDNA) are among the commonly
used antinuclear (ANA) antibodies. The serological correlation between dsDNA and clinical outcome is an area of
controversy. The dsDNA continue to show a high disease correlation with patients suffering from SLE, and it is
possible that they play a role in its pathogenesis. Additionally, they have also been used clinically to monitor disease
activity. Antibodies to DNA can be divided into 2 groups: those that react to denatured or single-stranded DNA
(ssDNA) and those recognizing double-stranded DNA (dsDNA). Tests for anti-ssDNA antibodies have limited
usefulness. In contrast, anti-dsDNA antibodies are relatively specific (95%) for SLE, making them useful for
diagnosis. A negative test does not rule out the disease.

Numerous methods have been devised to detect anti-dsDNA antibodies: indirect immunofluorescence,
immunoenzymatic assay, counter immunoelectrophoresis, immuno- and western blotting. An immunofluorescent
assay (IFA) is now available for the detection of anti-dsDNA antibodies in human serum. This IFA anti-dsDNA test
kit uses Crithidia luciliae as a substrate. The optimally shaped Crithidia luciliae provide easy identification of the
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kinetoplast which contains dsDNA. The use a positive control not only validates the test but helps in the
identification of the kinetoplast. Positive specimens are titred to an end-point determined as the last dilution to show
kinetoplast fluorescence. A poor prognostic sign in SLE is the presence of anti-dsDNA antibodies indicating an
increased likelihool of major organ involvement (e.g., renal disease or vasculitis). About 65% of SLE patients with
active disease have anti-dsDNA antibodies but less than 5% have elevated levels when disease is quiescent. More

than 80% of patients with lupus nephritis have elevated levels
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Acidul dezoxiribonucleic este 0 moleculd
mare care se gaseste in mod natural in doua for-
me diferite: conformatia dublu catenara (dsDNA)
si monocatenara (ssDNA). Aceste molecule con-
tin numerosi determinanti fatd de care pot sa apa-
rad autoanticorpi.

Anticorpii anti-DNA sunt Tmpartiti in
doud grupe: aceia care reactioneaza cu DNA de-
naturat sau monocatenar (ssDNA) si aceia care
recunosc DNA nativ sau dublu catenar (dsDNA)
(1,2). Testele pentru detectarea anticorpilor anti-
ssDNA prezintd importanta clinica limitata. Anti-
corpii anti-dsDNA sunt relativ specifici (95%)
pentru LES si prezintd importan{a in stabilirea di-
agnosticului (30-65% dintre bolnavii cu LES pre-
zinta anticorpi anti-dsDNA).

Anticorpii anti-ssDNA sunt fatd de baze-
le nucleotid ale DNA si sunt prezenti in multe
stari clinice (LES, poliartrita reumatoida, alte boli
inflamatorii, infectii cornice, neoplazii). Anticor-
pii anti-dsDNA nu prezinta semnificatie diagnos-

ticd in LES (3,4). Prezenta anticorpilor anti-
dsDNA sugereaza LES.

S-a demonstrat ca anticorpii anti-dsDNA
joaca rol 1n patogenia LES. Prezenta anticorpilor
anti-dsDNA la pacientii simptomatici este consi-
deratd patognomonicd pentru LES (testul este
specific, dar nu este sensibil pentru LES)

Numeroase metode au fost folosite pen-
tru detectarea anticorpilor anti-dsDNA, dar fieca-
re metoda are limite.

Cei mai importanti sunt autoanticorpii fa-
ta de bazele nucleotid ale moleculei si fata de
dezoxiriboza-fosfat. Autoanticorpii fatd de bazele
nucleotid (anti-ssDNA) sunt cei mai frecventi,
acestia sunt constituentul major al anticorpilor
antinucleari (ANA) care produc patternul omo-
gen la imunofluorescenta indirecta si nu sunt spe-
cifici bolii. Acestia se gasesc la pacientii cu tul-
burdri neimunologice cat si la cei cu boli
autoimmune (poliartrita reumatoida, LES, sclero-
dermie).

Fig. 1. Imunofluorescenta indirecti. Anticorpi anti-dsDNA (pattern negativ)
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Imunospecificitatea

Asocierea cu afectiunea

Anticorpi anti-DNA

e determinanti pe DNA denaturat

e determinanti identici pe DNA nativ i denaturat

titrul crescut in LES
titruri scazute in alte boli reumatice
prezenti in boli reumatice §i nereumatice

Tabelul 1. Imunospecificitatile anticorpilor antinucleari

Autoanticorpii fata de epitopii
dezoxiriboza-fosfat sunt mai putin frecventi.
Acestia sunt prezenti in concentratic mare la
>90% dintre pacientii cu LES. Titrul acestora se
coreleaza cu evolutia bolii la majoritatea pacien-
tilor, facand astfel detectarea acestora utild in di-
agnosticul si managementul pacientilor cu LES
5.

Anticorpii anti-dsDNA prezintd valoare
diagnostica si sunt implicati In patogenia LES.
Fluctuatiile nivelului anti-dsDNA sunt folosite ca
marker pentru evaluarea activitatii bolii (1).

Unele cercetari folosind tehnica ELISA
pentru screening-ul anticorpilor anti-dsDNA (pe
633 de seruri) au semnalat cd anti-dsDNA sunt
prezenti la pacientii cu LES cu mult Tnaintea sta-
bilirii diagnosticului clinic (9,3 ani, cu media de
2,7 ani) (6). S-a observat cd pacientii cu titruri
mari ale anticorpilor anti-dsDNA in momentul
diagnosticului prezenta si afectarea renald. Ace-
iasi autori au remarcat ca cresterea concentratiei
anti-dsDNA contribuie la debutul manifestarilor
clinice la unii dintre pacientii cu LES. De aseme-
nea, s-a observat scaderea semnificativa a titrului
anticorpilor anti-dsDNA dupa tratamentul cu cor-
ticosteroizi. (6).

Pe un lot de 34 de pacienti cu sarcoidoza
s-a semnalat prezenta ANA la 10 dintre pacienti,
iar 2 pacienti au prezentat anticorpi anti-dsDNA
(sarcoidoza se poate asocia cu LES), prezenta
acestor anticorpi nu indicd dezvoltarea ulterioara
a bolii (LES nu a aparut in cei 15 ani de suprave-
ghere) (4)

Pe un lot de 25 pacienti cu hepatitd cro-
nicd cu virus C (72% au prezentat markeri de au-
toimunitate). Folosind tehnica ELISA pentru de-
tectarea anticorpilor anti-dsDNA, s-a semnalat ca
nici unul dintre pacientii investigati nu a prezen-

tat anticorpi anti-dsDNA (7).

Unele studii au aratat ca titrurile anticor-
pilor anti-dsDNA variazd cu evolutia clinica in
LES, indicand ca acest test este util pentru evalu-
area starii clinice a pacientului cu LES (8).
Aceasta asociere este importantd la pacientii cu
nefritd lupica si afectarea SNC. Determinarile re-
petate ale anticorpilor anti-dsDNA sunt cu valoa-
re predictiva mai mare decat dozarea nivelurilor
C3 51 C4in LES.

Alte studii nu au semnalat insd nici o
asociere intre gravitatea LES si titrul anticorpilor
anti-dsDNA (9).

Un alt studiu a sugerat cd monitorizarea
titrurilor anticorpilor anti-dsDNA este utild pen-
tru tratamentul profilactic (10).

A fost analizatd valoarea predictiva a
cresterii titrului anticorpilor anti-dsDNA din cla-
sa [gM comparativ cu cei din clasa IgG pentru a
evalua recaderile la pacientii cu LES. Cresterea
titrului anticorpilor anti-dsDNA din clasa IgM es-
te in contrast cu cresterea titrului anticorpilor din
clasa IgG, nu prezintd valoare predictiva in eva-
luarea recaderilor si nu sunt asociati cu manifes-
tari clinice specifice in LES (11).

Producerea anticorpilor anti-Ro/SS-A si
anti-La/SS-B se coreleaza strans cu LES si este
independentd de producerea de anticorpi anti-
dsDNA (12).

Un studiu care a analizat daca, cu diferite
metode (RIA, ELISA, imunofluorescenta indirec-
td), se obtin informatii comparabile in ceea ce
priveste concentratia anticorpilor anti-dsDNA, a
semnalat ca rezultatele se coreleaza strans (13).

S-au studiat caracteristicile clinice si
imunologice la un grup de bolnavi cu LES. Re-
zultatele au subliniat semnificatia clinica a anti-
corpilor fatd de dsDNA, constatand cd tabloul
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clinic se coreleaza cu titrul crescut al anticorpilor
anti-dsDNA (14).

Unii autori au efectuat un studiu prospec-
tiv asupra semnificatiei diagnostice a anticorpilor
anti-dsDNA aratand cd 85% dintre pacientii fara
tabloul clinic de LES, dar cu titrul relativ crescut
al anticorpilor anti-dsDNA 1in ser au dezvoltat
LES dupa cativa ani (15).

Un alt studiu prospectiv efectuat asupra
unui grup de bolnavi cu LES a demonstrat relatia
dintre evolutia clinica si titrul anticorpilor anti-
dsDNA (13). Autorii au demonstrat ca titrul anti-
corpilor anti-dsDNA creste inaintea aparitiei pri-
melor semne clinice care aratd agravarea si scade
cand afectiunea este in remisie (16,17).

Jonsson §i colab. au urmarit prospectiv
peste 6 ani evolutia la pacienti adulti cu LES. Da-
tele imunologice au relevat ca frecventa crescutd
(73%) a anticorpilor anti-dsDNA la bolnavii cu
LES s-a corelat cu frecventa crescutd a recaderi-
lor (18).

Un studiu prospectiv longitudinal la pa-
cienti cu LES a relevat relatia intre titrul anticor-
pilor anti-dsDNA si evolutia bolii. Agravarea bo-
lii (prezenta simptomelor majore) nu este insotita
mereu de cresterea titrului anticorpilor anti-
dsDNA (19).

Titruri scazute ale anticorpilor anti-
dsDNA au fost observate in special la cei cu LES
in perioada de remisie si la unele cazuri cu avor-

turi repetate (prezenta autoanticorpilor care reac-
tioneaza incrucisat) (19-21). Serologic, exista co-
relatie intre ANA si anti-dsDNA. Titrurile cres-
cute ale anticorpilor anti-dsDNA sunt observate
cand titrurile ANA sunt peste 1/80 (se recomanda
efectuarea Intai a testului pentru ANA) (23).

Unii autori, studiind reactivitatea anti-
dsDNA si anti-nucleosom la bolnavi cu LES, au
semnalat ca afectarea renala nu s-a observat la cei
care nu au prezentat anticorpi anti-dsDNA si nici
anti-nucleosom (24, 25).

Anticorpii anti-dsDNA sunt policlonali
(26). Anticorpii anti-fosfolipide (anticardiolipi-
nici), pot sa reactioneze incrucisat cu anticorpii
anti-dsDNA (27). S-a demonstrat, de asemenea,
reactivitatea 1Incrucisatd a anticorpilor anti-
dsDNA cu proteinele membranei nucleare (28).

Folosirea anticorpilor anti-dsDNA pentru
evaluarea LES variaza printre reumatologi. Unii
monitorizeaza curent titrurile, altii testeaza numai
bolnavii la care titrul anticorpilor anti-dsDNA pa-
re sa reflecte manifestarile clinice, iar altii nu fo-
losesc testul pentru monitorizarea evolutiei LES.

Anticorpii anti-dsDNA sunt absenti la
pacientii cu LES indus de medicamente (22)

Anticorpii anti-dsDNA identificati de
Maxime Seligmann in 1957 rdméan mereu piatra
unghiulara in diagnosticul biologic al LES (<5%
LES seronegativ).

Foto 2. Imunofluorescenta indirectia. Anticorpi anti-dsDNA (patern pozitiv)
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Concluzii

Anticorpii anti-dsDNA sunt printre anti-
corpii antinucleari cel mai frecvent folositi pentru
evaluarea starii bolilor autoimune. Se recomanda
renuntarea la testul dsDNA la cazurile cu ANA
negativ.

Anticorpii anti-dsDNA se pot detecta fo-
losind imunofluorescenta indirecta sau ELISA.

Anticorpii anti-dsDNA sunt relativ speci-
fici (95%) pentru LES.

Absenta anticorpilor anti-dsDNA nu tre-
buie sa excluda LES ca un diagnostic posibil (an-
ticorpii sunt prezenti pand la 60% dintre bolnavii
cu LES).
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