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δεν υποδηλώνει αποδοχή τω ν γνωμών του συγγραφέα (νόμος 5343» άρθρο 202, §2).
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Εισαγωγή

Η παρουσία αυτοαντισωμάτων έναντι των ριβονουκλεοπρωτεϊνικών 

συμπλοκών Ro και La αποτελεί συχνό εύρημα σε ορούς αρρώστων με αυτοάνοσα 

νοσήματα, κυρίως όμως στο σύνδρομο Sjogren (σ5) και στο συστηματικό 

ερυθηματώδη λύκο (ΣΕΑ). Η ύπαρξη αυτοαντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών αυτών 

βοήθησε τη μελέτη της δομής και της λειτουργίας των ριβονουκλεοπρωτεϊνικών 

αυτών συμπλοκών- από την άλλη μεριά, η ανάλυση των συμπλοκών αυτών και η 

κλωνοποίηση των αντιγόνων βοήθησαν σημαντικά στην κατανόηση της 

ανοσολογικής βάσης της αυτοανοσίας.

Η ιστορία ανίχνευσης των δύο αυτών αυτοαντισωμάτων και της 

απομόνωσης των αντίστοιχων αντιγόνων τους παρουσιάζει κάποια ιδιαιτερότητα, 

καθώς για αρκετά χρόνια, ερευνητές που δούλευαν ανεξάρτητα, ανακοίνωναν την 

ανίχνευσή τους με διαφορετική κάθε φορά ονομασία, ώστε τελικά να δημιουργηθεί 

σύγχυση. Συγκεκριμένα, το 1958, ο Jones1 περιέγραψε την ύπαρξη αντισωμάτων σε 

ορούς ασθενών με σδ που αντιδρούσαν με άγνωστα αντιγόνα εκχυλισμάτων 

δακρυικών και σιελογόνων αδένων. Ακολούθως, οι Anderson και συν2, εξετάζοντας με 

τη μέθοδο της διπλής ανοσοδιάχυσης, 29 ορούς ασθενών με σδ, περιέγραψαν την 

ύπαρξη δύο συστημάτων αντιγόνου-αντισώματος στους 9 από αυτούς. Από τα αρχικά
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της ασθένειας και των ονομάτων των ασθενών, ονόμασαν αυτές τις ιζηματίνες SjD και 

SjT.

Το αντιγόνο SjT βρέθηκε σε μια ποικιλία ιστών ανθρώπινης και άλλης 

ζωικής προέλευσης αλλά το αντιγόνο SjD δεν ανιχνεύθηκε στο εκχύλισμα εγκεφάλου, 

επινεφριδίων και ήπατος (πιθανά για τεχνικούς λόγους). Μελετώντας τις ιδιότητες του 

αντιγόνου SjT, οι Anderson και συν. συμπέραναν ότι η φύση του είναι πρωτεϊνική.

Μερικά χρόνια αργότερα, οι Clark και συν3, απομόνωσαν από ορούς 

ασθενών με συστηματικό ερυθηματώδη λύκο ένα αντιγόνο, που χαρακτήρισαν σαν 

κυτταροπλασματικό όξινο μακρομόριο και που ονόμασαν Ro, από τα αρχικά του 

αρρώστου στον ορό του οποίου ανιχνεύθηκε το αντίσωμα κατά του αντιγόνου αυτού. 

Το αντιγόνο Ro ανιχνεύθηκε σε ένα ευρύ φάσμα ανθρώπινων ιστών αλλά δεν βρέθηκε 

σε ιστούς τρωκτικών. Επίσης, η εξέταση των αντιπυρηνικών αντισωμάτων (ΑΝΑ) με τη 

μέθοδο του έμμεσου ανοσοφθορισμού και με διάφορα υποστρώματα ήταν αρνητική. 

Τα αποτελέσματα αυτά οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι το αντιγόνο Ro βρίσκεται σε 

χαμηλή συγκέντρωση στους ιστούς. Τέλος, επειδή οι οροί με αντι-Ro ειδικότητα ήταν 

σχεδόν αποκλειστικά οροί ασθενών με ΣΕΛ, το αντίσωμα θεωρήθηκε χαρακτηριστικό 

της νόσου. Με παρόμοιο τρόπο, οι Mattioli και Reichlin4, το 1974» ανακάλυψαν το 

αντιγόνο La, του οποίου η αντιγονικότητα καταστρεφόταν με τη δράση της θρυψίνης 

και της ριβονουκλεάσης, πράγμα που υποδήλωνε ότι πιθανά επρόκειτο για σύμπλεγμα 

ριβονουκλεϊκού οξέος και πρωτεΐνης. Τα αντισώματα κατά του La αντιγόνου 

χαρακτηρίστηκαν σαν αυτοαντισώματα που ανιχνεύονται αποκλειστικά σε ορούς 

ασθενών με ΣΕΛ. Επίσης, το γεγονός ότι όλοι σχεδόν οι οροί με αντι-La ειδικότητα 

είχαν και αντι-Ro ειδικότητα, οδήγησε στην υπόθεση κάποιας μοριακής σχέσης μεταξύ 

των δύο αντιγόνων.

Το 1975 και 1976, οι Alspaugh και συν5,6 κατέδειξαν 2 νέα ιζηματικά 

συστήματα, που τα ονόμασαν SS-A και SS-B' η συνύπαρξη των δύο αυτοαντισωμάτων 

στο ίδιο δείγμα ορού αίματος ήταν συχνή. Αρχικά αναφέρθηκαν ότι ανιχνεύονται 

αποκλειστικά σε ορούς ασθενών με σύνδρομο Sjogren, σύντομα όμως αποδείχθηκε ότι
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το SS-B τουλάχιστον δεν ήταν ειδικό για το oS αφού ανιχνεύθηκε και σε ασθενείς με 

ΣΕΛ7.

Τέλος, το 19778, ανιχνεύθηκε ένα ακόμη αυτοαντιγόνο, το Ha σε ορούς 

ασθενών με πρωτοπαθές oS και ασθενών με ΣΕΛ και δευτεροπαθές oS9.

Η σύγχυση λύθηκε το 1979 όταν οι Alspaugh και Maddison10 σε μια μελέτη με 

δεδομένα δύο διαφορετικών εργαστηρίων κατέδειξαν την ομοιότητα μεταξύ του Ro 

με την SS-A και του La με την SS-B και Ha. Η σχέση των Ro(SSA) και La(SSB) με τα SjD 

και SjT δεν έγινε δυνατόν να διερευνηθεί γιατί οι οροί που αρχικά αναγνώρισαν αυτά 

τα αντιγόνα είχαν χαθεί;

Οι προαναφερθείσες εργασίες μελέτησαν τα αντι-Ro και αντι-La 

αντισώματα και τα αντίστοιχα αντιγόνα με απλές μεθόδους, όπου οι οροί των 

ασθενών έγιναν τα πρώτα "εργαλεία" (probes) για τη διερεύνηση της φύσης των 

αντιγόνων και κατέληξαν σε ορισμένες παρατηρήσεις, οι οποίες στην πορεία 

επιβεβαιώθηκαν πλήρως: (ι) Τα αντι-La αντισώματα ανιχνεύονται σε δείγματα ορού 

αίματος πάντοτε μαζί με αντι-Ro αντισώματα χωρίς όμως να ισχύει και το αντίθετο. (2) 

Τα αντισώματα αυτά παρατηρούνται κυρίως σε ασθενείς με σ5 ή ΣΕΛ. (3) To Ro 

αντιγόνο χαρακτηρίζεται από χαμηλή ιστική συγκέντρωση. (4) To La αντιγόνο έχει 

κυρίως πυρηνική εντόπιση ενώ το Ro ανιχνεύεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα. Οι 

παρατηρήσεις αυτές άνοιξαν το δρόμο για την καλύτερη ανάλυση της δομής και του 

ρόλου των πρωτεϊνών αυτών.
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Μοριακή Δομή και Λειτουργία 

των Αντιγόνων Ro και La

Το 1979» 01 Lerner και Steitz11, χρησιμοποιώντας αυτοαντισώματα ασθενών 

με συστηματικό ερυθηματώδη λύκο και με την βοήθεια μοριακών τεχνικών βρήκαν 

ότι avn-Ro(SSA) αντισώματα σχηματίζουν ιζήματα με μικρές ριβονουκλεοπρωτεΐνες 

(sRNPs, small ribonucleoprotelns). Οι μικρές ριβονουκλεοπρωτεΐνες ορίζονται ως 

συμπλέγματα μιας ή περισσοτέρων πρωτεϊνών με ένα μικρό μόριο RNA, με μήκος 

μικρότερο από 300 νουκλεοτίδια. Στο πρωτεϊνικό τους τμήμα βρίσκονται οι 

αντιγονικοί επίτοποι που αναγνωρίζουν τα αυτοαντισώματα. Ανάλογα με την 

εντόπισή τους διακρίνονται σε μικρές πυρηνικές ριβονουκλεοπρωτεΐνες (snRNPs) και 

σε μικρές κυτταροπλασματικές (scRNPs). Υπάρχουν τρεις μείζονες τάξεις sRNPs, οι Sm 

ριβονουκλεοπρωτεΐνες, οι La και οι Ro* η λειτουργία τους σχετίζεται με τις διαδικασίες 

έκφρασης των γονιδίων.

I. Δομή των La RNPs συμπλοκών.

Τα La RNPs αποτελούνται από μια πρωτεΐνη 46.7 kDa (η οποία θα 

αναφέρεται ως La) συνδεδεμένη με μόριο ΡΝΑπου είναι προϊόν μεταγραφής της RNA- 

πολυμεράσης III. Οι παρατηρήσεις που οδήγησαν στην υπόθεση ότι όλα τα La RNAs 

είναι προϊόντα μεταγραφής της RNA-πολυμεράσης III ήταν: η αναστολή της
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βιοσύνθεσής τους από την α-αμανταδίνη12, η μικρή ημιπερίοδος ζωής τους13, η μη 

συντήρηση της αλληλουχίας τους μεταξύ ανθρώπινων και άλλης ζωικής προέλευσης 

κυττάρων14 και επίσης η εκλεκτική πυρηνισκική εντόπιση του La αντιγόνου στην G1 και 

πρώιμη S φάση του κυτταρικού κύκλου15.

Το φάσμα των La RNAs περιλαμβάνει τις πρόδρομες μορφές των 7SRNA, 

5SRNA, tRNA, U6RNA και τα Y(Ro) RNAs.

Επίσης, ανήκουν RNAs που κωδικοποιούνται από ίίκό γονιδίωμα, όπως το 

VA I και VAII RNAs (VA: virus associated), EBER1 και EBER2 RNAs (του ιού Epstein-Barr) 

(όλα τα ανωτέρω είναι προϊόντα μεταγραφής της RNA πολυμεράσης III). Τέλος, RNAs 

των ιών της λύσσας και του ιού της φυσαλιδώδους στοματίτιδας (vesicular stomatitis 

virus) (που μεταγράφονται από ειδικές ιϊκές RNA πολυμεράσες) καθώς και U1RNA 

(προϊόν μεταγραφής της RNA πολυμεράσης II) έχει δειχθεί ότι συνδέονται με την 

πρωτεΐνη La16.

Η θέση σύνδεσης της πρωτεΐνης La με τα RNA φαίνεται να είναι μια μικρή 

αλληλουχία αμινοξέων ουριδιλικού οξέος (uridylate residues) στο 3' άκρο· πρόκειται 

για κοινή αλληλουχία, που υπάρχει σε όλα τα RNA-προϊόντα μεταγραφής της RNA 

πολυμεράσης III17'18. Η αλληλουχία όμως αυτή "χάνεται" κατά την ωρίμανση των 

προϊόντων της μεταγραφής και έτσι η πρωτεΐνη La συνδέεται με τα πρόδρομα RNAs 

μόνο παροδικά. Ωστόσο, τα Ro RNAs και τα VA και EBER RNAs περιέχουν την περιοχή 

σύνδεσης με την πρωτεΐνη La και στην "ώριμη" μορφή τους και έτσι η πρωτεΐνη La 

θεωρείται ότι συνδέεται με αυτά τα RNA πιο σταθερά.

Αρκετές ομάδες ερευνητών απομόνωσαν και κλωνοποίησαν την 

αλληλουχία συμπληρωματικού DNA (complementary DNA, cDNA) της πρωτεΐνης La18'19. 

Το ανθρώπινο La cDNA κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο που αποτελείται από 408 

αμινοξέα και έχει μοριακό βάρος 46.7 kDa (Εικόνα ι). Η πρωτεΐνη La διατηρείται 

εξελικτικά, όπως φαίνεται από την διατήρηση της αλληλουχίας των αμινοξέων στους 

La cDNA κλώνους στον άνθρωπο, στο μοσχάρι και στο Xenopus laevis (X laevis)20· 

επίσης, πρωτεΐνες La από διαφορετικά είδη αντιδρούν με ανθρώπινα 

αυτοαντισώματα21.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90
GCGCTTrAGCCTGGCCGGCCCCGCTCCCAGGTCGACTCGrTGCTGTTGCTGTTTGTGAGCCTGTGCGCCGGCTTCTGTGCGCCGGAACCr

100 110 120 130 140 150 160 170 180
TAAAGATAGCCGCAATGGCIGAAAATGGTGATAATCAAAAGATGCCTGCCCTGCACGCCAAAATCTGTCATCAAATTGACTATTATTTTG

M A C ; H 6 0 Μ Ε Κ N1 A A L E A R : 1 C N 01 I Ε Y Y F 23

190 200 210 220 230 240 250 260 270
GCGACTTCAATTTGCCACGGGACAAGTTTCTAAAGGAACAGATAAAACTGGATGAAGGCYGGGTACCTTTCGAGATAATMTAAAATTCA
G 0 F N L P R O K F L K E Q 1 K L 0 E C U V P L E 1 Μ I K F 55

280 290 300 310 320 330 340 350 360
' ACAGGTTGAACCGTCTAACAACAGACTTTAATGTAATTCTGGAAGCATTGAGCAAA7CCAAGGCAGAACTCA7G6AAA7CAGTGAAGATA

H A L E R L T 7 0 F M V I V E A L S K S K A E L K Ε I ■* E 0 85

370 380 390 400 410 420 430 440 450
AAACTAAAATCAGAAGGTCTCCAAGCAAACCCC7ACCTGAAGTGAC7GATGAG7ATAAAAA7GATGTAAAAAACAGA7C7GT7TATATTA
K 7 K I R R S P S K P L P E V T O E Y Κ H 0 V K N R S V Y I 115

460 470 480 490 500 510 520 530 540
AAGGCTTCCCAAC7 GA7 GCAAC7C77GA7GACA7AAAAGAATGG7TAGAAGATAAAGG7 CAAG7AC7AAA7A77CAGA7GAGAAGAACAT
K G F P T O A T L O O i r  ε v L E D K G 0 V L N I O M R R T 145

550 560 570 580 590 600 610 620 630
TGCATAAAGCA7TTAAGGGATCAATTTTTGT7GTGTTTGATAGCATTGAATCTGCTAAGAAATTTGTAGAGACCCCTGGCCAGAAG7ACA
L Η K A F K G S I F V V F 0 S I E S A K K F V E T P G 0 K Y 175

640 650 660 670 680 690 700 710 720
AAGAAACAGACC7GCTAA7ACT777CAAGGACGATTAC77TGCCAAAAAAAA7GAAGAAAGAAAACAAAA7AAAG7GGAAGCTAAATTAA
Κ Ε T 0 L L I L F K 0 0 T F A K K N E E R K Q N K V E A K L 205

730 740 750 760 770 780 790 800 810
GAGCTAAACAGGAGCAAGAAGCAAAACAAAAG77AGAAGAAGA7GC7GAAA7GAAA7C7C7AGAAGAAAAGA77GGA7GC77GC7GAAA7
R A X 0 E β E A r  a κ L E E 0 A E N K S L Ε Ε Κ I G C L L K 235

820 830 840 8S0 860 870 880 890 900
TTTCGGG7GATT7AGA7GATCAGACCTGTAGAGAAGATT7ACACATAC7TTTCTCAAA7CATGGTGAAA7AAAA7GGA7AGACTTCGTCA
F S G 0 L 0 o a T C R E 0 L M I L F S Μ N G Ε I K W I 0 F V 265

910 920 930 940 950 960 970 980 990
GAGGAGCAAAAGAGGGGA7AA77C7A777AAAGAAAAAGCCAAGGAAGCA7TGGGTAAAGCCAAAGATGCAAA7AA7GGTAACC7ACAA7
R G A K E 6 I l L F K E K A K E A L G K A K 0 A N K G M L 0 295

1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080
TAAGGAACAAAGAAG7GACT7GGGAAG7AC7AGAAGGAGAGG7GGAAAAAGAAGCACTGAAGAAAA7AA7AGAAGACCAACAAGAATCCC
L R Μ K E V 7 U E V L E G E V E K E A L K Κ I 1 E 0 o a E S 325

1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
7AAACAAA7GGAAG7CAAAAGG7CG7AGA777AAAGGAAAAGGAAAGGG7AA7AAAGC7GCCCAGCC7GGG7C7GGTAAAGGAAAAG7AC
L H K V K S K G R R F K G K G K G N K A A a p g s 6 K G K V 355

1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 12S0 1260
AGT7TCAGGGCAAGAAAACGAAAT77 GC7AG7 GA7GA7 CAACATGA7 GAACA7 GA7 GAAAATGG7GCAAC7 GGACCT GT GAAAAGAGCAA
β F 0 G K K 7 K F A S I9 D E K O E M O E M G A 7 G P V K R A 38S

1270 1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350
GAGAAGAAACAGACAAAGAAGAACC7GCA7CCAAACAACAGAAAACAGAAAA7GGTGC7GGAGACCAG7AG777AG7AAACCAA777T77
R E E T 0 K E E P A S 1C 0 Q K T E N G A G Io a 408

1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
A77CATTT7AAA7AGGTT7TAAACGACTT7TGT77GCGGCGCTTTTAAAAGGAAAACCGAATTAGGTCCACT7CAATGTCCACCTCTGAG

7450 1460 1470 1400 1490 1500 1510 1S20 1530
AAAeGAAAAATT7YTTTG77GTTTAACTTGTC7T7TTGTTA7GCAAATGAGATTTCTTTGAATGTATTGT7C7GTTTGTGT7ATTTCAGA

1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620
T6ATTCAAA7A7CAAAAGCAA6ATTCY7CCA7TAAATTGCCTTTCTAATAT6A6AAT6TATTACTACAAACTAACTAATAAAATATATAC

1630 1640 1650
TATATCAAAA&4GCAAAAAAAAAAAAMAA

Εικόνα i. Συμπληρωματική αλληλουχία DNA και αλληλουχία αμινοξέων 
της ανθρώπινης πρωτεΐνης La.

Αργότερα, απομονώθηκαν La cDNA κλώνοι από ποντίκια, αρουραίους,
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κουνέλια και Drosophila melanogaster22 (Εικόνα 2). Ειδικότερα σε επίπεδο αμινοξέων η 

ομολογία με την ανθρώπινη πρωτεΐνη La κυμαίνεται από 6ο% (X laevis) μέχρι περίπου 

95% (βόεια). Οι δύο παραλλαγές της πρωτεΐνης La που παρατηρούνται στο X. laevis 

πιθανά κωδικοποιούνται από ένα γονίδιο23 (Εικόνα 2).

h L a  I KAENGDNEXM A A LE A K IC H Q  IE Y Y F C D F N L  PR D XP LK EQ I KLDEG W VPLE IM IX FN R LN R  
b L a  1 KAENCDNZKM A A LE A K IC H Q  IE Y Y F C D F N L  P R D X FLK E Q I KLD EG W VPLE IM IK FN R LN R  
m La I KAENGDNEXM T A LZ A X IC H Q  IE Y Y F C D F N L  P R D X FLK E Q I KLDEG W VPLE T H IK F N R L N R  
r U  I MAENGDNEKM AALEAXICHQ" IE Y Y F G D F N L  PR D XP LK EQ I KLDEGW VPLE T H IK F N R L N R  
x L a A  t HAENGDKEQK LD SD TK IC E Q  IE Y Y FG D H K L PR D KFLKQ Q I LLD D CW VPLE T M IK F N R L S K  
x L a B  I M AENGD KEQ- LD LD T K IC E Q  JE Y Y F G D K N L  PRDKFLKQQV LLDNGW VPL2 T M IK F N R L S K

h i. a
b L a
n l a
r L a
x L a A
x L a B

L T T D F H V IV E  A LSK SX A ELM  
L T T D F N V I V E  A LS K S E A E LM  
L T T D F N V IV Q  A LS K S K A K LH  
L T T D F N V IV Q  ALS K S K A N LH  
L T T D F N T I L Q  A L K K S K T E L L  
L T T D F N I I L Q  A L K K S K T E L L

E I S E D K T K I R  R S P S K P L P E V  
E I S E D K T X I R  R S P S K P L P E V  
E V S A D K T K IR  R S P S R P L P E V  
E V S A D K T K IR  R S P S R P L P E V  
E I N E E K C K I R  R S P A K P L P E L  
E I N E E K C K I R  R S P A K P L P E L

TDEYKNDVKN
TDEYXN D VXN  Rfl\TYY?^P35  
TD EYKN D VKN  RStor^KdWKjB 
TDEYKNDVKN
N D EYKN SLK H  J C S V Y lL p @ g  
NED YKN SFKH

h L a
b L a
m La
r L a
x L a A
x L a B

h L a
b L a
mLa
r L a
xLaA
x L a B

fcT L F K E D Y F T
LIhLfKZDYPA
•jcyi^RksYHA
g K 3 g § S p B Y F A

KXNEERXQNX
KXNEERXQNX
XKNEERXQSK
KKNEERKQSK
KXNEERKLNK
K KNEERXLNK

V EA X LR A X Q E
K EA X LR A K Q E
V EA K LK A X Q E
V E A K LK A K Q E
S E E K A X S X Q V
S E E K A K S K Q E

Q EAXQ XLEED
Q EEXQ K LAEN
HEG R H K-PG S
HEG R H K-PG S
KXEAQKQAED
KEEAQ KQAED

A E M X S L E E X I
A E M X S L E E X I
T E T R A L E G K K
T ETR A LEG X M
A E R K L V E E R V
A E R K LK E E R V

G C L L K F S G D L
G C L L K F S G D L
G C L L K F S G D L
G C L L K F S G D L
G S L L K F S G D L
G C L L K F S G D L

h L a
b L a
m La
r L a
x L a A
x L a B

h L a
b L a
m La
r L a
x L a A
x L a B

.ΙΤόι i l f x e x a k

W ifi I L F X E K A X  
I IL F K E K A K  
I I L F K E K A X  
IV LFK K N A X  

’G i v l f k k n a k

e a l g k a k d a n
E A LD K A K E A N
EA LE K A R N A N
D ALEK A R SA N
EALD K AK AAN
EALD KAK AAN

N G N LQ LR N XE
N G N LQ LR N XE
N G N L LLR N X K
N G N LLLR N K K
SD N LK LK G K D
N D N LXLXG XN

V TW EV LEG EV
VTW EVLEG DV
VTW KVLEGHA
VTW XVLEGHA
V K W ELIEG D T
V X W ELIEG D A

E K E A L K K I I E  
E K Z A L K X IX E  
Z K E A L K K IT D  
EKDAM XKITD  
E K E A L K K I L E  
EK EA LK K IM E

*******************·*■ *** * *.....  ...
d q q e s l n x w x  SK G --------------- R  R F X S X G K C N K
DQQESLNKW K SK G --------------- R RF X G KGKGNX
DQQESLNXW X s k g c h a g g r f  k g s h v f t a a r  r f x s x c k g h s  
DQQESLNXWX  SKGGHAARRF K G S H V FT A A R  R FK g R G K G ltR
G KQ ESFN K RK  GRDG------------- R
G XQ ESFN XR X GRDG------------- R  K FK gK G R G G K

------- -----------------------  G A TG P V
---------------------------- ------- —G A S R A V
------------------------------  GPM
___________________ _________ —G P V
---------------------------- --------—G A A G P V

DSSDDEDDHZ B S ES P Q K A SV  K A EE S A G TK N  G A A A A P G S P K  
DSSDDEDDHZ E S E S P Q K V T I  K AKETAG P KN  G A S A A P G S P K

ASDDEHDEHD EN- 
DSD D ER D E—  -N -
DDDDRRR------------
DDDDHRR----- -------
DSD D ERN E—  -N -

NGAGDQ  
NGAGDQ  
NCARDK  
NGARDK  

NGAGDQ 
V C — DQ 
V G — DQ

40»
404
415
415

t
nx
<11

Εικόνα 2. Αλληλουχία αμινοξέων της πρωτεΐνης La 
στα διάφορα είδη, hLa: ανθρώπινη, bLA:
μοσχαριού mLa: ποντικού, rLa: αρουραίου, rabLa: 
κουνελιού (μόνο το καρβοξυτελικό μέρος είναι 
γνωστό), xLaA: παραλλαγή Α του X. laevis, xLaB: 
παραλλαγή Β του X laevis. Τα δομικά στοιχεία της 
πρωτεΐνης La φαίνονται ως εξής:

RNP motif: σκιασμένο μεταξύ διπλών μπαρών άνω και κάτω,
PLST περιοχές: διακεκκομένες διπλές άνω-κάτω μπάρες,
Θέση σύνδεσης ΑΤΡ: αστερίσκοι.

Η ανάλυση των γενομικών κλώνων απεκάλυψε ότι το ανθρώπινο γονίδιο 

της πρωτεΐνης La αποτελείται από 11 εξόνια (exons) και εντοπίζεται στο χρωμόσωμα 2.
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Η δομή του υποκινητή (promoter) και ειδικότερα η απουσία του κουτιού TATA (ΤΑΤΑ 

box) και η παρουσία μιας περιοχής πλούσιας σε βάσεις G και C είναι χαρακτηριστική 

ενός δομικού γονιδίου (housekeeping gene) (Εικόνα 3).

Εικόνα 3· Σχηματική δομή του ανθρώπινου γονιδίου La. Τα εξόνια αριθμούνται από 1 έως 11. Οι

θέσεις αναγνώρισης από το περιοριστικό ένζυμο EcoRI σημειώνονται ως Ε.

Τα δομικά στοιχεία της πρωτεΐνης La είναι τα παρακάτω (Εικόνα 4)·

Εικόνα 4 · Δομή της πρωτεΐνης La. Οι αριθμοί αναφέρονται στα αμινοξέα.
RNP-80: RNP-δο motif 
▼: PEST περιοχές 
Ν: αμινοτελικό άκρο 
C: καρβοξυτελικό άκρο

Πρώτον, μια χαρακτηριστική περιοχή η οποία αποτελείται από περίπου 8ο

αμινοξέα και ονομάζεται περιοχή αναγνώρισης RNA (RNA-recognition motif) ή περιοχή 

σύνδεσης του RNA (RNA-binding domain) ή RNP-δο περιοχή (RNP-8o motif)· η περιοχή

ε Ε Ε

I ΙΓ Τ Π
1 2 34  5 6 7 8 9 10 11

1 kb

RMPt RNPf

Ν t U D

ATP binding sites4091 RNP-80
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αυτή βρίσκεται συχνά σε πρωτεΐνες που συνδέονται με RNA και φαίνεται ότι είναι 

απαραίτητη για την σύνδεση του RNA. Για τη σύνδεση αυτή είναι επίσης απαραίτητη η 

συμμετοχή αλληλουχιών από το αμινοτελικό άκρο της πρωτεΐνης La24'25.

Δεύτερον, δύο εν δυνάμει (putative) θέσεις πρόσδεσης ΑΤΡ22. Ωστόσο, μέχρι 

σήμερα δεν υπάρχουν επαρκή πειραματικά δεδομένα για το αν οι θέσεις αυτές είναι 

λειτουργικά ενεργείς.

Τρίτον, τρεις περιοχές που ονομάζονται PEST (PEST: αλληλουχία πλούσια 

στα αμινοξέα Ρ, Ε, S καιΤ)1*. Είναι πλέον γνωστό ότι οι περιοχές αυτές είναι ευαίσθητες 

στη δράση πρωτεολυτικών ενζύμων27, και έτσι εξηγείται η παρατηρούμενη ευαισθησία 

της πρωτεΐνης La στη δράση ενδογενών πρωτεασών κυτταρικών εκχυλισμάτων, που 

οδηγεί τελικά στα προϊόντα αποδόμησης μοριακού βάρους 43; 29 και 23 kDa28.

Οι πρωτεΐνες αυτές ονομάστηκαν X των 29kDa και Υ των 23kDa29. Η περιοχή 

X είναι πλούσια σε μεθειονίνη και αντιστοιχεί στο αμινοτελικό μέρος της πρωτεΐνης La, 

περιέχει δε την RNP περιοχή (RNP motif). Η περιοχή Υ, πλούσια στα αμινοξέα σερίνη 

και θρεονίνη αντιστοιχεί στο καρβοξυτελικό μέρος. Οι δύο αυτές πρωτεΐνες 

συνδέονται με μια α-έλικα, αποτελούμενη από 130 περίπου αμινοξέα, η οποία 

περιλαμβάνει τις ανωτέρω αναφερόμενες PEST περιοχές. Έχουν επίσης περιγράφει 

στο καρβοξυτελικό ήμισυ της πρωτεΐνης La, δύο αλληλουχίες αμινοξέων οι οποίες είναι 

ομόλογες με περιοχές της πρωτεϊνικής κινάσης PKR30.

II. Λειτουργία των La RNPs συμπλοκών

Ήδη από την προηγούμενη δεκαετία διάφοροι ερευνητές χρησιμοποιώντας 

το απλό13,31 και το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο32, έδειξαν ότι η πρωτεΐνη La βρίσκεται 

κυρίως στον πυρήνα. Στη συνέχεια χρησιμοποιώντας κλασσικές τεχνικές κυτταρικής 

κλασμάτωσης (cell-fractionation) βρέθηκε ότι το 20-50% της πρωτεΐνης La βρίσκεται 

στο κυτταροπλασματικό κλάσμα28. Η πυρηνική κυρίως εντόπιση της πρωτεΐνης La 

καθώς και η σύνδεσή της με RNA-προϊόντα μεταγραφής της RNA πολυμεράσης-ΙΙΙ

*Ρ=προλίνη S= σερίνη Ε= γλουταμι.νικ<$ οξύ Τ= θρεονίνη
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οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι η πρωτεΐνη La συμμετέχει στη διαδικασία της 

μεταγραφής. Πράγματι, οι Gottlieb και Steitz33,34 έδειξαν ότι η εν λόγω πρωτεΐνη 

απαιτείται για τον αποτελεσματικό και ακριβή τερματισμό της μεταγραφής της RNA 

πολυμεράσης-ΙΙΙ.

Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι κεκαθαρμένη πρωτεΐνη La μπορεί να δράσει 

σαν μια ελικάση εξαρτώμενη από ΑΤΡ ικανή να προκαλέσει την τήξη (melt) υβριδίων 

RNA-DNA35 προσομοιάζοντας έτσι στον προκαρυωτικό παράγοντα τερματισμού της 

μεταγραφής rho. Η ιδιότητα αυτή μπορεί να σχετίζεται με το ρόλο της στη διαδικασία 

μεταγραφής της RNA πολυμεράσης III. Επίσης, αν και ακόμη δεν έχει αποδειχθεί, 

φαίνεται ότι συμμετέχει και σε διάφορες άλλες διαδικασίες όπως η ωρίμανση και η 

μεταφορά από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα των προϊόντων μεταγραφής της RNA 

πολυμεράσης III και τέλος σε μερικές φάσεις της μετάφρασης36'37. Ωστόσο, οι Guddat 

και συν38, έδειξαν ότι στα ωοκύτταρα του X.laevis η πρωτεΐνη La δεν συμμετέχει στη 

μεταφορά της πρόδρομης μορφής του 5S rRNA από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα.

Όπως ήδη αναφέρθηκε η κυτταρική εντόπιση της πρωτεΐνης La είναι 

κυρίως πυρηνική και κάθε κύτταρο θηλαστικού περιέχει s2xio7 αντίγραφα της 

πρωτεΐνης. Περιγράφηκε ωστόσο από μερικούς ερευνητές η ανακατανομή της 

πρωτεΐνης La (κυτταροπλασματική συγκέντρωση όπως δείχθηκε με ανοσοφθορισμό) 

σε κύτταρα τα οποία υφίστανται stress με ποικίλες μεθόδους (λοίμωξη με ιό, UV 

ακτινοβόληση)36,39'43.

(II. Δομή των Ro RNPs συμπλοκών

Τα Ro RNPs αποτελούνται από αρκετές πρωτεΐνες Ro, οι οποίες συνδέονται 

με μια ομάδα των La RNAs που ονομάζονται YRNAs (Υ= cYtoplasmic) (Πίνακας ι).

Τα YRNAs είναι προϊόντα μεταγραφής της RNA πολυμεράσης III και στα 

ανθρώπινα κύτταρα έχουν αναγνωρισθεί 4  διαφορετικά Ro RNA. Ονομάζονται hYi, 

hY3, hY4 , hYs, και έχουν μήκος 83-112 νουκλεοτιδίων’3. Αυτά συνδέονται με δύο 

αντιγονικές πρωτεΐνες Ro, την Ro6o και την R052 με μοριακό βάρος 6ο και 52 kDa 

αντίστοιχα.
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Πίνακας ι. Συστατικά των Ro RNPs 

Ro RNAs

hYl, hY3 , hY4 , hY5 (άνθρωπο) 
bYl, bY2 , bY3 , bY4  (βόδι) 
cYl, cY3 , cY4 , cY5 (guinea pig)
1Y1 , 1Y2 , 1Y3 (κουνέλι) 
rYlA, rYlB, rY2 (αρουραίος) 
mYl, mY2 (ποντίκι) 
dYl, dY2 (πάπια)

Ποωτεΐνεο Ro

6 0  kDa (=Ro 6 0 ), 52  kDa (=Ro 5 2 ) (απαντώσα σε όλα τα είδη των κυττάρων) 
6 0  kDa, 5 4  kDa (ερυθροκύτταρα)
6 0  kDa (Wil-2) πρωτεΐνη σύνδεσης με ασβέστιο (καλρετικουλίνη)

'  La

Οι αλληλουχίες των hYRNAs έχουν βρεθεί και οι προτεινόμενες

δευτεροταγείς δομές τους44'46 φαίνονται στην Εικόνα 5 ·
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Εικόνα 5· Δευτεροταγής δομή των Ro RNAs στον άνθρωπο. Οι περιοχές που περικλείονται 
είναι οι καλύτερα εξελικτικά διατηρημένες περιοχές.
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Τα VRNAs έχουν στο 3 ' και 5 ' άκρο τους ζεύγη βάσεων σχηματίζοντας έτσι 

μια αγκύλη. Το χαμηλότερο μέρος της αγκύλης όλων των YRNAs περιλαμβάνει μια 

καλά διατηρημένη περιοχή, η οποία δεν αποδομείται με RNAση46, πιθανά επειδή 

συνδέεται με πρωτεΐνη(ες) και έτσι προστατεύεται.

Πάντως, εν αντιθέσει με τα La RNPs, τα Ro RNPs παρουσιάζουν μεγάλη 

ετερογένεια. Συγκεκριμένα, πρώτον, ο συνολικός αριθμός των κυτταρικών Ro RNAs 

διαφέρει ανάμεσα σε διάφορα είδη και ποικίλλει από 2 (κύτταρα ποντικού, πάπιας) 

έως 4  (κύτταρα ανθρώπου, μοσχαριού και guinea pig)47,48 (Πίνακας ι). Ωστόσο, 

χρησιμοποιώντας την τεχνική της ανοσοκατακρήμνισης RNA με αντι-Ro θετικούς 

ορούς, βρέθηκε ένα RNA ίδιου μεγέθους με το hYiRNA σε όλα τα είδη που 

μελετήθηκαν.

Δεύτερον, παρατηρήθηκαν διαφορές στην σύσταση των Ro RNAs μεταξύ 

κυττάρων του ίδιου είδους και συγκεκριμένα μεταξύ ανθρώπινων λεμφοκυττάρων, 

ερυθροκυττάρων και θρομβοκυττάρων. Ειδικότερα, οι πρωτεΐνες Ro στα 

ερυθροκύτταρα και αιμοπετάλια συνδέονται με δύο YRNA (hYi και hY4 RNA)45,49, εν 

αντιθέσει με τα τέσσερα RNA (hYi, hY3, hY4, hY5 RNA) με τα οποία συνδέονται σε άλλα 

ανθρώπινα κύτταρα.

Επιπρόσθετα, στα ανθρώπινα ερυθροκύτταρα βρέθηκαν δύο αντιγονικές 

πρωτεΐνες Ro μοριακού βάρους 6ο kDa και 54  kDa49, ενώ σε ανθρώπινα 

λεμφοκύτταρα, αιμοπετάλια και άλλα κύτταρα βρέθηκαν δύο άλλες αντιγονικές 

πρωτεΐνες, η πρωτεΐνη Ro μοριακού βάρους 6ο kDa (αντιγονικά διακριτή από την 

πρωτεΐνη Ro 6 ο kDa των ερυθροκυττάρων) και η πρωτεΐνη Ro 52 kDa (R052)50,51. Τέλος, 

μια τρίτη πρωτεΐνη 6ο kDa απομονώθηκε από κύτταρα Wil-2 (μετασχηματισμένα 

(transformed) από EBV ανθρώπινα κύτταρα Β-λεμφοβλαστοειδούς σειράς)52.

Το 1 9 9 °» περιγράφηκε η αλληλουχία του cDNA της πρωτεΐνης αυτής53,54 και 

φάνηκε ότι μοιάζει ως προς την αλληλουχία της με μια ανθρώπινη πρωτεΐνη που 

συνδέεται με ασβέστιο, την καλρετικουλίνη. Ωστόσο, αποδείχθηκε55,56 ότι η 

καλρετικουλίνη δεν είναι Ro αντιγόνο, αν και αντισώματα κατά καλρετικουλίνης 

βρέθηκαν σε ορούς ασθενών με ΣΕΛ55.
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Τρίτον, μέσα σε ένα κύτταρο μπορούν να διακριθούν διαφορετικά Ro RNP 

σύμπλοκα, όπως φαίνεται από τις διαφορετικές φυσικοχημικές τους ιδιότητες. Κατά 

την διαδικασία κυτταρικής κλασμάτωσης κυττάρων HeLa τα Ro RNPs χωρίζονται σε 

διαφορετικές υποκατηγορίες57. Υπολογίζοντας τα μοριακά βάρη των Ro συμπλοκών, 

βρέθηκε ότι αυτά είναι τελείως ετερογενή. Έτσι, βρέθηκαν Ro RNP σύμπλοκα με 

μοριακό βάρος 230 kDa (περιλάμβαναν μόνο hY4  RNA) και με μοριακά βάρη μεταξύ 

300 και 3 5 0  kDa (μια κατηγορία Ro RNP συμπλοκών περιλάμβανε hYi, hY3, hY4  RNA 

και μία μόνο hY5 RNA).

Τα υψηλά μοριακά βάρη των Ro RNP συμπλοκών μπορούν να εξηγηθούν 

από την ύπαρξη περισσότερων του ενός πολυπεπτιδίων που συνδέονται με το μόριό 

τους. Μια άλλη απόδειξη της ετερογένειας των συμπλοκών αυτών μέσα στο κύτταρο 

αποτελεί η ανίχνευση ανθρώπινου αντιορού που καθιζάνει μόνο hY5RNA· αυτό 

υποδηλώνει ότι το hYsRNA έχει ειδικό επίτοπο58.

Τα hYRNP σύμπλοκα περιλαμβάνουν το RNA και τρία πολυπεπτίδια, La, 

R060 και R052. Ειδικότερα, το ώριμο RNA των Ro RNAs περιέχει μια περιοχή 

πρόσδεσης της πρωτεΐνης La· έτσι φαίνεται ότι η πρωτεΐνη αυτή συνδέεται με το RNA 

πιο σταθερά και όχι παροδικά. Επίσης, όπως φαίνεται στην Εικόνα 6, η σύνδεση των 

Ro και La αντιγόνων με το hYRNA είναι ανεξάρτητη. Ωστόσο η σύνδεση της R052 

πρωτεΐνης στο hYRNA εξαρτάται από την παρουσία της πρωτεΐνης Ro6o. 

Συγκεκριμένα, μια περιοχή της Ro6o μεταξύ των αμινοξέων από 276-318 απαιτείται για 

την σύνδεση της R052. Επιπρόσθετα, αποδείχθηκε ότι οι πιθανολογούμενες περιοχές 

σύνδεσης στο hYRNA της πρωτεΐνης Ro (διατηρημένη αλληλουχία νουκλεοτιδίων 

κοντά στο κατώτερο άκρο του RNA) και της πρωτεΐνης La (κοντά στο 3 ' άκρο) είναι 

ουσιαστικά οι περιοχές σύνδεσης με τις πρωτεΐνες αυτές59,60.
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Εικόνα 6. Δευτεροταγής δομή του 

hYiRNA. Οι πρωτεΐνες δείχνονται 

με κύκλους.

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν επίσης ότι τόσο η καλρετικουλίνη, όσο και η 

νουκλεολίνη αποτελούν επιπρόσθετα στοιχεία αυτού του συ μπλόκου61'62.

α. Δομή της πρωτεΐνης Rοβο

Δύο ομάδες ερευνητών έχουν απομονώσει και χαρακτηρίσει δύο 

αλληλουχίες συμπληρωματικού DNA (cDNA) που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη Ro 

6063'64. Εκτός από το 3 ' άκρο, τα δύο cDNA είναι σχεδόν ίδια και κωδικοποιούν δύο 

πρωτεΐνες που αποτελούνται από 538 525 αμινοζέα* τα μοριακά τους βάρη

αντίστοιχα είναι 6ο.6 και 59-2 kDa. Η διαφορά τους βρίσκεται στο καρβοξυλικό τους 

άκρο όπου τα 24 αμινοζέα της προκύπτουσας αλληλουχίας πρωτεΐνης από τους 

Deutcher και συν63 αντικαθίσταται από 11 διαφορετικά αμινοζέα στην πρωτεΐνη που 

κωδικοποιείται από το cDNA που ανακοινώθηκε από τους Ben-Chetrit και συν.64 

Δεδομένου ότι οι αλληλουχίες συμπληρωματικού DNA ελήφθησαν από ανθρώπινα 

κύτταρα διαφορετικών όμως ιστών, δεν είναι ακόμη ξεκάθαρο αν οι 

προαναφερόμενες διαφορές οφείλονται σε εναλλακτική διασύνδεση (alternative
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splicing) RNA του παραγωγού ενός γονιδίου ή σε διαφορετική έκφραση πιθανά 2 

γονιδίων που κωδικοποιούν την πρωτεΐνη Ro.

Οι Ro πρωτεΐνες παρουσιάζουν χαρακτηριστικές περιοχές με αυξημένη 

αλληλουχία αμινοξέων. Αυτές οι περιοχές των πρωτεϊνών Ro όπως προκύπτει από 

ευρεθείσες αλληλουχίες cDNA περιλαμβάνουν μια RNP περιοχή (RNP-8o motif) και μια 

περιοχή εν είδει δακτύλου ψευδαργύρου (zinc finger) (Εικόνα 7)· Η RNP περιοχή (RNP- 

8ο motif) παίζει καθοριστικό ρόλο στη σύνδεση RNA-Ro6o. Ωστόσο, φαίνεται ότι η 

διαμόρφωση της πρωτεΐνης Ro6o είναι εξαιρετικά σημαντική τόσο για τη σύνδεση με 

τα YRNAs59, όσο και για την αντιγονικότητά της65. Η περιοχή εν είδει δακτύλου 

ψευδαργύρου χαρακτηρίζεται από αυξημένο αριθμό αμινοξέων κυστεΐνης και 

ιστιδίνης που όπως έχει περιγράφει χαρακτηρίζει πρωτεΐνες ικανές να συνδέονται με 

νουκλεϊκά οξέα (DNA ή RNA) ή ακόμα και με άλλες πρωτεΐνες66,67.

Ν
ΒΗΡί RKPI

C D
RNP-80

Ro60
Zn-finger

Ro52
Zn-fingere Leu

- c
538

-  c
475

Εικόνα 7. Δομή τω ν Ro 6o και Ro 52 πολυπεπτιδίων.

Οι αριθμοί αναφέρονται στα αμινοξέα.

RNP8o: RNP περιοχή.

RNP1, RNP2: οι καλύτερα διατηρούμενες αλληλουχίες της RNP περιοχής. 

Leu: εν είδει φερμουάρ (zipper) λεύκινης.

Zn finger: περιοχή δακτύλου ψευδαργύρου 

Ν: αμινοτελικό άκρο 

C: καρβοξυτελικό άκρο
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6. Δομή της πρωτεΐνης Ro$ 2

Μέχρι πρόσφατα, η πρωτεΐνη R052 δεν μπορούσε να ανιχνευθεί με την 

τεχνική Western blot και αυτό γιατί στην ηλεκτροφόρηση γέλης πολυακρυλαμιδίου 

παρουσία δωδεκυλοθειϊκού νατρίου (SDS) η πρωτεΐνη αυτή μετακινείται με την 

πρωτεΐνη La. Ωστόσο, αλλάζοντας την σχέση ακρυλαμιδίου-διακρυλαμιδίου κατέστη 

δυνατός ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών R052 και La και επομένως η ανίχνευσή τους με 

την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης60'68.

Έως τώρα δύο αλληλουχίες συμπληρωματικού DNA του R052 έχουν 

απομονωθεί και χαρακτηρισθεί69,70. Εκτός από πολύ μικρές διαφορές και τα δύο cDNA 

κωδικοποιούν μια πρωτεΐνη με MB 54-1 kDa. Δεν βρέθηκε ομολογία με την πρωτεΐνη 

Ro6o.

Η δευτεροταγής δομή της πρωτεΐνης R052 παρουσιάζει ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον (Εικόνα γ). Βρέθηκε ότι στο αμινοτελικό της άκρο υπάρχουν αρκετές 

περιοχές εν είδει δακτύλου ψευδαργύρου ενώ στο κέντρο της πρωτεΐνης υπάρχει μια 

περιοχή εν είδει φερμουάρ λεύκινης (leukine zipper motif)69’70. Αυτές οι περιοχές 

περιγράφησαν σε πρωτεΐνες που συνδέονται με DNA, είναι όμως πλέον γνωστό ότι 

συμμετέχουν ακόμη στη σύνδεση πρωτεΐνης με πρωτεΐνη καθώς επίσης και στο 

σχηματισμό διμερών71'74.

Τέλος, αξιοσημείωτο είναι ότι η πρωτεΐνη R052 δεν περιέχει την RNP 

περιοχή (RNP motif), γεγονός που δικαιολογεί τη μη ανευρισκόμενη σύνδεση του R052 

με τα Ro RNAs.

IV. Λειτουργία των Ro RNPs συμπλοκών.

Η ενδοκυττάρια εντόπιση των Ro RNPs συμπλοκών, δεν έχει πλήρως 

ξεκαθαριστεί. Βρέθηκε ωστόσο ότι το 30% περίπου της πρωτεΐνης Ro βρίσκεται στον 

πυρήνα75, πράγμα που δικαιολογεί την πυρηνική εντόπιση κατά τον ανοσοφθορισμό 

των αντι-Ro αντισωμάτων. Επίσης, το VRNAs με τα οποία συνδέονται οι πρωτεΐνες Ro
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και La για να σχηματίσουν τα Ro RNP σύμπλοκα είναι κυρίως κυτταροπλασματικά. 

Φαίνεται λοιπόν, ότι οι πρωτεΐνες Ro και La συνδέονται με τα YRNAs που συντίθενται 

στον πυρήνα και στη συνέχεια μεταφέρονται στο κυτταρόπλασμα.

Επίσης, λόγω των δομικών χαρακτηριστικών των Ro RNPs και της σχέσης 

τους με την πρωτεΐνη La πιστεύεται ότι συμμετέχουν στη μεταγραφή, επεξεργασία και 

μεταφορά των RNA. Επιπρόσθετα, τα κυτταροπλασματικά Ro RNPs σύμπλοκα 

πιστεύεται ότι συμμετέχουν στη μετάφραση και αποθήκευση του ώριμου mRNA76.
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Αυτοεπίτοποι των 

Πρωτεϊνών Ro και La

Το τελευταία χρόνια πολλές μελέτες έγιναν για να καθοριστούν οι 

αντιγονικοί επίτοκοι των αυτοαντισωμάτων (Β-κυτταρικοί επίτοκοι)77,78. Οι επίτοκοι 

αυτοί μπορεί να είναι είτε γραμμικοί είτε ασυνεχείς. Οι γραμμικοί επίτοκοι 

σχηματίζονται από γειτονικά αμινοξέα στην πρωτογενή δομή μιας πρωτεΐνης, ενώ οι 

ασυνεχείς από αμινοξέα απομακρυσμένων περιοχών στην αλληλουχία μιας πρωτεΐνης 

που βρίσκονται όμως κοντά στην τριτοταγή τους διαμόρφωση.

Για τον καθορισμό των επιτόκων, έχουν μέχρι τώρα χρησιμοποιηθεί 

διάφορες τεχνικές. Πρώτη μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε είναι η πρωτεολυτική πέψη 

κεκαθαρμένου αντιγόνου και ο έλεγχος των τμημάτων που προκύπτουν με 

αυτοαντισώματα. Στη μέθοδο αυτή, τα τμήματα του αντιγόνου που προκύπτουν μετά 

την πρωτεολυτική πέψη είναι συνήθως μεγάλα (15-35 kDa) και ο καθορισμός 

επακριβούς αντιγονικού επίτοκου δύσκολος.

Η δεύτερη μέθοδος περιλαμβάνει τη δημιουργία ανασυνδυασμένων 

τμημάτων του αντιγόνου και ελέγχου αυτών με αυτοαντισώματα. Τόσο όμως με τη 

μέθοδο αυτή, όσο και με την προηγούμενη, αν και αναγνωρίζονται τόσο γραμμικοί
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όσο και ασυνεχείς επίτοποι, δεν μπορεί να καθορισθεί επακριβώς η θέση και το μήκος 

του επίτοπου. Επιπρόσθετα, η ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη μπορεί να διαφέρει από το 

φυσικό μόριο, το οποίο μετα-μεταγραφικά υφίσταται γλυκοζυλιώσεις ή/και 

φωσφορυλιώσεις που διαμορφώνουν την τελική τριτοταγή δομή του79.

Τέλος, μια τρίτη μέθοδος που χρησιμοποιείται για τον καθορισμό των 

επιτόπων είναι η σύνθεση πολλαπλών αλληλοεπικαλυπτόμενων πεπτιδίων, που 

καλύπτουν όλη την αλληλουχία της πρωτεΐνης. Αν και η μέθοδος αυτή αναγνωρίζει 

κυρίως γραμμικούς επίτοπους, όταν το πεπτίδιο είναι αρκετά μεγάλο (μεγαλύτερο 

από 10-12 αμίνοξέα) μπορούν να αναγνωρισθούν και ασυνεχείς επίτοποι80.

I. Αυτοεπίτοποι της Ro6o πρωτεΐνης

Οι Itoh και Reichlin81 έδειξαν ότι το 23% των αντι-Ro θετικών ορών συνδέεται 

μόνο με το φυσικό μόριο. Σε άλλη μελέτη82 χρησιμοποιώντας ανασυνδυασμένα 

τμήματα της Ro6o πρωτεΐνης, βρέθηκε ότι ένα ποσοστό ορών που ήταν θετικοί με 

ανοσοδιάχυση, δεν αναγνώριζαν την Ro6o πρωτεΐνη με την τεχνική Western Blot, 

γεγονός που υποδεικνύει την σημασία του φυσικού μορίου. Ωστόσο, οι οροί αυτοί, 

ήταν οροί ασθενών με a.Sjogren ενώ οροί ασθενών με ΣΕΛ αναγνώριζαν και την 

αποδομημένη (denatured) μορφή του αντιγόνου83. Χρησιμοποιώντας σε άλλη μελέτη84 

ανασυνδυασμένα τμήματα της Ro6o πρωτεΐνης καθορίστηκε ένας μείζον αντιγονικός 

επίτοπος στο μεσαίο τμήμα της πρωτεΐνης (181-320), που αναγνωρίζονταν από το 86% 

των ορών και δύο ελασσόνα, στο καρβοξυ- και στο αμινο-τελικό άκρο, που 

αναγνωρίζονταν από το 20% των ορών. Τα αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν και από 

άλλους ερευνητές82,86'87.

Η ακριβής θέση των αντιγονικών επιτόπων προσδιορίστηκε με τη χρήση 

συνθετικών πεπτιδίων (Εικόνα 8). Οι Wahren και συν.88 περιέγραψαν ένα μείζονα 

αντιγονικό επίτοπο στο πεπτίδιο 216-245· Σε πιο εκτενή μελέτη89, βρέθηκε μείζον 

αντιγονικός επίτοπος στο πεπτίδιο 216-232, ο οποίος αναγνωρίζεται κυρίως από ορούς 

ασθενών με σ. Sjogren, ενώ οι οροί ασθενών με ΣΕΛ αναγνωρίζουν ένα μείζονα
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αντιγονικό επίτοκο στο πετττίδιο ΐ75-ιδ4 · Ωστόσο, άλλοι ερευνητές, χρησιμοποιώντας 

συνθετικά οκταπεπτίδια περιέγραψαν την ύπαρξη αντιγονικών επιτόκων σε όλο το 

μήκος της πρωτεΐνης Ro6o90'94.

R06OKD
RNP motif Z n - f l n g e r

I » 538
a

b

c

d

c

f
S l - E  S S

Εικόνα 8. Αυτοεπίτοποι της πρωτεΐνης R060 kD όπως περιγράφησαν στις παρακάτω 

παραπομπές: a. Scofield και συν.90"94, b. Wahren κ.ά.94, c. McCauliffe κ.ά.81, d. 

Veldhoven κ.ά.87, e. Wahren κ.ά.88 and f. Routsias κ.ά.89.

Τέλος, στο καρβοξυλικό άκρο βρέθηκε ένας επίτοκος (αμινοξέα 4 8 5 '4 9 2) 0 

οποίος παρουσιάζει ομόλογη αλληλουχία με τον ιό της φυσαλλιδώδους 

στοματίτιδας94. Ωστόσο, η περιοχή αυτή αναγνωρίζεται από τη μειονότητα των αντι- 

Ro αντισωμάτων95.

II. Αυτοεπίτοποι της R052 πρωτεΐνης

Αρκετές μελέτες, χρησιμοποιώντας ανασυνδυασμένα τμήματα της 

πρωτεΐνης ή συνθετικά ολιγοπεπτίδια96'102, καθόρισαν ένα κύριο επίτοκο στην περιοχή 

εν είδει φερμουάρ λεύκινης (αμινοξέα 183-232, Εικόνα 9 )· Ωστόσο, σε άλλη μελέτη103, 

όπου χρησιμοποιήθηκαν αλληλοεπικαλυπτόμενα ολιγοπεπτίδια (αποτελούμενα από 3 

αμινοξέα), δεν αναγνωρίσθηκαν επίτοκοι στην περιοχή αυτή, χρησιμοποιώντας όμως
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ανασυνδυασμένα τμήματα της πρωτεΐνης R052, έχουν περιγράφει δύο ασυνεχείς 

επίτοποι στην περιοχή εν είδει δακτύλου ψευδαργύρου104.

Ro 52KD
RING fl-heJicsil

e b

f
g
h

rfp
a C
475

Εικόνα 9. Αυτοεπίτοποι της πρωτεΐνης R052 kD όπως περιγράφησαν στις παρακάτω 

παραπομπές: a. Ricchiuti κ.ά.103, b. Byuon κ.ά.97, c. Blange κ.ά.98, d. Bozic κ.ά.96, e. 

Dorner κ.ά.99, f. Dorner κ.ά.100, g. Kato κ.ά.101 and h.Frank κ.ά.102.

III. Αυτοεπίτοποι της La 48 πρωτεΐνης.

Αρχικά, χρησιμοποιώντας ενζυματική πέψη της φυσικής πρωτεΐνης 

αναγνωρίστηκαν τρεις επίτοποι. Ένας επίτοπος βρίσκεται στο αμινοτελικό άκρο της 

πρωτεΐνης La (ονομάστηκε Α: αμινοξέα 1-107), ένας βρίσκεται στο κέντρο της 

πρωτεΐνης (ονομάστηκε C: αμινοξέα 111-242) και τέλος, ένας άλλος επίτοπος στο 

καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης La (ονομάστηκε D: αμινοξέα 243-408)105. 

Ακολούθησαν άλλες μελέτες οι οποίες υποδείκνυαν αντιγονικούς επίτοπους σε 

διάφορες θέσεις της πρωτεΐνης La (Εικόνα ίο)106'111. Οι θέσεις αυτές αντιστοιχούν σε 

λειτουργικά τμήματα της πρωτεΐνης (RNP περιοχή και θέση σύνδεσης με ΑΤΡ).



22

a

b
c
d

e

f

L a  48KD
PEST

PKR
ATP PEST

RNP motif RNP motif PKRNLS408

■ ■■

Εικόνα ίο. Αυτοεπίτοποι της πρωτεΐνης La 48kD όπως περιγράφησαν στις παρακάτω 
παραπομπές: a. McNeilage κ.ά.105’106, b. Rischmueller κ.ά.107, c. Haaheim κ.ά.,οβ, d. 
Troster K . d . 109, e .  Kohsaka κ.ά.110 and F. Tzioufas κ-ά.1”.

Συντομεύσεις: NLS (nuclear localization signal): σινιάλο πυρηνικού εντοπισμού 

PEST: αλληλουχία πλούσια στα αμινοξέα Ρ, Ε, S και Τ.
PKR: περιοχή ομόλογη με την RNA εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση.



Κλινική Σημασία και Παθογενετικός ρόλος 

των αντι-Ro και αντι-La Αντισωμάτων

Αυτοαντισώματα έναντι των αντιγόνων Ro και La βρίσκονται σε ορούς 

ασθενών με διάφορα αυτοάνοσα ρευματικά νοσήματα (Πίνακας 2).

Παρατηρώντας τον Πίνακα 2 βλέπουμε ότι τα ποσοστά ανίχνευσης των 

αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων ποικίλλουν και αυτό οφείλεται κατά ένα μέρος στην 

χρησιμοποίηση διαφορετικών μεθόδων για την ανίχνευσή τους. Έχει αναφερθεί ότι η 

ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων με τη μέθοδο της ανοσοαποτύπωσης είναι 

περισσότερο ευαίσθητη από την αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση- το αντίθετο 

συμβαίνει με την ανίχνευση των αντι-La αντισωμάτων112'115. Επιπρόσθετα, πρόσφατα 

αναπτύχθηκε μια πολύ ευαίσθητη και ειδική μέθοδος, η ανοσοκατακρήμνιση RNA, με 

την οποία κατέστη δυνατόν να ανιχνευθούν αντι-La αντισώματα ακόμη και σε πολύ 

χαμηλούς τίτλους116. Τέλος, σε ορούς υγιών μαρτύρων αναφέρθηκαν χαμηλοί τίτλοι 

αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων117. Αυτό ενισχύεται και από την παρατήρηση ότι 

λεμφοκύτταρα από φυσιολογικούς δότες όταν διεγερθούν in vitro με μιτογόνο 

συνθέτουν IgG τάξης αντι-La αντισώματα118.
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Πίνακας 2. Συχνότητα αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων σε ορούς ασθενών με 

διάφορα αυτοάνοσα νοσήματα.

Νόσος Μέθοδος
ανίχνευσης

Αντι-Ro (%) Αντι-La (%) Παραπομπές

ELISA 55 24 229

ID 51 6 230

ID 63 12 85

ΣΕΛ CIE, ID 35 15 224

CIE 12-28 18-45 194

IB 17 10 226

RNA ΔΜ 35 116

ELISA 96 87 188

CIE, ID 60 40 224

CIE. ID 63 40 187
aS

ID 83 25 230

IB 38 77 226

RNA ΔΜ 58 116

ELISA 28 22 229

ID 15 0 230
ΡΑ

RNA ΔΜ 16 116

CIE 13 1 130

ELISA 18 18 229
Πολυμυοσιτιδα

ID 9 0 230

EUSA 17.5 7.5 117

ELISA 5 0 229
Υγιείς μάρτυρες

ID 2 0 230

RNA ΔΜ 0 116

ΣΕΛ: Συστηματικός ερυθηματώδης λύκος, oS: Σύνδρομο Sjogren, ΡΑ: Ρευματοειδής αρθρίτιδα, 

ELISA: ανοσοπροσροφητική μέθοδος ενζυμικού προσδιορισμού,

ID: Ανοσοδιάχυση, CIE: αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, ΙΒ: ανοσοαποτύπωση,

RNA: ανοσοκατακρήμνιση RNA, ΔΜ: δεν μελετήθηκαν
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Αντι-La αντισώματα ανιχνεύονται κυρίως σε ασθενείς με σδ και ΣΕΛ. 

Φαίνεται ότι σε ασθενείς με ΣΕΛ η παρουσία αντι-La αντισωμάτων αποτελεί δείκτη 

συνύπαρξης με σδ (Πίνακας 3 ).

Πίνακας 3. Συχνότητα αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων σε ασθενείς με ΣΕΛ και 

φυσιολογική βιοψία μικρών λεμφαδένων του χείλους ή βιοψία συμβατή με σδ 

(αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση)*.

Ασθενείς με ΣΕΛ Αντι-Ro Αντι-La

% θετικοί

Φυσιολογική βιοψία χείλους (Ν=54) 4 0 7

Βιοψία χείλους συμβατή με σδ (Ν=ι8) 72 33

* ευρήματα του εργαστηρίου μας

Αντι-Ro αντισώματα βρίσκονται σε ορούς ασθενών με διάφορα αυτοάνοσα 

νοσήματα όπως ΣΕΛ119, ομόζυγο ανεπάρκεια C2 και C4120'121, συνύπαρξη σδ και ΣΕΛ 

(δ.δ./SLE overlap syndrome)122, πρωτοπαθή χολική κίρρωση καιπολυμυοσίτιδα123.

Στους ασθενείς με ΣΕΛ, η παρουσία του αντι-Ro αντισώματος συνδέεται με 

τρία κλινικά σύνδρομα, τον ΑΝΑ αρνητικό λύκο, τον υποξύ δερματικό λύκο124 και το 

σύνδρομο του νεογνικού λύκου125.

Οι ασθενείς με ΣΕΛ που απαρτίζουν την ομάδα του ΑΝΑ αρνητικού λύκου 

χαρακτηρίζονται κλινικά από την παρουσία φωτοευαισθησίας και διάχυτου 

ερυθηματώδους εξανθήματος και απουσία άλλων συστηματικών εκδηλώσεων. Η 

εξέταση για αντιπυρηνικά αντισώματα με τη μέθοδο του έμμεσου ανοσοφθορισμού 

χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα Hep 2 κύτταρα είναι αρνητική- ωστόσο, αν 

χρησιμοποιηθούν ως υπόστρωμα άλλες κυτταρικές σειρές, ένα μεγάλο ποσοστό (66%) 

των προηγούμενα ΑΝΑ αρνητικών λύκων βρίσκονται θετικοί για αντιπυρηνικά 

αντισώματα126.
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Οι ασθενείς με υποξύ δερματικό λύκο χαρακτηρίζονται κλινικά από ήπια 

κλινική εικόνα, με εκδηλώσεις κυρίως από το δέρμα, όπως φωτοευαισθησία και 

πολυκυκλικό δακτυλιοειδές ή ψωριασιόμορφο εξάνθημα. Η συχνότητα προσβολής 

των νεφρών και του κεντρικού νευρικού συστήματος είναι χαμηλή. Εργαστηριακά το 

ποσοστό των θετικών ως προς τα αντιπυρηνικά αντισώματα ορών είναι υψηλό (90%), 

όπως επίσης και η εμφάνιση του αντι-Ro αντισώματος (70%) που στο 50% συνοδεύεται 

από το αντι-La αντίσωμα124.

Ασθενείς με ανεπάρκεια C2 και C4 τείνουν να έχουν αντι-Ro αντισώματα 

χωρίς αντι-La αντισώματα, δερματικές εκδηλώσεις όπως ο υποξύς δερματικός λύκος 

και πολυαρθρίτιδα. Δεν περιγράφεται νεφρική προσβολή ή συμμετοχή του κεντρικού 

νευρικού συστήματος (Κ.Ν.Σ.)120’121’127

Το σύνδρομο επικάλυψης σδ/ΣΕΛ χαρακτηρίζεται από την εμφάνιση 

κλινικών εκδηλώσεων ΣΕΛ σε ασθενή που πάσχει από σδ. Ως ομάδα ασθενών 

χαρακτηρίζονται από την παρουσία HLA-DR3 , αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων και 

κλινικές εκδηλώσεις όπως, μη θρομβοπενική πορφύρα, πολυαρθρίτιδα και σε μικρό 

ποσοστό προσβολή του ΚΝΣ122.

Οι ίδιες κλινικές εκδηλώσεις (υποξύς δερματικός λύκος, πορφύρα, 

υπεργαμμασφαιριναιμία) και παρουσία αντι-Ro αντισωμάτων, παρατηρούνται και σε 

άλλα αυτοάνοσα ρευματικά νοσήματα όπως ρευματοειδής αρθρίτις (ΡΑ) και 

συστηματική σκλήρυνση (ΣΣ).

Τα αντι-Ro αντισώματα ανιχνεύονται σε ποσοστό 3-15̂  στον ορό αρρώστων 

με ΡΑ128'129 και η παρουσία τους συνδέεται με τη συνύπαρξη σδ. Με αρκετές εργασίες 

καταδεικνύεται ότι οι περισσότεροι ασθενείς με ΡΑ και αντι-Ro αντισώματα στον ορό 

τους παρουσιάζουν εξωαρθρικές εκδηλώσεις όπως ξηροστομία, φωτοευαισθησία, 

πορφύρα, λευκοπενία και ελάττωση παραγόντων του συμπληρώματος128, 13tH34. 

Επίσης, έχει περιγράφει ισχυρή συσχέτιση της παρουσίας αντι-Ro αντισωμάτων και 

ανάπτυξη παρενεργειών σε θεραπεία με άλατα χρυσού και D-πενικιλλαμίνη130·133'.

Συγκεκριμένα, περιγράφηκε ότι η παρουσία αντι-Ro αντισώματος στους 

'Ελληνες ασθενείς με ρευματοειδή αρθρίτιδα καθορίζει μια υποομάδα ασθενών με
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ιδιαίτερα χαρακτηριστικά128. Οι ασθενείς αυτοί δεν εμφανίζουν διαφορετικές κλινικές 

εκδηλώσεις ΡΑ από εκείνους που είναι αρνητικοί ως προς την παρουσία του αντι-Ro 

αντισώματος, είναι όμως σχεδόν αποκλειστικά γυναίκες, 50% έχουν βιοψία μικρών 

σιελογόνων αδένων συμβατή με σδ και πολύ συχνά παρουσιάζουν ανεπιθύμητες 

ενέργειες στη θεραπεία με D-πενικιλλαμίνη.

Αντι-Ro αντισώματα ανευρίσκονται επίσης σε ποσοστό yn%  στον ορό 

ασθενών με συστηματική σκλήρυνση135'137 και συσχετίζονται με την παρουσία 

συνδρόμου ξηροστομίας-ξηροφθαλμίας135'136'138, φωτοευαισθησία138 και σοβαρής 

πνευμονικής προσβολής135,139.

Επίσης, αντι-Ro αντισώματα ανευρίσκονται σε ποσοστό 5"15^ ασθενείς 

με δερματομυοσίτιδα/πολυμυοσίτιδα (ΔΜ/ΠΜ), μαζί με αντι-Joi αντισώματα140*142. 

Στους ασθενείς αυτούς ανιχνεύονται κυρίως avn-Ro52 αντισώματα και όχι αντι-Roeo 

αντισώματα142'144.

Στους ασθενείς με ΣΕΛ, η παρουσία αντι-Ro αντισωμάτων έχει συσχετισθεί 

με μη διαβρωτική καταστροφική (erosive deforming) αρθροπάθεια που ονομάζεται 

Jaccoud αρθροπάθεια, λόγω φλεγμονής των μαλακών μορίων145'146. Μερικοί 

συγγραφείς περιγράφουν ισχυρή συσχέτιση μεταξύ της παρουσίας αντι-Ro 

αντισωμάτων και εμφάνισης συμπτωμάτων ΣΕΛ μετά την ηλικία των 50 ετών. Η 

υποομάδα αυτή ασθενών με ΣΕΛ χαρακτηρίζεται από αυξημένη εμφάνιση 

νευρολογικών διαταραχών, διάμεση πνευμονική νόσο, παρουσία αντι-Ro και αντι-La 

αντισωμάτων, χαμηλά όμως ποσοστά νεφρικής προσβολής147'149. Η διάμεση 

πνευμονίτιδα σε ασθενείς με ΣΕΑ έχει συσχετισθεί με παρουσία αντι-Ro 

αντισωμάτων148'150’151, δεν υπάρχουν όμως δεδομένα για συμμετοχή των αντισωμάτων 

αυτών στην παθογένεση της πνευμονικής νόσου.

Αλλη πρόσφατη μελέτη152 σε Έλληνες ασθενείς με ΣΕΛ έδειξε ότι αντι-Ro και 

αντι-La αντισώματα ανευρίσκονται συχνότερα σε νέες γυναίκες και υπάρχει 

στατιστικά σημαντική συχνότητα του εξανθήματος στις παρειές, των δισκοειδών 

βλαβών, της ορογονίτιδας και του φαινομένου Raynaud με την παρουσία των 

αντισωμάτων αυτών.
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Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι σε μελέτη ασθενών με ΙΕΛ η εμφάνιση αντι- 

La αντισωμάτων προηγείται της εμφάνισης της νόσου μέχρι και 9  χρόνια πριν (μέσος 

όρος 3·3 έτη)153.

Έχει παρατηρηθεί ισχυρή συσχέτιση μεταξύ των αντι-Ro και αντι-La 

αντισωμάτων. Αντι-Ro αντισώματα χωρίς αντι-La αντισώματα ανιχνεύονται σε 

πολλούς ορούς ενώ τα αντι-La αντισώματα συνήθως συνυπάρχουν με αντι-Ro 

αντισώματα. Αντι-Ro και αντι-La αντισώματα, έχει αναφερθεί ότι βρίσκονται 

συχνότερα σε ασθενείς με ρευματοειδή παράγοντα, πολυκλωνική

υπεργαμμασφαιριναιμία και κρυοσφαιριναιμία154, ανεξάρτητα της υποκείμενης 

αυτοάνοσης νόσου. Έχει περιγράφει διακύμανση των τίτλων των αντι-Ro 

αντισωμάτων κατά τη διάρκεια της νόσου σε ασθενείς με ΣΕΛ και σδ155'158, 

δημιουργώντας έτσι φτωχή συσχέτιση με τη δραστηριότητα της νόσου και 

περιορίζοντας την αξία της για την παρακολούθηση στην κλινική πράξη των ασθενών 

αυτών. Ωστόσο, σταθεροί τίτλοι αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων έχουν περιγράφει 

στους ορούς μητέρων που τα παιδιά τους έχουν νεογνικό λύκο, χωρίς όμως να 

συσχετίζονται με κλινικές εκδηλώσεις159'160.

Avti-Ro52 και αντι-La αντισώματα συνδέονται άμεσα με την παθογένεση 

των συνδρόμου νεογνικού λύκου. Το σύνδρομο αυτό χαρακτηρίζεται από παροδικό 

δερματικό εξάνθημα (φωτοευαισθησία και πολυκυκλικό δακτυλιοειδές εξάνθημα, τα 

οποία υποστρέφουν μετά τον 6° μήνα), ηπατικές και αιματολογικές διαταραχές και 

διαταραχές της αγωγιμότητας (πλήρης κολποκοιλιακός αποκλεισμός). Οι μητέρες των 

παιδιών αυτών έχουν σδ, ΣΕΛ, υποξύ δερματικό λύκο ή είναι ασυμπτωματικές. Στον 

ορό τους όμως ανιχνεύονται αντισώματα έναντι κυρίως της πρωτεΐνης R052 (8ο%) 

καθώς και αντι-La αντισώματα (90%).

Το σύνδρομο οφείλεται στη μεταφορά μέσω του πλακούντα μητρικών IgG 

τάξης αυτοαντισωμάτων στο νεογνό από την ι6η έως την 20η εβδομάδα της κύησης. 

Παθολογοανατομικά στην περιοχή του μεσοκοιλιακού διαφράγματος παρατηρούνται 

περιαγγειακή μονοκυτταρική διήθηση, ινική, ασβέστωση και εναπόθεση 

ανοσοσφαιρινών και συμπληρώματος161. Οι ιστικές αυτές βλάβες σχετίζονται με την
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έκφραση των Ro (6ο και 52 kDa) και La αντιγόνων στον νεογνικό καρδιακό ιστό και 

ειδικότερα στην επιφάνεια των μυοκαρδιακών κυττάρων από την ι8η έως την 24η 

εβδομάδα της κύησης162'164-

Επιπρόσθετα, ανθρώπινη IgG ανοσοσφαιρίνη που περιέχει αντι-Ro 

αντισώματα, μπορεί να επάγει διαταραχές αγωγιμότητας σε καρδιές νεογνών 

κουνελιών165,166, επιδρώντας στη λειτουργία των διαύλων ασβεστίου167'168.

Πρόσφατα, δύο μελέτες από την ίδια ομάδα έδειξαν ότι η παρουσία αντι-Ro 

αντισωμάτων σε εγκύους ασθενείς με ΣΕΛ, δεν επηρεάζουν αρνητικά την έκβαση της 

εγκυμοσύνης169. Ωστόσο, σε εγκύους με αυτοάνοσα νοσήματα η παρουσία avn-Ro6o 

ή/και avTi-Ro52 αντισωμάτων στον ορό τους συσχετίζεται με αυτόματες αποβολές ή 

γέννηση θνησιγενούς τέκνου170.

Έχει επίσης αναφερθεί ότι Ro και La αντιγόνα μπορούν να ανιχνευθούν 

στην κυτταρική μεμβράνη ως αποτέλεσμα ιικής λοίμωξης171, υψηλής συγκέντρωσης ιγβ  

οιστραδιόλης172 ή απόπτωση των καρδιακών μυϊκών κυττάρων173’174. Αρκετές μελέτες 

έδειξαν ότι αντισώματα αντι-Ro βρέθηκαν σε έκπλυμα προσβεβλημένων οργάνων 

ασθενών με ΣΕΛ και σδ. Πρώτον, στο έκπλυμα παρωτίδας ασθενούς με πρωτοπαθή 

χολική κίρρωση και σδ βρέθηκαν αντι-Ro αντισώματα ενώ δεν ανιχνεύθηκε η 

παρουσία άλλων αυτοαντισωμάτων175. Δεύτερον, εκχύλισμα νεφρών πλούσιο σε αντι- 

Ro αντισώματα βρέθηκε σε δύο ασθενείς με ΣΕΛ, οι οποίοι απεβίωσαν λόγω προϊούσας 

νεφρικής ανεπάρκειας176. Στους ασθενείς με ΣΕΛ δεν είναι γνωστό πόσο συχνά τα αντι- 

Ro αντισώματα συμμετέχουν στην ανάπτυξη της νεφρίτιδας· είναι όμως γνωστό ότι 

σπάνια συμμετέχουν στη νεφρίτιδα χωρίς τη συνύπαρξη αντισωμάτων κατά DNA177. 

Φαίνεται λοιπόν ότι η συνέργεια των δύο συστημάτων (αντι-Ro και αντι-DNA) 

συμμετέχει στην αύξηση της συχνότητας ή στη σοβαρότητα της νεφρίτιδας του λύκου 

στους ασθενείς εκείνους οι οποίοι έχουν και τα δύο αντισώματα. Σε τρίτη μελέτη 

βρέθηκαν αντι-Ro αντισώματα στο έκπλυμα καρδιάς παιδιού με πλήρη κολποκοιλιακό 

αποκλεισμό178.
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Πολλές μελετες υποδηλώνουν χη συμμετοχή των αντι-Ro αντισωμάτων 

στην ανάπτυξη των δερματικών βλαβών που παρατηρούνται στον υποξύ δερματικό 

λύκο και στο σύνδρομο του νεογνικού λύκου.

Έτσι, σε ζωικό μοντέλο του δερματικού λύκου που αναπτύχθηκε με την 

μεταμόσχευση ανθρώπινου δέρματος σε ποντικό179, η έγχυση στο ποντίκι ορού που 

περιείχε αντι-Ro αντισώματα είχε σαν αποτέλεσμα τη σύνδεση των αντισωμάτων με 

τα εμφυτευμένα ανθρώπινα κερατινοκύτταρα. Επιπλέον, η εναπόθεση IgG αφορούσε 

κυρίως την επιδερμίδα και ήταν όμοια με αυτή που παρατηρείται στον υποξύ και στο 

νεογνικό λύκο. Μια άλλη ομάδα ερευνητών έδειξε ότι αν καλλιέργειες ανθρώπινων 

κερατινοκυττάρων ακτινοβοληθούν με UV ακτινοβολία, αυξάνεται η έκφραση του Ro 

αντιγόνου στην κυτταρική μεμβράνη, όπου μπορεί να συνδεθεί με ειδικά 

αυτοαντισώματα42’180'182. Τέλος, άλλοι ερευνητές έδειξαν ότι τα αντι-Ro αντισώματα 

συμμετέχουν στην εξαρτώμενη από αντίσωμα κυτταροτοξικότητα (antibody 

dependent cellular cytotoxicity)183, και ότι η έγχυσή τους στο δέρμα του guinea pig μετά 

την ακτινοβόληση αυξάνει σημαντικά τις μικροαγγειακού τύπου δερματικές βλάβες184. 

Όλες οι ανωτέρω μελέτες συνηγορούν στην υπόθεση ότι τα αντι-Ro αντισώματα 

συμμετέχουν πιθανά στις δερματικές βλάβες στον ΣΕΛ και τα κλινικά του σύνδρομα.

Η παρουσία των αντι-Ro αντισωμάτων με ή χωρίς ταυτόχρονη παρουσία 

αντι-La αντισωμάτων συνδέεται με την παρουσία των HLA-DR3 ή/και DR21®5'186. 

Πρόσφατα, ωστόσο, δεδομένα καταδεικνύουν ότι HLA αλλήλια κλάσης DQ προάγουν 

παραγωγή αντι-Ro αντισωμάτων τόσο σε Καυκάσιους όσο και σε μαύρους ασθενείς. 

Ειδικότερα, σ' όλους τους αντι-Ro και αντι-La θετικούς ασθενείς, όλα τα DQa αλλήλια 

έχουν γλουταμίνη στη θέση 3 4 » ενώ όλα τα DC$ αλλήλια έχουν λεύκινη στη θέση 26. Τα 

αμινοξέα αυτά συμμετέχουν στη θέση σύνδεσης του αντιγόνου στα HLA μόρια.

Στο πρωτοπαθές σδ, αντι-Ro και αντι-La αντισώματα βρίσκονται συχνότερα 

σε ορούς ασθενών με πρωϊμότερη έναρξη της νόσου, μεγαλύτερη διάρκεια νόσου, 

διόγκωση παρωτίδων ή άλλων μεγάλων σιελογόνων αδένων και λεμφοκυτταρική 

διήθηση των μικρών σιελογόνων αδένων1®7.
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Επίσης, η παρουσία τους συσχετίζεται με την παρουσία εξωαδενικών 

εκδηλώσεων όπως, λεμφαδενοπάθεια, σπληνομεγαλία, καθώς και με την παρουσία 

πορφύρας, λευκοπενίας, λεμφοπενίας, αυξημένων πολυκλωνικών γάμμα-σφαιρινών 

και αυξημένων τίτλων ρευματοειδή παράγοντα187'189.

Τέλος, μελετήθηκε η ύπαρξη αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων στη σίελο 

ασθενών με σδ, δεδομένου ότι οι σιελογόνοι αδένες αποτελούν όργανο-στόχο στη 

νόσο αυτή. Η παρουσία αντισωμάτων αντι-Ro και αντι-La επιβεβαιώθηκε από 

αρκετούς ερευνητές190'192, ωστόσο δεν έχει ξεκαθαρισθεί ακόμη αν παράγονται τοπικά 

ή μεταφέρονται εκεί με το αίμα.

Οι προαναφερόμενες μελέτες δεν διακρίνουν τα αντι-Ro αντισώματα σε 

αντισώματα έναντι της πρωτεΐνης Ro6o ή αντισώματα έναντι της πρωτεΐνης R052. 

Όταν όμως κατέστη δυνατόν να διαχωρισθεί το αντιγόνο R052 με την 

ανοσοαποτύπωση, βρέθηκε ότι τόσο οι οροί των ασθενών με ΣΕΛ όσο και οι οροί των 

ασθενών με σδ έχουν αντισώματα έναντι και των 2 πρωτεϊνών60. Η παρουσία μόνο 

αντι-Roeo αντισωμάτων είναι χαρακτηριστική στους ασθενείς με ΣΕΛ, ενώ η παρουσία 

μόνο avn-Ro52 αντισωμάτων στους ασθενείς με σδ. Ωστόσο, δεν βρέθηκε καμιά 

διαφορά στις κλινικές εκδηλώσεις ασθενών με σδ και παρουσία αυτοαντισωμάτων 

avTi-Ro6o και avn-Ro52, με τους ασθενείς με σδ και παρουσία αντι-Ro 52 αντισωμάτων 

μόνο. Στο νεογνικό λύκο η αντισωματική απόκριση στρέφεται έναντι της πρωτεΐνης 

R052193.
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Ισότυποι και 

Παραγωγή Αντισωμάτων

Τα αντι-La αντισώματα είναι κυρίως IgG τάξης, ενώ IgA και IgM τάξης 

αντισώματα ανιχνεύονται σε πολύ χαμηλούς τίτλους. Επίσης, IgG τάξης αντισώματα 

κυρίως και σπανιότερα IgA τάξης, ανιχνεύονται στην σίελο ασθενών με as194’195. Σε 

ηλεκτροφόρηση ορού συνήθως ανιχνεύεται ολιγοκλωνική αντι-La αντίδραση κυρίως 

IgGi υποτάξης196, έχουν ωστόσο περιγράφει και άλλες IgG υποτάξεις197.

Τα αντι-Ro αντισώματα είναι πολυκλωνικά IgG τάξης αντισώματα198 και δεν 

έχουν περιγράφει ως τώρα IgA ή IgM τάξης αντι-Ro αντισώματα.

Η πολυκλωνική αυτή έκφραση επάγεται και μετά ανοσοποίηση ποντικού 

με ανασυνδυασμένη La πρωτεΐνη, η οποία οδηγεί στην παραγωγή τόσο 

αυτοαντισωμάτων έναντι διαφορετικών μη επαναλαμβανόμενων περιοχών της La 

πρωτεΐνης (intramolecular spreading: ενδομοριακή διασπορά επιτόπων), όσο και 

ειδικών αντι-Roeo αυτοαντισωμάτων (intermolecular spreading: διαμοριακή διασπορά 

επιτόπων). Τα ευρήματα αυτά υποδηλώνουν ότι η παραγωγή αυτοαντισωμάτων 

έναντι πολλαπλών επιτόπων των Ro και La πρωτεϊνών μπορεί να είναι επακόλουθο 

αντίδρασης σε ένα μόνο επίτοπο, γεγονός που εξηγεί την παρουσία πολλαπλών 

αυτοαντισωμάτων σε διάφορα αυτοάνοσα νοσήματα199. Η ανοσοδιέγερση από Ro και
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La πεπτίδια μπορεί να εκλυθεί μετά από UV ακτινοβόληση181'182 ή λοίμωξη από ιό171 

καθώς επίσης και κατά τη διάρκεια της απόπτωσης200.

Τέλος, η παρουσία αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων τάξης κυρίως IgA, στη 

σίελο ασθενών με σδ, υποδηλώνει τον πιθανό παθογενετικό τους ρόλο στο σύνδρομο 

ξηροστομίας-ξηροφθαλμίας (sicca syndrome).
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Μέθοδοι Ανίχνευσης των 
αντι-Ro και αντι-La Αντισωμάτων

Η ανίχνευση και ο χαρακτηρισμός των αυτοαντισωμάτων παρουσιάζει 

ορισμένες δυσκολίες, οι οποίες όμως ξεπεράστηκαν με την ανάπτυξη και εφαρμογή 

μοντέρνων ανοσολογικών μεθόδων. Οι μέθοδοι ανίχνευσης των αντι-Ro και αντι-La 

αντισωμάτων είναι οι παρακάτω: 1

1. Ανοσοφθορισμός (Immunofluorescence)

Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός ήταν η πρώτη μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε 

στην καθ' ημέρα πράξη για ανίχνευση αντισωμάτων με ποικίλα ιστικά αντιγόνα201. 

Ακόμη και σήμερα, όταν υποψιαζόμαστε την ύπαρξη αυτοάνοσου συστηματικού 

νοσήματος, η προσπάθεια ανίχνευσης αντισωμάτων ξεκινά χρησιμοποιώντας τον 

ανοσοφθορισμό σαν αρχική εξέταση διερεύνησης (screening test). Στην εξέταση αυτή 

αναζητούνται αντισώματα τα οποία συνδέονται με πυρηνικά αντιγόνα των κυττάρων 

του υποστρώματος και γι' αυτό ονομάζονται αντιπυρηνικά αντισώματα (ΑΝΑ, 

antinuclear antibodies).

Η τεχνική της εξέτασης είναι απλή. Επιστρωμένα κύτταρα, συνήθως μιας 

κυτταρικής σειράς, επωάζονται με το υπό εξέταση αραιωμένο δείγμα ορού αίματος και 

έτσι τα αντιπυρηνικά αντισώματα θα συνδεθούν με τα αντιγόνα που αναγνωρίζουν.
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Αφού ξεπλυθεί η περίσσεια του ορού, το υπόστρωμα επωάζεται με αντι-ανθρώπινη 

ανοσοσφαιρίνη, συνδεδεμένη με φθοριόχρωμα. Η περίσσεια της συζευγμένης 

ανοσοσφαιρίνης ξεπλένεται και το υπόστρωμα εξετάζεται στο μικροσκόπιο 

φθορισμού. Επιθετικού αποτελέσματος γίνεταιτιτλοποίηση (διαδοχικές υποδιπλάσιες 

αραιώσεις του εξεταζόμενου ορού μέχρι την τελευταία θετική) ενώ παράλληλα 

καταγράφονται όλοι οι τύποι του φθορισμού που παρατηρήθηκαν. Ο τύπος του 

ανοσοφθορισμού (π.χ. ομοιογενής ή στικτός) μπορεί να μας δώσει πληροφορίες για 

την ειδικότητα των αντισωμάτων που ανιχνεύονται, ωστόσο όμως το ακριβές 

αντιγόνο-στόχος δεν μπορεί να καθορισθεί. Επί θετικού λοιπόν αποτελέσματος 

απαιτείται μια πιο ενδελεχής μελέτη με άλλες τεχνικές. Επί αρνητικού αποτελέσματος, 

ο περαιτέρω ανοσολογικός έλεγχος κρίνεται περιττός202, εκτός αν υπάρχουν ιδιαίτεροι 

λόγοι όπως στον υποξύ δερματικό λύκο και στην δερματομυοσίτιδα203.

Ο έμμεσος ανοσοφθορισμός σε κυτταρικές σειρές δεν είναι η καλύτερη 

μέθοδος για την ανίχνευση των αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων. Αυτό οφείλεται 

αφενός μεν στην χαμηλή συγκέντρωση του Ro αντιγόνου στους πυρήνες των 

κυττάρων, αφετέρου σε προβλήματα στη διαδικασία επίστρωσης204. Έτσι, αντι-Ro 

θετικοί οροί, στον έμμεσο ανοσοφθορισμό μπορεί να είναι αρνητικοί ή να μας δώσουν 

πυρηνικά στίγματα διαφόρων μεγεθών μαζί με φθορισμό του κυτταροπλάσματος.

Πρόσφατα, η χρησιμοποίηση ως υπόστρωμα, κυττάρων Hep 2000 σειράς 

(transfected με ανθρώπινη Ro6o) βρέθηκε να έχει καλύτερη ευαισθησία 7 Τ9 1̂ 205'206· 

Πάντως, η μέθοδος αυτή δεν μπορεί να ανιχνεύσει μεμονωμένα αντι-Ro 52 

αντισώματα.

Συμπερασματικά, ο έμμεσος ανοσοφθορισμός αποτελεί μια απλή, 

ευαίσθητη αλλά μη ειδική, αρχική εξέταση ρουτίνας για κάθε ασθενή, με υπόνοια 

αυτοάνοσου νοσήματος.

2. Διπλή ανοσοδιάχυση (Double immunodiffusion)

Η μέθοδος της διπλής ανοσοδιάχυσης επέτρεψε τον καθορισμό της 

ειδικότητας των αντιπυρηνικών αντισωμάτων. Το 1961, οι Anderson και συν2,
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χρησιμοποιώντας εκχύλισμα ανθρώπινου θυρεοειδούς, βρήκαν ότι οροί ασθενών με 

oS διαχεόμενοι σε γέλη αγαρόζης έναντι του προαναφερόμενου εκχυλίσματος έδιναν 

δύο ιζηματικές γραμμές που ήταν διαφορετικές μεταξύ τους (τεμνόμενες γραμμές). Το 

εύρημα αυτό υποδήλωνε ότι τα εκχυλίσματα ιστών περιέχουν περισσότερα από ένα 

αντιγόνα και ότι οι οροί ασθενών με αυτοάνοσα νοσήματα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σαν εργαλεία ("probes") για την ανίχνευση και περαιτέρω μελέτη 

των εκχυλιζόμενων από ιστούς αντιγόνων.

Η διπλή ανοσοδιάχυση συνίσταται σε σύγκριση της ιζηματικής γραμμής που 

παράγει ο προς εξέταση ορός, με την ιζηματική γραμμή που παράγει ορός γνωστής 

ειδικότητας όταν και οι δύο διαχέονται σε γέλη αγαρόζης, στην οποία επίσης διαχέεται 

αντιγόνο. Οι οροί τοποθετούνται σε διπλανά φρεάτια με διάταξη κυκλοτερή και η 

πηγή αντιγόνου σε ένα κεντρικό φρεάτιο που βρίσκεται σε ίση απόσταση από τα 

φρεάτια των ορών. Στις περιοχές αρίστης συγκεντρώσεως αντιγόνου-αντισώματος, 

δημιουργούνται καθιζάνοντα ανοσοσυμπλέγματα, που εμφανίζονται ως ιζηματικές 

γραμμές μεταξύ των φρεατίων των ορών και του φρεατίου του αντιγόνου. Όταν οι 

ιζηματικές γραμμές μεταξύ του υπό εξέταση ορού και του αντιγόνου και του ορού- 

μάρτυρα και του αντιγόνου αποτελούν μια συνεχή γραμμή, τότε τα αντισώματα των 

ορών αναγνωρίζουν το αυτό αντιγόνο στην πηγή αντιγόνου. Όταν αυτές οι γραμμές 

τέμνονται, αυτό σημαίνει ότι οι οροί έχουν αντισώματα διαφορετικής ειδικότητας, 

δηλαδή αναγνωρίζουν διαφορετικά αντιγόνα που βρίσκονται στην πηγή (εκχύλισμα) 

των αντιγόνων. Τέλος, οι δύο γραμμές είναι δυνατόν να τέμνονται μερικώς (εν είδει 

σπιρουνιού) πράγμα που υποδηλώνει μερική ομοιότητα των ιδιοτύπων των 

αντισωμάτων. Στην περίπτωση αυτή τα αντισώματα αναγνωρίζουν είτε διαφορετικά 

αντιγόνα μετακινούμενα εν μέρει σαν σύμπλεγμα και εν μέρει ελεύθερα, είτε 

διαφορετικούς αντιγονικούς καθοριστές που βρίσκονται πάνω στο ίδιο μεγαλομόριο.

Έτσι, με την τεχνική της διπλής ανοσοδιάχυσης περιγράφηκε για πρώτη 

φορά η ειδικότητα των αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων3 ·5»ιο.
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3· Αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση (Counterimmunoelectrophoresis)

Η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE: counterimmunoelectrophore-sis) 

είναι μια μορφή διπλής ανοσοδιάχυσης, όπου χρησιμοποιείται ηλεκτρικό πεδίο για το 

σχηματισμό ιζηματικών γραμμών αντιγόνου-αντισώματος. Στη μέθοδο αυτή ο ορός 

τοποθετείται στην άνοδο και η πηγή στην κάθοδο. Έτσι, τα ηλεκτροαρνητικά 

φορτισμένα αντιγόνα οδεύουν προς την πλευρά των ανοσοσφαιρινών με συνέπεια να 

ενισχύεται το αποτέλεσμα της ανοσοδιάχυσης. Η ευαισθησία της μεθόδου καθορίζεται 

από την πηγή του αντιγόνου που θα χρησιμοποιήσουμε, ενώ η ειδικότητά της 

καθορίζεται από την επιλογή του ορού αναφοράς (ορός γνωστής ειδικότητας). Έτσι, 

για την ανίχνευση αντι-Ro αντισωμάτων είναι γνωστό ότι μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

πηγή αντιγόνου εκχύλισμα σπληνός ανθρώπου ή βοός, και όχι εκχύλισμα θύμου αδένα 

κουνελιού που χρησιμοποιείται όμως για την ανίχνευση των υπολοίπων αντισωμάτων 

(π.χ.. αντι-La, αντι-Sm, κλπ). Ορισμένοι μάλιστα ερευνητές έδειξαν ότι εκχυλίσματα 

ανθρώπινων κυτταρικών σειρών υπερέχουν όσον αφορά την ανίχνευση των αντι-Ro 

αντισωμάτων. Επίσης, άλλοι ερευνητές έδειξαν ότι η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση 

έχει χαμηλή ευαισθησία για την ανίχνευση αντι-La αντισωμάτων με τη χρησιμοποίηση 

εκχυλίσματος θύμου αδένα κουνελιού αν και αντιγόνο La βρίσκεται στο εκχύλισμα 

αυτό113. Η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση είναι πιο ταχεία μέθοδος απ’ την 

ανοσοδιάχυση και μπορεί να ανιχνεύσει ακόμη και αντισώματα που βρίσκονται σε 

χαμηλή συγκέντρωση, δεκαπλασιάζοντας μάλιστα την ευαισθησία της απλής 

ανοσοδιάχυσης207. Αν και δεν επιτρέπει τον καθορισμό της αντι-Ro αντίδρασης (αντι- 

Ro 52 ή/και αντι-Ro 6ο), θεωρείται η πιο αξιόπιστη μέθοδος ως εξέταση ρουτίνας208.

4· Ανοσοαποτύπωση (Immunoblotting)

Η ανοσοαποτύπωση αποτελεί μια πιο σύνθετη μέθοδο ανίχνευσης των 

αυτοαντισωμάτων. Αρχικά, το εκχύλισμα αντιγόνων επωάζεται με δωδεκυλθειϊκό 

νάτριο (SDS) με αποτέλεσμα το φορτίο τους να καθίσταται αρνητικό. Ακολουθεί η 

ηλεκτροφόρηση σε γέλη πολυακρυλαμιδίου όπου η ταχύτητα μετακίνησης των 

επιμέρους πεπτιδίων είναι συνάρτητη του μεγέθους τους. Η μέθοδος ονομάσθηκε
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"ηλεκτροφόρηση-δθδ-γέλης πολυακρυλαμιδίου". Στη συνέχεια γίνεται 

ηλεκτροφορητική μεταφορά των πρωτεϊνών σε χαρτί νιτροκυτταρίνης209 (Western 

blotting). Μετά τη μεταφορά τους στο χαρτί νιτροκυτταρίνης, τα αντιγόνα επωάζονται 

με τους υπό εξέταση ορούς και αν υπάρχουν ειδικά αντισώματα, αυτά προσκολλώνται 

στα τμήματα της ταινίας που μεταφέρουν αντιγονικά πεπτίδια. Στη συνέχεια τα 

αντισώματα αυτά επωάζονται με αντι-ανθρώπινες ανοσοσφαιρίνες σεσημασμένες με 

ένζυμο και με την προσθήκη του κατάλληλου για το ένζυμο υποστρώματος, οι ζώνες 

που αντιστοιχούν σε πεπτιδικά αντιγόνα και αναγνωρίσθηκαν από ειδικό αντίσωμα θα 

απεικονισθούν με χρωμογόνο ανάδραση. Αντισώματα που στη διπλή ανοσοδιάχυση 

εκφράζονται σαν να έχουν την αυτή ειδικότητα, είναι δυνατόν να καταδειχθεί με 

ανοσοαποτύπωση ότι αναγνωρίζουν διαφορετικά πεπτίδια του αυτού αντιγόνου.

Έτσι, οι Habets και συν210 εξετάζοντας ορούς με ειδικότητα κατά nRNP 

διαπίστωσαν ότι άλλοι απ' αυτούς αναγνώριζαν ένα πεπτίδιο MB 70 KDa του RNP 

αντιγόνου και άλλοι ένα πεπτίδιο MB 23 kDa του ίδιου αντιγόνου. Επίσης, η πρωτεΐνη 

R052, η οποία περιγράφηκε ως ένα αντιγονικό πεπτίδιο της πρωτεΐνης Ro51, δεν 

κατέστη αρχικά δυνατόν να διαχωρισθεί από την πρωτεΐνη La, η οποία με MB 48 kDa 

κινείται κατά την ηλεκτροφόρηση στην ίδια περιοχή με την πρωτεΐνη Ro MB 52 kDa. 

Αργότερα όμως, βρέθηκε ότι αλλάζοντας την σχέση ακρυλαμιδίου-διακρυλαμιδίου στη 

γέλη πολυακρυλαμιδίου είναι δυνατόν ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός των 

πρωτεϊνών68. Έτσι, βρέθηκε ότι οροί με αντι-Ro αντισώματα αναγνώριζαν την 

πρωτεΐνη Ro6o ή/και την πρωτεΐνη R052.

Αν και η μέθοδος της ανοσοαποτύπωσης έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως 

ερευνητικά, η χρήση της στην καθ' ημέρα πράξη παρουσιάζει μειονεκτήματα211. Πάνω 

από το 40% των αντι-Ro αντισωμάτων που ανιχνεύονται με την τεχνική της αντίθετης 

ανοσοηλεκτροφόρησης, δεν ανιχνεύονται με την τεχνική της ανοσοαποτύπωσης. 

Αυτό πιθανά οφείλεται στο γεγονός ότι το αντιγόνο, λόγω της επώασής του με το SDS, 

μετουσιώνεται (denaturated) αλλάζοντας έτσι την τριτοταγή δομή του· έχει δειχθεί ότι 

το μεγαλύτερο μέρος των avTi-Ro(SSA) αντισωμάτων αναγνωρίζει το φυσικό αντιγόνο 

Ro212'213.
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Έτσι, μετά τον αρχικό ενθουσιασμό αναφορικά με τις πιθανές εφαρμογές 

της ανοσοαποτύπωσης στη διάγνωση των αυτοάνοσων νοσημάτων είναι πλέον 

εμφανές ότι μια από τις λιγοστές, γενικά παραδεκτές, εφαρμογές της είναι η ανίχνευση 

των αντι-La αντισωμάτων, όπου η ευαισθησία της υπερέχει έναντι της αντίθετης 

ανοσοηλεκτροφόρησης113.

5· Ενζυμικός Ανοσοπροσροφητικός Προσδιορισμός (ELISA)

Αρκετοί έως τώρα ερευνητές χρησιμοποίησαν τη μέθοδο ELISA για την 

ανίχνευση των αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων214'217. Στις περισσότερες από αυτές τις 

μελέτες χρησιμοποιήθηκαν σαν αντιγόνα πρωτεΐνες που απομονώθηκαν με 

χρωματογραφία συγγένειας, πράγμα όμως που προϋποθέτει ότι το αντίσωμα που 

χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση του αντιγόνου είναι μονοειδικό. Αλλιώς, ο 

κίνδυνος για λήψη ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων μεγιστοποιείται. Ως αντιγόνα 

έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί εκτός από ολόκληρη την πρωτεΐνη, συνθετικά πεπτίδια 

ή ανασυνδυασμένα πεπτίδια. Η μέθοδος συνίσταται στην επώαση του υπό εξέταση 

δείγματος ορού αίματος με αντιγόνο που είναι προσκολλημένο στη βάση φρεατίων 

από πολυστυρένιο, στην εν συνεχεία επώαση του συμπλέγματος αντιγόνου- 

αντισώματος με αντιορό σεσημασμένο με ένζυμο και τέλος στην πρόσθεση ειδικού 

υποστρώματος για την αντίδραση του ενζύμου. Η ενζυμική αντίδραση, αποτελεί το 

μέτρο της ποσότητας ειδικού αντισώματος κατά του αντιγόνου και μετρείται με τιμή 

απορρόφησης ακτινοβολίας ορισμένου μήκους κύματος.

Πιο έξυπνη όμως είναι η εφαρμογή ELISA-τύπου "sandwich" στην οποία στα 

φρεάτια προσκολλάται κυρίως το F(ab)2 τμήμα του αντισώματος και στη συνέχεια 

ακολουθεί επώαση με το εκχύλισμα αντιγόνων· στην περίπτωση αυτή το 

προσκολλημένο αντίσωμα θα συνδεθεί με το αντίστοιχο αντιγόνο213.

Το βασικό πλεονέκτημα της μεθόδου ELISA εκτός από το ότι είναι μια απλή 

μέθοδος, είναι και η δυνατότητα ποσοτικοποίησης του ανιχνευμένου αντισώματος. 

Ωστόσο, η χρησιμοποίησή της για την ανίχνευση των αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων 

στην καθ’ ημέρα πράξη δεν έχει ακόμη επιτευχθεί. Ένα βασικό μειονέκτημα για την



4 0

ανάπτυξή της αποτελεί η έλλειψη αξιόπιστων μονοκλωνικών αντισωμάτων, κυρίως 

έναντι της πρωτεΐνης Ro. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να χρησιμοποιούμε F(ab)2 

τμήματα πολυκλωνικών ανοσοσφαιρινών ασθενών με αυτοάνοσα νοσήματα ή 

ανοσοποιημένων κουνελιών. Έχει όμως περιγραφεί ότι ένας σημαντικός αριθμός ορών 

με αντι-Ro αντισώματα έχει ρευματοειδή παράγοντα, ο οποίος μπορεί να συνδεθεί με 

Fc τμήματα που δεν απομακρύνθηκαν κατά την απομόνωση των F(ab)2 τμημάτων218. 

Επίσης, μια άλλη ομάδα ερευνητών έδειξε ότι μερικά αντι-Ro αντισώματα συνδέονται 

με IgG219. Και στις περιπτώσεις όμως που χρησιμοποιήθηκαν ως αντιγόνα συνθετικά ή 

ανασυνδυασμένα πεπτίδια, τα αποτελέσματα ήταν επίσης φτωχά, πιθανόν γιατί αυτά 

στερούνται της τριτοταγούς διαμόρφωσής τους, γεγονός που φαίνεται ότι παίζει 

σημαντικό ρόλο στην ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων.

6. Ανοσοκατακρήμνιση RNA (RNA precipitation)

Η ανοσοκατακρήμνιση RNA είναι σήμερα η περισσότερο αποδεκτή μέθοδος 

για την ανίχνευση των αντισωμάτων αντι-Ro και αντι-La. Με τη μέθοδο αυτή η 

ανίχνευση των αυτοαντισωμάτων επιτυγχάνεται, αναλύοντας τα μικρά μόρια RNA των 

ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συμπλοκών Ro και La που ανοσοκαθιζάνουν με 

αυτοαντισώματα γνωστής ειδικότητας, όταν αυτά προστίθενται σε κυτταρικά 

εκχυλίσματα ραδιοσεσημασμένα in vivo με 3 2Ρ220. Στη συνέχεια διαχωρίζεται το RNA 

από την πρωτεΐνη και τα δύο συστατικά μελετώνται χωριστά.

Για το σκοπό αυτό κύτταρα, συχνά HeLa, σημαίνονται βιοσυνθετικά με 3 2Ρ- 

ορθοφωσφορικό οξύ που ενσωματώνεται στην αλυσίδα φωσφορικών του RNA. Τα 

κύτταρα ομογενοποιούνται και εκχυλίζονται σε φωσφορούχα ρυθμιστικά διαλύματα 

με 130 mM NaCI και ανθρώπινος ορός γνωστής ειδικότητας προστίθεται στο διάλυμα. 

Τα σχηματιζόμενα συμπλέγματα προσροφώνται σε στήλη πρωτεΐνης Α/σεφαρόζης και 

στη συνέχεια εκλούονται με 0.1 Μ γλυκίνης ρΗ=3,2. Τα ανοσοσυμπλέγματα 

εκχυλίζονται με φαινόλη που καταστρέφει και απομακρύνει την πρωτεΐνη, ενώ 

αφήνει άθικτα τα μόρια RNA, τα οποία στη συνέχεια ηλεκτροφορούνται σε γέλη 10% 

ακρυλαμιδίου/7Μ ουρίας και διαχωρίζονται. Για την εξέταση των πρωτεϊνών, τα
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κύτταρα ραδιοσημαίνονται με 3 5 $-μεθειονίνη και όπως παραπάνω μετά την επώαση 

των πυρηνικών θραυσμάτων με ορό καθαρίζονται τα ανοσοσυμπλέγματα. Οι 

πρωτεΐνες συμπυκνώνονται με καθίζηση σε ακετόνη και διαχωρίζονται σε γέλη 15% 

πολυακρυλαμιδίου παρουσία SDS.

Τα αντι-Ro αντισώματα ανοσοκατακρημνίζουν μικρά hYRNA, ενώ τα αντι-La 

αντισώματα ανοσοκατακρημνίζουν πολλά μικρά RNAs, όπως pre-tRNA, 5SRNA, 

4.5SRNA, VA-RNA, όλα προϊόντα της RNA πολυμεράσης III και τα hY(Ro)RNAs.

Το μεγαλύτερο πλεονέκτημα της μεθόδου είναι η υψηλή ευαισθησία και 

ειδικότητα αφού η ανίχνευση των αυτοαντισωμάτων στηρίζεται στη σύνδεσή τους με 

τα "φυσιολογικά" (native) ανθρώπινα αντιγόνα. Η μέθοδος είναι ιδιαίτερα χρονοβόρα 

ενώ άλλα μειονεκτήματα της μεθόδου είναι η χρησιμοποίηση ραδιενέργειας, η 

εξάρτηση από in vitro καλλιέργεια κυτταρικών σειρών, συχνά για μεγάλο χρονικό 

διάστημα και τέλος, η απαιτούμενη εμπειρία που πρέπει να έχει κανείς για να 

ελαχιστοποιήσει προβλήματα όπως η υψηλή μη ειδική αντίδραση (background) όταν 

δεν πλυθεί καλά το ίζημα. Έτσι, η μέθοδος αυτή δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως 

εξέταση ρουτίνας, είναι όμως πολύ χρήσιμη ως μέθοδος αναφοράς και 

επιβεβαίωσης221.
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Σκοπός της Μελέτης

Τα αντισώματα έναντι των κυτταρικών αντιγόνων Ro και La αποτελούν 

ένα ζεύγος ξεχωριστών αλλά άμεσα συσχετιζόμενων αυτοαντισωμάτων έναντι 

ριβονουκλεοπρωτεϊνών (RNP), που ανιχνεύονται κυρίως στον ορό ασθενών με 

πρωτοπαθές σύνδρομο Sjogren (ι° σδ) και συστηματικό ερυθηματώδη λύκο 

(ΣΕΛ)203’222. Χρησιμοποιώντας μεθόδους ανοσοκαθίζησης σε πηκτή, αντι-Ro και αντι-La 

αντισώματα βρέθηκαν σε ποσοστό 6ο% και 40% αντίστοιχα στο 1° oS, 3 5 ^ και 15^ 

αντίστοιχα στον ΣΕΛ και σε μικρότερο ποσοστό και σε διάφορα άλλα αυτοάνοσα 

νοσήματα187'203,223’224. Ο παθογενετικός ρόλος των αυτοαντισωμάτων αυτών παραμένει 

ασαφής αν και έχουν περιγράφει συσχετίσεις με διάφορες κλινικές 

εκδηλώσεις123'187'203'224,225.

Στον άνθρωπο έχει δειχθεί ότι τα Ro RNP σύμπλοκα αποτελούνται από 

τουλάχιστον 4  αντιγονικά διάκριτα πολυπεπτίδια συνδεδεμένα με ένα εκ των 

τεσσάρων μικρών Ro-RNAs (hYi-hY5)16. To La RNP σύμπλοκο αποτελείται από μια καλά 

διατηρημένη αντιγονική πυρηνική πρωτεΐνη 48 kDa, η οποία συνδέεται με διάφορα 

μικρά RNAs συμπεριλαμβανομένων των προϊόντων μεταγραφής του RNA 

πολυμεράσης III16.
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Διάφορες μέθοδοι ανίχνευσης αντισωμάτων κατά των πρωτεϊνών Ro και 

La έχουν χρησιμοποιηθεί ως σήμερα. Οι μέθοδοι ανοσοκαθίζησης σε πηκτή όπως η 

διπλή ανοσοδιάχυση και η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, χρησιμοποιούνται ευρέως 

και χαρακτηρίζονται από σημαντική ακρίβεια113. Η ποσοτική ανοσοενζυμική μέθοδος 

(ELISA) με κεκαθαρμένο ή ανασυνδυασμένο αντιγόνο, χρησιμοποιείται όλο και 

περισσότερο, λόγω απλότητας και μεγάλης ευαισθησίας. Η μέθοδος της 

ανοσοαποτύπωσης είναι η μέση μέθοδος για τη μελέτη της "λεπτής" αντιγονικής 

ειδικότητας των αντισωμάτων226. Τέλος, η ανοσοκατακρήμνιση RNA, που βασίζεται 

στην ανίχνευση ραδιοσεσημασμένων RNA που καθιζάνουν με αγτι-RNP αντισώματα, 

φαίνεται να είναι η πιό ευαίσθητη και ειδική μέθοδος ανίχνευσης227.

Μελέτες ορών ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα (ΡΑ) με τη μέθοδο της 

αντίθετης ανοσοηλεκτροφόρησης, έχουν δείξει χαμηλή παρουσία αντι-Ro 

αντισωμάτων (2-19%) καισπανίως ύπαρξη αντι-La αντισωμάτων187'223'225’228'230.

Σκοπός της μελέτης ήταν πρωταρχικά οι πέντε διαθέσιμες μέθοδοι, 

(αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, ανοσοκατακρήμνιση RNA, ELISA και δύο μέθοδοι 

ανοσοαποτύπωσης με εκχύλισμα εμπύρηνων κυττάρων HeLa και ερυθροκυττάρων) 

να εκτιμηθούν παράλληλα για την ανίχνευση αντι-Ro αντισωμάτων.

Σκοπός επίσης ήταν, χρησιμοποιώντας τέσσερις διαφορετικές μεθόδους 

ανίχνευσης (αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, ανοσοκατακρήμνιση RNA, 

ανοσοενζυμική μέθοδο και ανοσοαποτύπωση) και διάφορα κυτταρικά εκχυλίσματα, 

να υποδείξουμε την ύπαρξη ανθρωποειδικών αντι-La αντισωμάτων σε επιλεγμένους 

ορούς ασθενών με ΡΑ, δεδομένου ότι, σε προκαταρκτικά πειράματα χρησιμοποιώντας 

την ανοσοκατακρήμνιση RNA με εκχυλίσματα ανθρώπινων κυττάρων, βρήκαμε ότι 

αρκετοί οροί ασθενών με ΡΑ, μονοειδικοί για αντι-Ro αντισώματα στην αντίθετη 

ανοσοηλεκτροφόρηση με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού, έχουν και αντι-La αντισώματα.
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Υλικό και Μέθοδοι

ΑΣΘΕΝΕΙΣ

Για την πρώτη μελέτη επιλε'χθηκαν δείγματα ορών 9 3  ασθενών με 

αυτοάνοσα ρευματικά νοσήματα. Η επιλογή έγινε με βάση τα αποτελέσματα της 

αντίθετης ανοσοηλεκτροφόρησης που χρησιμοποιείται στο εργαστήριό μας στην καθ’ 

ημέρα πράξη για την ανίχνευση αντι-Ro αντισωμάτων (4 7  αντι-Ro θετικοί και 46 αντι- 

Ro αρνητικοί οροί). Στους ασθενείς, που παρακολουθούνται στο εξωτερικό 

ρευματολογικό ιατρείο του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, 

περιλαμβάνονταν 28 ασθενείς με 1° σδ (28 γυναίκες: μέση ηλικία 5V  έτη, μέση 

διάρκεια νόσου 7·1 έτη), 26 με ΣΕΛ (22 γυναίκες και 4  άνδρες: μέση ηλικία 3 Μ  έτη, μέση, 

διάρκεια νόσου 5-7 έτη) και 39 με ΡΑ (32 γυναίκες και 7 άνδρες: μέση ηλικία 54-8 έτη, 

μέση διάρκεια νόσου 6.1 έτη). Όλες οι διαγνώσεις στηρίχθηκαν σε προηγούμενα 

δημοσιευμένα κριτήρια190’231’232. Στη μελέτη περιελήφθησαν επίσης 25 δείγματα ορών 

υγιών μαρτύρων.

Για τη δεύτερη μελέτη επιλέχθηκαν δείγματα ορών 3 9  ασθενών με ΡΑ232. 

Η επιλογή έγινε με βάση την ύπαρξη η μή αντι-Ro αντισωμάτων στην αντίθετη 

ανοσοηλεκτροφόρηση με εκχυλίσματα θύμου μοσχαριού που χρησιμοποιείται σαν 

εξέταση ρουτίνας στο εργαστήριό μας. Οι 15 από αυτούς ήταν αντι-Ro θετικοί και οι 24
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ήταν αντι-Ro αρνητικοί. Στους ασθενείς αυτούς, που παρακολουθούνται στο 

εξωτερικό Ρευματολογικό Ιατρείο του Πανεπιστημιακού Νοσοκομείου Ιωαννίνων, 

περιλαμβάνονταν 32 γυναίκες και η άνδρες, με μέσο όρο ηλικίας 5 4 ·δ έτη και μέση 

διάρκεια νόσου 6.1 χρόνια. Επίσης, 57 δείγματα ορών ασθενών με 1° σ5  και ΣΕΛ 

(επιλεγμένα με βάση τα αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης RNA) και 25  

δείγματα ορών υγιών μαρτύρων περιελήφθησαν στη μελέτη.

Όλοι οι οροί κωδικοποιήθηκαν και συντηρήθηκαν στους -30° C μέχρι τη 

χρησιμοποίησή τους. Οι πρότυποι αντιοροί προσφέρθηκαν ευγενικά από το Κέντρου 

Ελέγχου Νόσων (Center for Disease Control, Atlanta, Georgia, USA).

ΜΕΘΟΔΟΙ

Αντίθετη Ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE)

Αντισώματα έναντι των εκχυλισμένων κυτταρικών αντιγόνων Ro και La 

ανιχνεύθηκαν όπως περιγράφηκε από τους Bunn και συν233. Για το σκοπό αυτό ως 

πηγή αντιγόνου χρησιμοποιήθηκαν αδρά εκχυλίσματα θύμου μοσχαριού (50 mg/ml), 

θύμου κουνελιού (70 mg/ml) καθώς και εκχύλισμα καλλιέργειας κυττάρων HeLa-S3 

(αντιστοιχεί σε 108 κύτταρα/ml). Οι ιζηματικές γραμμές που σχηματίσθηκαν βάφτηκαν 

με την χρωστική Comassie Brilliant Blue R. Η ειδικότητα των αυτοαντισωμάτων 

καθορίστηκε με τη σύγκρισή τους με ορούς αναφοράς που είχαν αντι-Ro, αντι-La, αντι- 

Sm ή αντι-UmRNP αντισώματα αντίστοιχα.

Ανοσοκατακρήμνιση RNA

Χρησιμοποιήθηκαν ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα ραδιοσεσημασμένων 

με 32Ρ κυττάρων HeLa, όπως περιγράφηκε από τους Craft και συν234. Οι αντιδράσεις 

ανοσοκατακρήμνισης έγιναν όπως περιγράφηκε από τους Pettersson και συν235. Τα 

RNA των RNP συμπλοκών εκχυλίσθηκαν με φαινόλη και αναλύθηκαν σε πηκτές 10% 

πολυακρυλαμιδίου-7Μ ουρίας. Οι ταινίες εμφανίσθηκαν με αυτοραδιογραφία με
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ακτίνες X. Σε κάθε πείραμα για την εκτίμηση των αποτελεσμάτων χρησιμοποιήθηκαν 

οροί αναφοράς, δηλαδή οροί γνωστής ειδικότητας για αντι-Ro, αντι-La αλλά και για 

αντι-Sm και αντι-lh-nRNP αντισώματα.

Μέθοδος Ενζυμικού Ανοσοπροσροφητικού Προσδιορισμού (ELISA)

Η παρουσία αλλά και τα επίπεδα των αντισωμάτων αντι-Ro και αντι-La 

καθορίστηκαν με εμπορικά διαθέσιμες ELISA, IgG ισοτόπου (Diastat anti-Ro και Diastati 

anti-La, Shield Diagnostics αντίστοιχα) ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Τα φρεάτια των πλακιδίων είχαν επιστρωθεί με αντιγόνα Ro και La κεκαθαρμένα με 

χρωματογραφία συγγένειας. Σε κάθε πείραμα η ποσοτική μέτρηση των αντισωμάτων 

στους υπο εξέταση ορούς (σε μονάδες/ml) υπολογίσθηκε με βάση μια πρότυπη 

καμπύλη αναφοράς που σχηματίσθηκε από ορούς γνωστής συγκέντρωσης για αντι-Ro 

και αντι-La αντισώματα. Δείγματα ορών με τιμές μεγαλύτερες από 2 μονάδες/ml 

θεωρήθηκαν θετικά.

Ανοσοαποτύπωση

Στη μέθοδο αυτή χρησιμοποιήθηκαν ξεχωριστά ως πηγή αντιγόνου ολικό 

εκχύλισμα κυττάρων HeLa236, εκχύλισμα θύμου μοσχαριού, εκχύλισμα θύμου 

κουνελιού και εκχύλισμα ερυθροκυττάρων που παρασκευάσθηκε από ολικό αίμα. 

Συγκεκριμένα, εκχύλισμα 6χιο7 κυττάρων HeLa, I5mg εκχυλίσματος θύμου μοσχαριού, 

15 mg εκχυλίσματος θύμου κουνελιού και εκχύλισμα ερυθροκυττάρων αφού 

απομακρύνθηκε η αιμοσφαιρίνη με χρωματογραφία ανταλλαγής κατιόντων (Cation 

exchange chromatography) με Cm-52 (Whatman) σύμφωνα με τη μέθοδο των Rader και 

συν.49, φορτώθηκαν σε πηκτές πολυακρυλαμιδίου. Η τελική σχέση ακρυλαμιδίου προς 

διακρυλαμίδιο ήταν 172, ώστε να επιτευχθεί ο ηλεκτροφορητικός διαχωρισμός της 

πρωτεΐνης La 48 kDa από την πρωτεΐνη Ro 52 kDa68. Η ηλεκτροφόρηση SDS-γέλης 

πολυακρυλαμιδίου, η ηλεκτροφορητική μεταφορά των πρωτεϊνών και η 

ανοσοαποτύπωση έγιναν όπως έχει περιγράφει68,236.
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Τα στοιχεία αναλύθηκαν χρησιμοποιώντας δοκιμασία χ2 μετά διόρθωση 

κατά Yates και παραμετρική μέθοδο Student's t-test. |
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Αποτελέσματα - Συζήτηση

Σύγκριση των διαθέσιμων μεθόδων για ανίχνευση αντι-Ro αντισωμάτων.

Στην πρώτη μελέτη, η ανοσοκατακρήμνιση RNA βρέθηκε να είναι η πιο 

ευαίσθητη μέθοδος μεταξύ εκείνων στις οποίες τα αντιγόνα διατηρούν τη φυσική τους 

διαμόρφωση (native conformation) [αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE), ELISA και 

ανοσοκατακρήμνιση RNA]. Στους 93  επιλεγμένους ορούς που εξετάσθηκαν, αντι-Ro 

αντισώματα ανιχνεύθηκαν στους 4 7  απ' αυτούς με CIE, στους 40 με ELISA και στους 53  

με ανοσοκατακρήμνιση RNA. Στους φυσιολογικούς ορούς δεν βρέθηκαν αντι-Ro 

αντισώματα με καμιά από τις παραπάνω μεθόδους (Πίνακας 4 )· Από τους 4 0  

αυτοάνοσους ασθενείς, που βρέθηκαν θετικοί για αντι-Ro αντισώματα με ELISA, οι 

ασθενείς με 1° σ5 είχαν υψηλότερους τίτλους (14 ασθενείς, μέση τιμή: 36.6 μονάδες/ml, 

εύρος: 3-5 έως 464 μονάδες/ml) συγκρινόμενοι με ασθενείς με ΣΕΛ (12 ασθενείς, μέση 

τιμή: 10.4 μονάδες/ml, εύρος: 2 έως 52.1 μονάδες/ml) ή ΡΑ (η  ασθενείς, μέση τιμή: 8 .4  

μονάδες/ml, εύρος 2.9 έως 28.2 μονάδες/ml).

Οι 3 2 από τους 53 ορούς που κατακρήμνιζαν Ro-YRNAs με 

ανοσοκατακρήμνιση RNA (Εικόνα 11), κατακρήμνιζαν επίσης RNAs ενδεικτικά άλλων 

αντι-RNP ειδικοτήτων, όπως αντι-La (η=2ΐ), αντι-lhRNP (η=6) και αντι-Sm (η=5 ) 

αντισωμάτων. Επιπρόσθετα, δύο οροί κατακρήμνιζαν μόνο U-RNAs ενδεικτικό της 

παρουσίας αντισωμάτων έναντι των αντιγόνων UrnRNP και Sm. Οι οροί με αντι-Ro και
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αντι-La αντισώματα, είχαν στην ELISA υψηλότερους τίτλους αντι-Ro αντισωμάτων 

(52.U22.2 μονάδες/ml), συγκρινόμενοι με ορούς με αντι-Ro μόνο (8.812.5 μονάδες/ml), 

αντι-Ro και αντι-UmRNP (6.4±2.2 μονάδες/ml) ή αντι-Ro και αντι-Sm αντισώματα 

(3·9±2·3 μονάδες/ml).

Πίνακας 4 · Αντι-Ro αντισώματα που ανιχνεύθηκαν με αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση 
(CIE), ανοσοκατακρήμνιση RNA, ELISA και ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας 
κυτταροπλασματικό εκχύλισμα κυττάρων HeLa (IB-HeLa) ή εκχύλισμα 
ερυθροκυττάρων (IB-RBC) σε επιλεγμένους ορούς ασθενών με αυτοάνοσα νοσήματα 
και σε υγιείς μάρτυρες (Φ).

Αριθμός (%) θετικών ορών

Μέθοδος/αντιγονική ειδικότητα
1° crS 

(π=28)
ΣΕΛ

(π=26)
ΡΑ

(η=3 9 )
φ

(Π=25)

CIE 16 (57) 16(62) 1 5 (3 9 ) 0(0)
Ανοσοκατακρήμνιση RNA 17 (61) 1 7 (6 5 ) 1 9 (4 9 ) 0(0)
ELISA 1 4 (5 0 ) 12(46) Η (3 6 ) 0(0)
IB-HeLa

Αντι-60 ή/και 52 kDa 13 (4 6 ) 8 (31) 5 (13) 0(0)
Αντι-60 kDa 4 (14) 4 (15) 2 (5) 0(0)
Αντι-52 kDa 13 (4 6 ) 5 (19) 3 (8 ) 0(0)

IB-RBC
Αντι-60, 54  ή/και 52 kDa 1 7 (61) 16 (62) 20 (51) 0(0)
Αντι-60 kDa 6(21) 13 (5 0 ) 1 6 (41) 0(0)
Αντι-54 kDa 3 (11) 1 (4 ) 4(ιο) 0(0)
Αντι-52 kDa 13 (4 6 ) 6 (23) 10 (26) 0(0)

Οι αντι-Ro θετικοί οροί με CIE και ανοσοκατακρήμνιση RNA, 

αναγνωρίζουν στην ανοσοαποτύπωση την 6ο kDa ή/και 52 kDa πρωτεΐνη, όταν σαν 

πηγή αντιγόνου χρησιμοποιηθεί είτε κυτταροπλασματικό εκχύλισμα κυττάρων HeLa 

(IB-HeLa) είτε εκχύλισμα ερυθροκυττάρων (IB-RBC) (Εικόνες 12 και 13). Επιπρόσθετα, 

μερικοί αντι-Ro θετικοί οροί αντιδρούσαν με την πρωτεΐνη 54 kDa στην IB-RBC (Εικόνα

13).

; ί
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Εικόνα ιι. Αντιπροσωπευτικά δείγματα των σεσημασμένων με 32Ρ RNAs (ολικών 

εκχυλισμάτων κυττάρων HeLa από 5Χ1° 6 περίπου κύτταρα) που
ανοσοκατακρημνίζονται με ορούς με διάφορες αντιριβονουκλεοπρωτεϊνικές 

ειδικότητες. Διαδρομή ΐ: φυσιολογικός ανθρώπινος ορός. Διαδρομές 2 και y  αντι-Ro 

και αντι-La θετικοί οροί. Διαδρομές 4  και 5: αντι-Ro θετικοί οροί, Διαδρομή 6 : ορός 

θετικός για αντι-Ro, αντι-La και αντι-UmRNP αντισώματα. Διαδρομή η: αντι-UmRNP 

θετικός ορός. Διαδρομή 8 : αντι-Sm θετικός ορός, Διαδρομή 9 ·* αρνητικό control. Στη 
διαδρομή t φαίνονται όλα τα RNAs δείγματος ολικού εκχυλίσματος κυττάρων HeLa 
(αντιστοιχεί σε ίο4 κύτταρα περίπου).
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MW St IB-HelaS3 MW
1 2 3.4  5 6 7

Εικόνα 12. Ανοσοαποτύπωση με εκχύλισμα κυττάρων HeLa, αντι-Ro θετικών ορών (με 
CIE και ανοσοκατακρήμνιση RNA) ασθενών με 1° gS (διαδρομές 1, 2, 4  και 6), ΣΕΛ 
(διαδρομές 3 και 7 ) και ΡΑ (διαδρομή 5). Διαδρομές 2 και 4 - αντι-Ro και αντι-La θετικοί 
οροί. Διαδρομές ι, 3 και 5· οροί με αντισώματα μόνο έναντι της πρωτεΐνης 52 kDa. 
Διαδρομές 2 και 4 : οροί θετικοί για αντι-Ro 52 kDa και αντι-Ro 6ο kDa αντισώματα, 
Διαδρομές 6 και η\ οροί αρνητικοί για αντι-Ro 52 kDa ή αντι-Ro 6okDa αντισώματα. Στις 
διαδρομές 2-4 φαίνονται αντιδραστικότητες έναντι των πρωτεϊνών La 48 και 43  kDa. 
Στη διαδρομή St φαίνονται οι πρωτεΐνες στην ταινία της νιτροκυτταρίνης βαμμένες με 
τη χρωστική Amido Black. Επίσης δείχνονται τα μοριακά βάρη (M.W) των πρωτεϊνών 
σε kDa.
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Εικόνα 13· Ανοσοαποτύπωση με εκχύλισμα ερυθροκυττάρων, αντι-Ro θετικών ορών 
(με CIE και ανοσοκατακρήμνιση RNA) ασθενών με ΣΕΛ (διαδρομές 1, 4  και 3 ), 1° oS 
(διαδρομές 2, 3 και 6) και ΡΑ (διαδρομές η και 8). Διαδρομή ι: ορός με αντισώματα 
έναντι των πρωτεϊνών 6ο, 54  και 52 kDa, Διαδρομές 2, 5 και 8: οροί θετικοί για αντι-Ro 
52 kDa και αντι-Ro 6ο kDa αντισώματα, Διαδρομές 3 και 4: οροί με αντισώματα μόνο 
έναντι της πρωτεΐνης 52 kDa, Διαδρομές 6 και η\ οροί θετικοί για αντι-Ro 52 kDa ή αντι- 
Ro 54  kDa αντισώματα. Στη διαδρομή St φαίνονται οι πρωτεΐνες στην ταινία της 
νιτροκυτταρίνης μετά την ηλεκτροφορητική τους μεταφορά και τη χρώση τους με 
χρωστική Amido Black [στην περιοχή των 6ο kDa φαίνεται μια παχιά ταινίας 
πρωτεΐνης(ών)]. Επίσης δείχνονται τα μοριακά βάρη (M.W) των πρωτεϊνών σε kDa.



54

Α π ό  τ ο υ ς  93 ο ρ ο ύς α υ το ά ν ο σ ω ν α σ θ ενώ ν π ο υ  π ερ ιελή φ θ η σ α ν στη 

μ ελέτη , α ν τ ισ ώ μ α τα  ένα ντι τω ν  π ρ ω τεϊν ώ ν  6 ο kDa ή/και 52 kDa α νιχνεύθ ηκα ν σ το υς 

26 α π ό  α υ το ύ ς με IB-HeLa και σ το υ ς 53 Ρε IB-RBC. Στους 25 φ υσ ιο λο γ ικ ο ύ ς ο ρ ούς π ου 

εξετά σ θ η κ α ν  και με τις δύο π ρ ο α να φ ερ ό μ ενες μ εθ όδους α ν ο σ ο α π ο τύ π ω σ η ς δεν 

β ρ έθ η κε κα μ ιά  α ν τιδ ρ α σ τικ ό τη τα  (Π ίνακας 4 )· Α ντισ ώ μ α τα  ένα ντι τη ς π ρ ω τεΐνη ς 6ο 

kDa σ π ά ν ια  βρ έθ η κα ν με τη ν  IB-HeLa σε ό λες τις ομ ά δ ες α σ θ ενώ ν (5 έω ς 15%). Τα θετικά  

α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α  α φ ο ρ ο ύ σ α ν  κυρίω ς α ντισ ώ μ α τα  ένα ντι της π ρ ω τεΐνη ς 52 kDa (Π ίνακας

4). Το α ντι-Ro 52 kDa α ν τίσ ω μ α  ήταν π ιο  σ υχνό σ το υ ς ασθενείς με 1° σδ (46%) π α ρά  

σ το υ ς α σ θ ενείς  με ΣΕΛ (19%) ή ΡΑ (8%) (Π ίνακας 4)· Σε τέσσερις ασθενείς με 1° σδ και σε 

έναν με ΣΕΑ, π α ρ α τη ρ ή θ η κ α ν  α ντιδ ρ α σ τικ ό τη τες έναντι και τω ν  δύο π ρ ω τεϊνώ ν  6ο και 

52 kDa.

Με τη ν  IB-RBC, α ντισ ώ μ α τα  ένα ντι τη ς ερυθ ρο κυττα ρ ική ς π ρ ω τεΐνη ς 52 

kDa β ρ έθ η κ α ν π ιο  σ υ χνά  σ ε α σθενείς με 1°  σδ (46%), π α ρά  σ το υς ασθενείς με ΣΕΛ (23%) 

ή ΡΑ (26%). Α ντίθ ετα , α ν τισ ώ μ α τα  ένα ντι τη ς π ρ ω τεΐνη ς 6ο kDa βρέθηκαν π ιο  σ υχνά  σε 

α σ θενείς  με ΣΕΛ (50%) κα ι ΡΑ (41%), π α ρ ά  σ το υ ς ασθενείς με 1°  σδ (21%) (Πίνακας 4 )· Δύο 

α σ θενείς με 1°  σδ, τρ εις ασθενείς με ΣΕΛ και έξι ασθενείς με ΡΑ είχαν α ντισ ώ μ α τα  

ένα ντι και τ ω ν  δύο  π ρ ω τεϊνώ ν, 6ο και 52 kDa. Τέλος, σε ένα μικρό π ο σ ο σ τό  α π ό κάθε 

ο μ ά δ α  α σ θ εν ώ ν  (4 έω ς 11%) βρέθηκαν α ντισ ώ μ α τα  έναντι της ερυθ ροκυττα ρ ικής 

π ρ ω τεΐν η ς  Ro 54 kDa (Π ίνακας 4 )· Τα αντι-Ro 54 kDa α ντισ ώ μ α τα  α νιχνεύθηκαν π ά ντα  

μ α ζί με α ντι-Ro 6ο ή/και αντι-Ro 52 kDa αντισώ ματα* π ιό σ υγκεκριμ ένα  σε ένα ο ρ ό  μαζί 

με αντι-6ο kDa (ιο σ δ ), σ ε τρεις ορούς μ α ζί με αντι-52 kDa (2 1° σδ και 1 ΡΑ) και σε 

τέσ σ ερ ις  ο ρ ο ύ ς μ α ζί με αντι-6ο και αντι-52 kDa α ντισ ώ μ α τα  (ι ΣΕΛ και 3 ΡΑ).

Η α νο σ ο κα τα κ ρ ή μ νισ η  RNA χρ ησ ιμοπ οιήθ ηκε σαν μ έθ ο δ ο ς α να φ ορά ς 

για τη ν  α νά λυ σ η  τω ν  α π ο τελ εσ μ ά τω ν  τω ν  ά λλω ν μ εθ όδω ν. Η CIE και η ΕίΙδΑ 

σ υ μ φ ω ν ο ύ σ α ν  σ η μ α ντικά  με την α νοσοκα τα κρήμ νιση  RNA τό σ ο  σ τα  θετικά  (ολική 

ευαισθησία , CIE 47/53» 89%, ΕίΙδΑ: 38/53» 72%) όσ ο  και στα αρνητικά  ευρήμα τα  (ολική 

ειδ ικότη τα , CIE: 40/40, 100%, ELI5A: 38/40» 95^) (Πίνακας 5)· Οι μ έθοδοι 

α ν ο σ ο α π ο τύ π ω σ η ς  (IB-HeLa και IB-RBC) ήταν γενικά λιγότερο αξιόπιστες α π ό την CIE 

και τη ν ELI5A για τη ν  ανίχνευση τω ν  αντι-Ro α ντισ ω μ ά τω ν (Πίνακας 5).
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Ωστόσο, οι δύο μέθοδοι βρέθηκε να είναι περισσότερο ευαίσθητες και 

ειδικές για την ανίχνευση αντι-Ro 52 kDa παρά αντι-Ro 6 ο kDa αντισωμάτων. 

Επιπρόσθετα, η πλειονότητα των αντι-52 kDa θετικών ορών με IB-HeLa (19/21, 91^) και 

με IB-RBC (27/29, 9 3 ^) βρέθηκε ότι ανοσοκατακρημνίζουν Ro RNAs (Πίνακας 5 )· Η 

ανίχνευση αντι-6ο kDa αντισωμάτων με IB-HeLa είναι σπάνια αλλά ειδική, όπως 

επιβεβαιώθηκε στις 9 από τις 10 περιπτώσεις με ανοσοκατακρήμνιση RNA (Πίνακας 5)· 

Αντιθέτως, οι μισοί περίπου από τους ορούς με αντι-6ο kDa αντισώματα με IB-RBC 

(17/3 5 » 4 9 %)» ήταν αντι-Ro αρνητικοί με ανοσοκατακρήμνιση RNA (Πίνακας 5 )· Τέλος, οι 

επτά από τους οκτώ ορούς με αντι-54 kDa αντισώματα με IB-RBC ήταν αντι-Ro θετικοί 

με ανοσοκατακρήμνιση RNA (Πίνακας 5 )·

Η ανάλυση των αποτελεσμάτων των 53 ορών που ήταν αντι-Ro θετικοί 

με την ανοσοκατακρήμνιση RNA έδειξε την ύπαρξη ισχυρής συσχέτισης (ρ< ο.οοι) 

μεταξύ των δύο μεθόδων ανοσοαποτύπωσης (IB-HeLa και IB-RBC) για την ανίχνευση 

των αντι-52 kDa αντισωμάτων. Οι οροί με αντι-Ro και αντι-La αντισώματα, στην 

εξέταση με ανοσοκατακρήμνιση RNA, βρέθηκε να έχουν αντισώματα κυρίως κατά της 

πρωτεΐνης 52 kDa όταν εξετάσθηκαν με IB-HeLa (12/21, ρ<ο.οοι) ή IB-RBC (16/21, 

ρ<ο.οοι), καθώς και αντισώματα έναντι της πρωτεΐνης 54 kDa με IB-RBC (5/21, ρ<0 .0 5 ). 

Χρησιμοποιώντας και τις δύο μεθόδους ανοσοαποτύπωσης, δεν παρατηρήθηκαν 

στατιστικά σημαντικές διαφορές, όσον αφορά την επίπτωση των αντι-6ο kDa 

αντισωμάτων μεταξύ των διαφόρων ορολογικών υποομάδων.

Από τους 3 8  αντι-Ro θετικούς ορούς με ELISA και ανοσοκατακρήμνιση 

RNA (Πίνακας 5) οι θετικοί οροί για αντισώματα έναντι των πρωτεϊνών 52 ή/και 6ο kDa 

με IB-HeLa, είχαν υψηλότερους τίτλους, σε βαθμό στατιστικά σημαντικό (ρ<0.05) στην 

ELISA (n=2i, 57·1±22·5 μονάδες/ml) συγκρινόμενοι με τους αρνητικούς ορούς (π=17, 

10.U2.3 μονάδες/ml)· αυτό εξηγεί εν μέρειτην αναισθησία της μεθόδου IB-HeLa για την 

ανίχνευση αντισωμάτων χαμηλής συγγένειας. Μια παρόμοια, αλλά μη στατιστικά 

σημαντική διαφορά, παρατηρήθηκε μεταξύ των θετικών (π=3 1, 4 0 .8 1 1 5 .4  μονάδες/ml) 

και των αρνητικών ορών (π=7, 10.6±4·9 μονάδες/ml) για αντισώματα έναντι των 

πρωτεϊνών 52  ή/και 6ο kDa με IB-RBC.
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Μετά την πρώτη περιγραφή των αντι-Ro αντισωμάτων, πριν από είκοσι 

και πλέον έτη203, η αναγνώριση των αυτοαντισωμάτων σε διάφορες κλινικές ομάδες 

έχει ενθαρρύνει τη διερεύνηση των αντιδράσεων αντιγόνου-αντισώματος σε μοριακό 

επίπεδο. Έως τώρα έχουν αναγνωριστεί διάφορα πολυπεπτιδικά συστατικά του 

αντιγόνου Ro, τα οποία χαρακτηρίζονται από τη σύνδεσή τους με μικρά 

κυτταροπλασματικά RNAs227. Η ανοσοκατακρήμνιση αυτών των Y-RNAs με αντι-Ro 

αντισώματα, είχε σαν αποτέλεσμα να υπάρχει μια αξιόπιστη μέθοδος για τον 

προσδιορισμό των αντι-Ro αντισωμάτων σε βιολογικά υγρά και ένα μέσον για την 

εκτίμηση άλλων μεθόδων ανίχνευσης των αντισωμάτων αυτών.

Τα ευρήματά μας, που συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες113'237, 

υποδηλώνουν ότι η ανοσοκατακρήμνιση RNA είναι μέχρι τώρα η πιό ευαίσθητη 

μέθοδος για την ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων. Στην παρούσα μελέτη η 

ανοσοκατακρήμνιση RNA χρησιμοποιήθηκε σαν μέθοδος αναφοράς και επιβεβαίωσης 

για την ανάλυση των αποτελεσμάτων των άλλων μεθόδων. Ωστόσο, λόγω της 

πολυπλοκότητας και της χρησιμοποίησης μεγάλων ποσοτήτων ραδιοσεσημασμένων 

αντιδραστηρίων, η μέθοδος αυτή δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν μέθοδος 

ρουτίνας. Πάντως, τα αποτελέσματά μας έδειξαν ότι η αντι-Ro ELISA, αν και λιγότερο 

ευαίσθητη και ειδική από την CIE είναι αξιόπιστη και μπορεί να χρησιμοποιηθεί σαν 

πρώτη εξέταση (screening test) στην καθ' ημέρα πράξη. Η μέθοδος αυτή είναι 

γρήγορη, σχετικά απλή και ποσοτική. Παρ' όλα αυτά, έως ότου καταστεί δυνατή η 

χρησιμοποίηση στην ELISA συνθετικών πεπτιδίων ή συντηκόμενων πρωτεϊνών, η 

κλασσική CIE είναι η καλύτερη και πιο αξιόπιστη μέθοδος για την ανίχνευση των αντι- 

Ro αντισωμάτων. Επιπρόσθετα, αφού έχει δειχθεί ότι η ανοσολογική απόκριση στο 

αντιγόνο Ro είναι ειδική για το είδος και στρέφεται έναντι του ανθρώπινου 

αντιγόνου114,238, χρησιμοποιώντας ανθρώπινες πηγές του αντιγόνου Ro, μπορούμε να 

αυξήσουμε την ευαισθησία της CIE και της εμπορικά διαθέσιμης ELISA. Πάντως, το
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εργαστήριό μας σε διάφορες διεργαστηριακές μελέτες (consensus workshops) έδειξε 

ότι το εκχύλισμα θύμου μοσχαριού στη CIE έχει περίπου την ίδια ευαισθησία και 

ειδικότητα με το εκχύλισμα ανθρώπινου σπληνός, όσον αφορά την ανίχνευση αντι-Ro 

αντισωμάτων.

Οι δύο μέθοδοι ανοσοαποτύπωσης που χρησιμοποιήθηκαν στην 

παρούσα μελέτη (IB-HeLa, IB-RBC) φάνηκε να είναι λιγότερο ακριβείς από τις CIE και 

ELISA για την ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων. Αυτό πιθανά οφείλεται στην 

αλλαγή της διαμόρφωσης των πρωτεϊνών Ro κατά τη διαδικασία της μεθόδου, που 

οδηγεί σε καταστροφή των επιτόπων113. Επιπρόσθετα, η συγκριτική ανάλυση των 

αποτελεσμάτων των μεθόδων ανοσοαποτύπωσης και ELISA, έδειξαν ότι οι πρώτες δεν 

μπορούν να ανιχνεύσουν χαμηλούς τίτλους αντι-Ro αντισωμάτων, πράγμα που έχει 

και προηγούμενα δειχθεί113. Στα χέρια μας, η IB-HeLa, αν και ήταν ειδική (9 5 %) για την 

ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων, δεν ήταν ευαίσθητη, αφού αντισώματα έναντι 

των πρωτεϊνών 52 ή/και 6 ο kDa βρέθηκαν μόνο στο 4 5% (24 /53) των θετικών με 

ανοσοκατακρήμνιση RNA ορών. Τα περισσότερα από τα αντισώματα αυτά 

στρέφονταν κατά της R052 kDa πρωτεΐνης και παρατηρήθηκαν κυρίως στους ορούς 

ασθενών με 1° σ5 . Η ίδια συσχέτιση, του 1° σδ με αντι-52 kDa αντισώματα, έχει 

περιγράφει και από άλλους ερευνητές51'239. Ωστόσο, πιθανά αυτό αντανακλά 

ποσοτικές διαφορές των αυτοαντισωμάτων μεταξύ διαφόρων ομάδων ασθενών, 

δεδομένου ότι οι δικοί μας οροί ασθενών με 1° σ5 είχαν τους υψηλότερους τίτλους 

αντι-Ro αντισωμάτων, συγκρινόμενοι με τις άλλες ομάδες. Τα αντι-52 kDa αντισώματα 

βρέθηκε να επικρατούν στους ορούς με αντι-Ro και αντι-La αντισώματα, γεγονός που 

συμφωνεί με προηγούμενες μελέτες240. Εν αντιθέσει όμως με τη μελέτη αυτή240, δεν 

βρέθηκε καμία συσχέτιση μεταξύ της παρουσίας αντι-6ο kDa αντισωμάτων και άλλων 

αυτοαντισωμάτων.

Όσον αφορά την IB-RBC, δύο σημεία αξίζουν ιδιαίτερης προσοχής. 

Πρώτον η ταυτόχρονη εξέταση αντι-Ro θετικών και αρνητικών ορών έδειξε ότι η 

αντιδραστικότητα έναντι της ερυθροκυτταρικής πρωτεΐνης 6ο kDa, δεν περιορίζεται
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σε αντι-Ro αντισώματα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα μας, οι μισοί σχεδόν από τους 

αντι-6ο kDa θετικούς ορούς με IB-RBC, ήταν αντι-Ro αρνητικοί με ανοσοκατακρήμνιση 

RNA. Τα ευρήματα αυτά υποδεικνύουν μια μη-ειδική ανίχνευση αντι-6ο kDa 

αντισωμάτων με IB-RBC αν και δεν έγινε ειδική έκλουση από τις ταινίες της 

νίτρο κυτταρίνης, που πιθανά οφείλεται σε αντιδραστικότητες έναντι μίγματος 

ερυθροκυτταρικών πρωτεϊνών που κινούνται στην περιοχή των 6ο kDa. Πράγματι, 

μετά την ηλεκτροφορητική μεταφορά των πρωτεϊνών σε ταινίες νιτροκυτταρίνης, η 

βαφή των πρωτεϊνών αποκαλύπτει μια ορατή πλατιά ταινία 6ο kDa (Εικόνα 13)· 

Μπορεί επίσης να αποδοθεί σε αντισωματικές απαντήσεις έναντι "κρυφών" (hidden) 

επιτόπων της πρωτεΐνης Ro 60 kDa, οι οποίοι εκφράζονται λόγω των συνθηκών 

μετουσίωσης της μεθόδου. Δεύτερον, τα αποτελέσματά μας με IB-RBC, δείχνουν ότι η 

κύρια αντιδραστικότητα των αντι-Ro θετικών ορών στρέφεται έναντι της 

ερυθροκυτταρικής πρωτεΐνης Ro 52 kDa, εν αντιθέσεί με προηγούμενες μελέτες που 

αποδεικνύουν αντιδραστικότητα έναντι της πρωτεΐνης Ro 54 kDa, που βρίσκεται σε 

εκχυλίσματα ερυθροκυττάρων49,240. Τα ευρήματά μας ενισχύονται από το γεγονός ότι 

9 οροί, μονοειδικοί για αντι-Ro αντισώματα με ανοσοκατακρήμνιση RNA, στην 

εξέτασή τους με IB-RBC αντιδρούσαν με μια πρωτεΐνη 52 kDa, όπως φαίνεται και στην 

Εικόνα 13 (διαδρομές 3 και 4). Η IB-RBC βρέθηκε να είναι το ίδιο ειδική, αλλά 

περισσότερο ευαίσθητη από την IB-HeLa, για την ανίχνευση των αντι-Ro 32 kDa 

αντισωμάτων. Δεδομένου ότι ένα μικρό ποσοστό των αντι-Ro θετικών ορών, έχει 

αντισώματα έναντι της ερυθροκυτταρικής πρωτεΐνης 5 4  kDa, δεν μπορεί να 

αποκλεισθεί η παρουσία και των δύο πρωτεϊνών Ro 52 και 5 4  kDa. Τέλος, τα 

αποτελέσματά μας υποδεικνύουν την ύπαρξη σημαντικής συσχέτισης μεταξύ IB-HeLa 

και IB-RBC για την ανίχνευση των αντι-Ro 52 kDa αντισωμάτων, συμφωνώντας έτσι με 

προηγούμενες μελέτες240. Τα αντι-52 kDa αντισώματα που ανιχνεύθηκαν με IB-RBC, 

παρατηρήθηκαν κυρίως στους ορούς ασθενών με 1° oS και σε εκείνους που έχουν και 

αντι-La αντισώματα.
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Ανθρωποειδικά αντι-La αντισώματα σε επιλεγμένους ορούς ασθενών με ΡΑ.

Στη δεύτερη μελέτη, τα αποτελέσματα των ορών των ασθενών με ΡΑ, ως 

προς την παρουσία αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων φαίνονται συγκεντρωτικά στον 

Πίνακα 6 . Ανάμεσα στους 15 αντι-Ro θετικούς ορούς ασθενών με ΡΑ, η αντίθετη 

ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE) με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού απεκάλυψε επιπρόσθετα 

την ύπαρξη αντι-La αντισωμάτων σε 3 από αυτούς και αντι-UmRNP αντισώματος σε 

έναν άλλο. Με ανοσοκατακρήμνιση RNA οκτώ οροί καθιζάνουν μόνο Y-RNAs (οι τρεις 

από αυτούς αποκλειστικά Y5-RNA) ενδεικτικά των αντι-Ro αντισωμάτων· μόνο οι 

τέσσερις από αυτούς ήταν θετικοί για αντι-Ro αντισώματα στη CIE με εκχύλισμα θύμου 

μοσχαριού. Επίσης, ένας ορός καθιζάνει YRNAs και U1RNA (αντι-Ro και αντι-UmRNP 

αντισώματα όπως στη CIE). Η ταυτόχρονη παρουσία αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων 

(καθίζησης εκτός των Y-RNAs και των 5SRNA και προ-tRNA), βρέθηκε σε 10 ορούς· από 

αυτούς οι 3 είχαν αντι-Ro και αντι-La αντισώματα και οι υπόλοιποι επτά μόνο αντι-Ro 

αντισώματα στη CIE με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού (Εικόνα 14)·

Πίνακας 6. Αντι-Ro και αντι-La αντισώματα που ανιχνεύθηκαν με αντίθετη 
ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE), ανοσοενζυμικές μεθόδους (ELISA) και ανοσοαποτύπωση, 
με εκχυλίσματα θύμου μοσχαριού (CTE), θύμου κουνελιού (RTE) και κυττάρων HeLa 
(HeLa) σε 3 9  ορούς ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα. Η επιλογή των ορών έγινε με 
βάση τα αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης RNA.

CIE ELISA1 2 Ανοσοαποτύπωση
CTE RTE HeLa HeLa CTE RTE

Ανοσοκατακρήμνιση RNA Αριθμός θετικών ορών

Αντι-Ro θετικοί (π=19) 15 0 19 14 10 2 ΔΜ* ΔΜ

Αντι-La θετικοί (η=ιο) 3 3 10 1 10 2 2

Αντι-Ro/La αρνητικοί (η=2θ) 0 0 0 0 0 ΔΜ ΔΜ

1: Ανοσοενζυμικές μέθοδοι ELISA για την ανίχνευση αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων.
2: αναγνώριση της 52 ή/και 6ο kDa πρωτεΐνης Ro 
* Δεν μελετήθηκε
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SS__________  _____ SLE

Εικόνα 14. Αντιπροσωπευτικά δείγματα των σεσημασμένων με 32Ρ RNAs ολικών 
εκχυλισμάτων κυττάρων HeLa (το κάθε ένα αντιστοιχεί σε 5x1ο6 κύτταρα περίπου) 
που ανοσοκατακρημνίζονται με ορούς ασθενών με πρωτοπαθές σύνδρομο Sjogren 
(SS), συστηματικό ερυθηματώδη λύκο (SLE) και ρευματοειδή αρθρίτιδα (RA). Όλοι οι 
ανωτέρω οροί βρέθηκε ότι καθιζάνουν YRoRNAs (θετικοί για αντι-Ro αντισώματα). 
Στην εικόνα, οι μονοειδικοί για αντι-Ro αντισώματα οροί (SS: διαδρομές 1 και 7, SLE: 
διαδρομές 4  και 7, RA: διαδρομές 1 και 6) δεν φαίνονται* αυτό οφείλεται στο ότι ο 
χρόνος έκθεσης του film κατά την αυτοραδιογραφία ήταν μικρός, προκειμένου να 
δειχθούν οι ανοσοκατακρημνίσεις των RNA στους άλλους ορούς. Εκτός των αντι-Ro 
θετικών ορών, δείχνονται επίσης οροί με αντι-La (SS: διαδρομές 2-6, SLE: διαδρομή 3 

και RA: διαδρομές 2-5), με αντι-La και αντι-UmRNP (SLE: διαδρομή ι), με αντι-UmRNP 
(SLE: διαδρομή 2, RA: διαδρομή 7 ) ή αντι-UmRNP και αντι-Sm αντισώματα (SLE: 
διαδρομές 5 και 6). Η διαδρομή Μ αντιπροσωπεύει τον PBR 322 DNA δείκτη κομμένο με 
το περιοριστικό ένζυμο Hpa II (τμήματα μεγέθους 622 έως 626 νουκλεοτίδια). Στη 
διαδρομή Τ φαίνονται όλα τα RNAs δείγματος ολικού εκχυλίσματος κυττάρων HeLa 
(αντιστοιχεί σε ίο4 κύτταρα περίπου). Επίσης, δείχνονται τα RNAs που καθιζάνουν με 
ορούς αναφοράς· συγκεκριμένα, ορούς με αντι-Sm/UmRNP αντισώματα (διαδρομή α- 
Sm), αντι-Ro/La αντισώματα (διαδρομή α-La) και φυσιολογικών ορών (διαδρομή Ν).

Η ταυτόχρονη ανοσοκαθίζηση των 5SRNA και προ-tRNA μαζί με τα 

YRNAs επιβεβαιώθηκε επίσης με ειδικό Northern υβριδισμό χρησιμοποιώντας 

συμπληρωματικούς ανιχνευτές (anti-sense) της αλληλουχίας των Υι, Υ3 και Υ5 RNA (τα
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αποτελέσματα δεν δείχνονται). Με ανοσοενζυμική μέθοδο (ELISA) αντι-Ro 

αντισώματα βρέθηκαν σε 14 ορούς, οι οποίοι ήταν επίσης θετικοί στη CIE και 

ανοσοκατακρήμνιση RNA, ενώ αντι-La αντισώματα βρέθηκαν μόνο σε ένα δείγμα. Το 

δείγμα αυτό ήταν θετικό για αντι-La αντισώματα στην ανοσοκατακρήμνιση RNA αλλά 

αρνητικό στη CIE με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού. Τέλος, στην ανοσοαποτύπωση με 

ολικό εκχύλισμα κυττάρων HeLa, 10 οροί αναγνώρισαν τις R052 ή/και Ro6o πρωτεΐνες. 

Όλοι οι οροί αυτοί ήταν θετικοί για αντι-Ro αντισώματα στην ανοσοκατακρήμνιση 

RNA και όλοι πλην ενός ήταν επίσης θετικοί και στην CIE με εκχύλισμα θύμου 

μοσχαριού. Επίσης, με την ίδια μέθοδο, 10 οροί αναγνώρισαν τα πολυπεπτίδια La 

48kDa και 4 3  kDa· όλοι τους ήταν θετικοί για αντι-La αντισώματα και στην 

ανοσοκατακρήμνιση RNA (Πίνακας 6, Εικόνα 15, πάνω μέρος).

Η χαμηλή ικανότητα ανίχνευσης αντι-La αντισωμάτων της CIE με 

εκχύλισμα θύμου μοσχαριού στους ορούς των ασθενών με ΡΑ που μελετήθηκαν, μας 

οδήγησε στην υπόθεση ότι πιθανά αυτό οφείλεται σε διάκριτους αντιγονικά 

επίτοπους. Οι επίτοποι αυτοί υπάρχουν πιθανά στην ανθρώπινη πρωτεΐνη La του 

εκχυλίσματος κυττάρων HeLa (που χρησιμοποιείται στην ανοσοκατακρήμνιση RNA 

και στην ανοσοαποτύπωση), αλλά απουσιάζουν στην πρωτεΐνη La του θύμου 

μοσχαριού (που χρησιμοποιείται στην CIE). Για το σκοπό αυτό, οι ίδιοι οροί 

μελετήθηκαν επιπλέον με CIE με εκχυλίσματα κυττάρων HeLa καθώς και θύμου 

κουνελιού. Πράγματι, τα αποτελέσματα της CIE με εκχυλίσματα κυττάρων HeLa 

συμφωνούσαν ιοο% με τα αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης RNA, όσον αφορά 

την ανίχνευση τόσο των αντι-Ro όσο και των αντι-La αντισωμάτων (Πίνακας 6 ). Εν 

αντιθέσει, με τη CIE με εκχύλισμα θύμου κουνελιού (που ως γνωστό περιέχει μεγάλες 

ποσότητες πρωτεΐνης La αλλά μη ανιχνεύσιμες ποσότητες πρωτεΐνης Ro) 

ανιχνεύθηκαν αντι-La αντισώματα μόνο σε τρεις ορούς· οι ίδιοι οροί ήταν θετικοί και 

στη CIE με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού (Πίνακας 6 ). Επιπρόσθετα, μέθοδοι 

ανοσοαποτύπωσης με εκχύλισμα θύμου μοσχαριού και θύμου κουνελιού αντίστοιχα, 

έδειξαν όμοια αποτελέσματα με τη CIE έναντι των προαναφερόμενων εκχυλισμάτων 

(Πίνακας 6  και Εικόνα 15, κάτω μέρος).
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Στη συνέχεια, εκτιμήθηκε η πιθανότητα της ειδικής για το είδος 

αναγνώρισης της πρωτεΐνης La, με αυτοαντισώματα ορών ασθενών με 1° σδ και ΣΕΛ. 

Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκαν, με βάση τα αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης 

RNA, 57 οροί ασθενών με 1° σδ και ΣΕΛ. Στους ορούς αυτούς περιλαμβάνονταν 19 οροί 

μονοειδικοί για αντι-Ro αντισώματα, ι8 οροί θετικοί για αντι-Ro και για αντι-La 

αντισώματα καθώς και 20 οροί αρνητικοί για αντι-Ro και αντι-La αντισώματα. Οι οροί 

αυτοί εξετάσθηκαν με CIE και ανοσοαποτύπωση χρησιμοποιώντας εκχυλίσματα 

κυττάρων HeLa, θύμου μοσχαριού και θύμου κουνελιού. Επίσης, εξετάσθηκαν με 

ανοσοενζυμικές μεθόδους (ΕίΙδΑ). Οι αντι-La θετικοί οροί, βρέθηκαν σχεδόν όλοι 

επίσης θετικοί, με όλες τις μεθόδους που χρησιμοποιήθηκαν και αναγνώριζαν την 

πρωτεΐνη La σε όλα τα εκχυλίσματα θηλαστικών που χρησιμοποιήθηκαν ως πηγές 

αντιγόνου (Πίνακας 7 , Εικόνα 15)· Οι αντι-Ro θετικοί οροί ανιχνεύθηκαν εύκολα με CIE 

με εκχυλίσματα κυττάρων HeLa και θύμου μοσχαριού· δύο οροί, ένας από ασθενή με 

1° σδ και ένας από ασθενή με ΣΕΛ, αντέδρασαν μόνο με εκχύλισμα κυττάρων HeLa. 

Αντίθετα, η ευαισθησία τόσο της ΕίΙδΑ όσο και της ανοσοαποτύπωσης για την 

ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων ήταν χαμηλή (Πίνακας 7 , Εικόνα 15).

Πίνακας η. Αντι-Ro και αντι-La αντισώματα που ανιχνεύθηκαν με αντίθετη 
ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE), ανοσοενζυμική μέθοδο (ELISA) και ανοσοαποτύπωση, με 
εκχυλίσματα θύμου μοσχαριού (CTE), θύμου κουνελιού (RTE) και κυττάρων HeLa 
(HeLa) αντίστοιχα, σε 57 ορούς ασθενών με πρωτοπαθές σύνδρομο δ^Γεη  και 
συστηματικό ερυθηματώδη λύκο. Η επιλογή των ορών έγινε με βάση τα 
αποτελέσματα της ανοσοκατακρήμνισης RNA.

CIE ELISA1 Ανοσοαποτύπωση

Ανοσοκατακρήμνιση RNA
CTE RTE HeLa HeLa 

Αριθμός θετικών ορών
CTE RTE

Αντι-Ro θετικοί (=3 7 ) 35 0 37 26 26 1 2 ΔΜ* ΔΜ

Αντι-La θετικοί (η=ι8) 18 17 18 17 18 13/13 15/15

Αντι-Ro/La αρνητικοί (η=2θ) 0 0 0 2 3 0 ΔΜ ΔΜ

1: Ανοσοενζυμικές μέθοδοι ΕίΙδΑ για την ανίχνευση αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων.
2: αναγνώριση της 52 ή/και 6ο kDa πρωτεΐνης Ro
3: ένας ορός με αντι-Ro και ένας ορός με αντι-La αντισώματα 
* Δεν μελετήθηκε
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Προηγούμενες μελέτες από το εργαστήριό μας έδειξαν ότι, 

χρησιμοποιώντας την κλασσική μέθοδο της αντίθετης ανοσοηλεκτροφόρησης με 

εκχύλισμα θύμου μοσχαριού, αντι-Ro αντισώματα ανιχνεύονται στο 10% περίπου των 

ορών Ελλήνων ασθενών με ΡΑ, ενώ αντι-La αντισώματα ανευρίσκονται μόνο στο 1% 

των ασθενών αυτών128,187. Η παρουσία αντι-Ro αντισωμάτων στους ασθενείς αυτούς 

συσχετίσθηκε με υψηλό ποσοστό δυσανεξίας στην D-πενικιλλαμίνη128. Στον διεθνή 

χώρο, η επίπτωση των αντι-Ro και αντι-La αντισωμάτων στους ασθενείς με ΡΑ, 

διαφέρει στις διάφορες μελέτες και σχετίζεται κυρίως με την ευαισθησία της μεθόδου 

ανίχνευσής τους. Χρησιμοποιώντας την αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση ή διπλή 

ανοσοδιάχυση, έχει δειχθεί ότι αντι-Ro αντισώματα βρίσκονται στο 2%228,229 ως 19% των 

ασθεγών αυτών187,223,225'230 και τα αντι-La αντισώματα σε λιγότερο από το 2%ι87,223,228'23°. 

Με την ανοσοκαθίζηση, αντι-Ro και αντι-La αντισώματα βρέθηκαν στο 2% και 6%, 

αντίστοιχα, των ορών ασθενών με ΡΑ229 και σε ποσοστό άνω του 88% και 63%, 

αντίστοιχα, στους ασθενείς με ΡΑ και δευτεροπαθές σδ188. Πρόσφατα, οι Slobbe και 

συν116 χρησιμοποίησαν εκχυλίσματα κυττάρων HeLa επιμολυσμένων με αδενοϊό, που 

περιείχαν ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σύμπλοκα VA RNA-πρωτεΐνης La και έδειξαν την 

παρουσία αντι-La αντισωμάτων στο 16% των ασθενών με ΡΑ.

Στην παρούσα μελέτη, η χρησιμοποίηση της ανοσοκατακρήμνισης RNA 

και της ανοσοαποτύπωσης με εκχύλισμα κυττάρων HeLa, έδειξε την παρουσία αντι-La 

αντισωμάτων σε περισσότερους από τους μισούς αντι-Ro θετικούς ασθενείς με ΡΑ. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση με εκχυλίσματα θύμου 

μοσχαριού και θύμου κουνελιού (πηγών πλούσιων σε πρωτεΐνη La) καθώς και η ELISA 

δεν έδειξαν την παρουσία αντι-La αντισωμάτων στην πλειονότητα των θετικών 

περιπτώσεων. Το τελευταίο δεν φαίνεται να οφείλεται στην ευαισθησία των μεθόδων 

αφού: (ι) η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση με εκχύλισμα κυττάρων HeLa έδειξε την 

παρουσία αντι-La ιζηματινών, σε όλους τους αντι-La θετικούς ορούς και (2) με την
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αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση και την ανοσοαποτύπωση με εκχυλίσματα κυττάρων 

τριών θηλαστικών ελήφθησαν πανομοιότυπα αποτελέσματα. Τα ανωτέρω ευρήματα 

υποδεικνύουν ότι στους ασθενείς με ΡΑ που μελετήθηκαν, τα αντι-La αντισώματα 

αναγνωρίζουν κυρίως μη εξελικτικά διατηρημένους επιτόπους της ανθρώπινης 

πρωτεΐνης La. Οι επίτοποι αυτοί προφανώς δεν είναι επίτοποι ασυνεχείς όπως 

υποδεικνύεται από την αντιδραστικότητά τους σε ανοσοαποτύπωση με συνθήκες 

μετουσίωσης.

Εν αντιθέσει με τους ασθενείς με ΡΑ, αντι-La θετικοί οροί ασθενών με 1° 

σ5  και ΣΕΛ αναγνωρίζονται ομοιόμορφα με εκχυλίσματα κυττάρων ανθρώπου, 

μοσχαριού και κουνελιού. Τα αποτελέσματά μας συμφωνούν απόλυτα με 

προηγούμενες μελέτες που έδειξαν ότι αντι-La αντισώματα ασθενών με 1° σδ και ΣΕΑ, 

αντιδρούν με διάφορα εκχυλίσματα κυττάρων θηλαστικών, αναγνωρίζοντας 

εξελικτικά διατηρημένους επιτόπους της πρωτεΐνης La21'60. Πράγματι, έχει δειχθεί, ότι η 

ανθρώπινη πρωτεΐνη La είναι πολύ καλά διατηρημένη κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, 

και συγκρινόμενη με την βόεια πρωτεΐνη έχει επιπρόσθετα τέσσερα αμινοξέα και 

παρουσιάζει αντικατάσταση άλλων 23 αμινοξέων27. Η λεπτομερής χαρτογράφηση των 

επιτόπων των συντηγμένων πρωτεϊνών (fusion proteins) που κωδικοποιούνται από 

τμήματα του ανθρώπινου La cDNA έδειξε ότι αντι-La αντισώματα ασθενών με 1° σδ και 

ΣΕΛ αναγνωρίζουν συχνά πολλαπλές αντιγονικές θέσεις στην πρωτεΐνη La, οι οποίες 

έχουν ιδιότητες διασταυρούμενης αντίδρασης241'242. Ωστόσο, αναγνωρίστηκαν 

τουλάχιστον τρεις μη αλληλοεπικαλυπτόμενες περιοχές (ονομάστηκαν LaA, LaC και 

LaD) και οι ανοσοεπικρατούντες επίτοποι προσδιορίστηκαν στο αμινοτελικό LaA110’242 

ή στο μεσαίο LaC τμήμα241.

Έτσι, μελλοντικές μελέτες μπορεί να καθορίσουν αν ο κύριος 

αυτοεπίτοπος(οι) της πρωτεΐνης La που αντιδρά με ορούς ασθενών με ΡΑ, βρίσκεται 

στην ανθρώπινη LaD περιοχή, η οποία φαίνεται να είναι η λιγότερο καλά διατηρημένη, 

αφού περιλαμβάνει όλα τα επιπλέον αμινοξέα και την πλειονότητα (57*) των 

αμινοξέων που αντικαθίστανται.
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Η αναγνώριση ανθρωποειδικών αντι-La απαντήσεων στην ΡΑ, 

υποδεικνύει πιθανά την ύπαρξη ενός καθοδηγούμενου από αυτοαντιγόνο (autoantigen 

driven) μηχανισμό για την παραγωγή αντι-La αντισωμάτων στα αυτοάνοσα νοσήματα. 

Παρόμοια, έχει δειχθεί ότι τα αντι-Ro αντισώματα αναγνωρίζουν κυρίως μη 

διατηρημένους επίτοπους του ανθρώπινου αυτοαντιγόνου Ro60'238. Πράγματι, και στην 

παρούσα μελέτη, έξι αντι-Ro θετικοί οροί οι οποίοι δεν ανιχνεύθηκαν με την CIE με 

εκχύλισμα θύμου μοσχαριού, τελικά έδειξαν δυνατές ιζηματικές γραμμές με εκχύλισμα 

κυττάρων HeLa (Πίνακες 6 και 7 ). Τέλος, τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι στην 

καθ'ημερα πράξη, η αρκετα καλή ευαισθησία της CIE για την ανίχνευση των 

αντισωμάτων αντι-Ro και αντι-La1̂  μπορεί να αυξηθεί με τη χρησιμοποίηση 

ανθρώπινων εκχυλισμάτων.



Περίληψη και Συμπεράσματα

Η παρούσα εργασία είχε δύο σκοπούς. Πρώτον, τη σύγκριση πέντε 

διαθέσιμων έως σήμερα μεθόδων για την ανίχνευση των αντι-Ro αντισωμάτων. 

Δεύτερον, να εκτιμήσουμε την παρουσία ανθρωποειδικών αντι-La αντισωμάτων σε 

επιλεγμένους ορούς ασθενών με ΡΑ, δεδομένου ότι στην προηγούμενη μελέτη, 

μονοειδικοί οροί για αντι-Ro αντισώματα, όταν μελετήθηκαν με ανθρώπινα 

εκχυλίσματα βρέθηκε να έχουν και αντι-La αντισώματα.

Στο πρώτο μέρος, η αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση (CIE), η 

ανοσοκατακρήμνιση RNA, η ενζυμική μέθοδος ανοσοπροσροφητικού προσδιορισμού 

(ELISA) και η ανοσοαποτύπωση με κυτταροπλασματικό εκχύλισμα HeLa (IB-HeLa) και 

με εκχύλισμα ερυθροκυττάρων (IB-RBC) χρησιμοποιήθηκαν για την ανίχνευση αντι-Ro 

αντισωμάτων, σε 93 επιλεγμένους ορούς ασθενών με διάφορα αυτοάνοσα νοσήματα 

(από αυτούς 4 7  ήταν αντι-Ro θετικοί στη CIE). Η ανοσοκατακρήμνιση RNA η οποία 

αποδείχθηκε ότι έχει τη μεγαλύτερη ευαισθησία χρησιμοποιήθηκε σαν μέθοδος 

αναφοράς. Η CIE βρέθηκε να είναι αξιόπιστη μέθοδος με ειδικότητα 100% και 

ευαισθησία 89%. Η ELISA είχε ανάλογη ειδικότητα (9 5%) αλλά σχετικά μικρότερη 

ευαισθησία (72%)· Η ανίχνευση αντισωμάτων έναντι των πρωτεϊνών Ro 52 ή 6ο kDa με 

IB-HeLa βρέθηκε να έχει υψηλή ειδικότητα (9 5  και 9 7 % αντίστοιχα), αλλά χαμηλή ολική
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ευαισθησία (36 και 17% αντίστοιχα). Η ανίχνευση αντι-Ro αντισωμάτων έναντι των 

ερυθροκυτταρικών πρωτεϊνών Ro, 52, 54  καί 6ο kDa με IB-RBC, βρέθηκε να έχει 

ευαισθησία 9 5 » 9 7  και 57% αντίστοιχα και ειδικότητα 51,1 3  και 3 4% αντίστοιχα. Τα αντι- 

52 kDa αντισώματα που ανιχνεύθηκαν με IB-HeLa συσχετίζονταν με αυτά που 

βρέθηκαν με IB-RBC (ρ<ο.οοι) και απαντώνται κυρίως στο πρωτοπαθές σύνδρομο 

Sjogren (ρ<ο.οοι, ευαισθησία 71 και 77%) καθώς και σε ορούς με αντι-Ro και αντι-La 

αντισώματα (ρ<ο.οοι).

Τα αποτελέσματά μας επιβεβαιώνουν ότι η ανοσοκατακρήμνιση RNA έχει 

τη μεγαλύτερη ευαισθησία και ειδικότητα για την ανίχνευση των αντι-Ro 

αντισωμάτων. Ωστόσο, μέχρις ότου θα είναι διαθέσιμη μια πιο ευαίσθητη ELISA, η CIE, 

λόγω της αξιοπιστίας της μπορεί να είναι η μέθοδος εκλογής. Τέλος, βρέθηκε ότι η 

ανίχνευση αντι-Ro 52 kDa αντισωμάτων με IB-RBC είναι πιο ευαίσθητη μέθοδος από 

την IB-HeLa.

Στο δεύτερο μέρος, οροί ασθενών με ρευματοειδή αρθρίτιδα (ΡΑ), τόσο 

θετικοί όσο και αρνητικοί για την ύπαρξη αντι-Ro αντισωμάτων, συγκρίθηκαν με 

ορούς ασθενών με πρωτοπαθές σδ (10 σδ) και ΣΕΛ, όσον αφορά την παρουσία αντι-La 

αντισωμάτων. Αρκετές μέθοδοι ανίχνευσης αντισωμάτων (ανοσοκατακρήμνιση RNA, 

αντίθετη ανοσοηλεκτροφόρηση, ανοσοενζυμική μέθοδος και ανοσοαποτύπωση) 

έδειξαν την παρουσία αντι-La αντισωμάτων σε ορούς θετικούς για αντι-Ro αντισώματα 

(10/19 στη ΡΑ, 18/37 στο 1° σδ και ΣΕΛ) αλλά όχι σε ορούς αρνητικούς για αντι-Ro 

αντισώματα. Και οι 10 οροί των ασθενών με ΡΑ που είχαν αντισώματα αντι-La 

αντιδρούσαν με εκχύλισμα ανθρώπινων κυττάρων HeLa, αλλά μόνο 3 οπό αυτούς 

αντιδρούσαν και με εκχύλισμα θύμου αδένα κουνελιού ή μοσχαριού. Εν αντιθέσει, οι 

οροί των ασθενών με 1° σδ και ΣΕΛ με αντι-La αντισώματα, αντιδρούσαν ομοιόμορφα 

με όλες τις παραπάνω αντιγονικές πηγές. Η μελέτη αυτή υποδεικνύει ότι οι επίτοποι 

που αναγνωρίζονται από τα αντι-La αντισώματα των ασθενών με ΡΑ, διαφέρουν από 

εκείνους που αναγνωρίζονται από αντισώματα ασθενών με 1° σδ και ΣΕΛ.
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Summary and Conclusions

This thesis had two aims. First the comparison of five currently available 

methods for the detection of anti-Ro antibodies. Second, to evaluate the presence of 

human-specific anti-La antibodies in selected sera from RA patients. The latter was based 

on the previous study, where sera monospecific for anti-Ro antibodies were also found to 

have anti-La antibodies, when exami-ned using human extracts.

In the first part of the thesis, counterimmunoelectrophoresis (CIE), RNA 

precipitation, ELISA and immunoblotting against cytoplasmic HeLa cell extract (IB-HeLa) 

and erythrocyte extract (IB-RBC) were applied to detect anti-Ro antibodies in 93 sera 

selected from patients with various autoimmune diseases [47 were anti-Ro positive by 

CIE]. The RNA precipitation assay, which demonstrated the highest sensitivity was 

selected as the reference method. CIE was found to be reliable with a specificity of 100% 

and a sensitivity of 89%. ELISA showed a comparable specificity (95%) but somewhat 

lower sensitivity (72%). Antibodies to 52 or 60 kDa Ro proteins by IB-HeLa demonstrated a 

high specificity (95 and 97% respectively) but a low overall sensitivity (36 and 17% 

respectively). Anti-Ro antibodies to 52, 54 and 60 kDa erythrocyte proteins by IB-RBC, had 

a variable overall specificity (95, 97 and 37%) and sensitivity (51,13 and 34%). The anti-52 

kDa antibodies detected by IB-HeLa correlated to those found by IB-RBC (p<o.ooi) and

7
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occurred predominantly in primary Sjogren's syndrome (p<o.ooi, sensitivity: 71 and 77%) 

as well as in sera with anti-Ro and anti-La antibodies (p<o.ooi).

These findings confirm that RNA precipitation assay has the highest sensitivity 

and specificity for anti-Ro antibody detection. However, until a more sensitive ELISA is 

available, CIE because of its reliability appears to be the method of choice. Finally, IB-RBC 

was found to be more sensitive than IB-HeLa for the detection of anti-Ro52 kDa 

antibodies.

In the second part, sera from anti-Ro positive and negative patients with 

rheumatoid arthritis (RA) were compared with those from patients with primary 

Sjogren's syndrome (pSS) and systemic lupus erythematosus (SLE) with regard to anti-La 

antibodies. Several assays for anti-La (RNA precipitation, counterimmunoelectrophoresis, 

enzyme-immunoassay and immunoblotting) demonstrated the presence of such 

antibodies in selected anti-Ro positive (10/19 *n RA and 18/37 in pSS and SLE) but not in 

anti-Ro negative sera. All 10 anti-La sera from RA patients reacted with human HeLa cell 

extracts, whereas only three also reacted with calf and rabbit thymus extracts. This was 

in direct contrast to anti-La from pSS and SLE patients where uniform reacti-vity to all the 

above mammalian La sources was found. This study suggests that the epitopes 

recognized by the anti-La antibodies from RA patients differ from those recognized by 

antibodies from pSS and SLE patients and may provide a clue to their genesis.
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