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POVZETEK

Protitelesa proti dvojnoverizni deoksiribonukleinski kislini (dsDNA) so eden od diagnosti¢nih
kriterijev za sistemski lupus eritematozus, sledenje njihove koncentracije, ki sledi aktivnosti
bolezni, pa pomembna pomoc¢ zdravniku pri sledenju bolezni.

Za merjenje anti-dsDNA protiteles se uporablja ve¢ metod, ki imajo svoje prednosti in slabosti.
To so predvsem radioimunske metode (RIA), imunofluorescenca (CLIF) in encimsko imunske
metode na trdnem nosilcu (ELISA), s katerimi pa ne dolo¢amo nujno iste skupine ali istih
podskupin protiteles proti dSDNA. Ta so praviloma poliklonska in se v afiniteti in v izotipu
razlikujejo v epitopski specifi¢nosti do istega antigena. Za doloCitev anti-dSDNA radioimunska
metoda po FARR-u, s katero dolo¢amo samo visoko avidna protitelesa, $¢ vedno velja za zlati
standard. Za izvedbo te metode poleg radioaktivnega materiala uporabljamo tudi organska
topila in druge zelo toksi¢ne kemikalije. Imunofluorescenca CLIF pa je samo polkvantitavina
metoda in zato neprimerna za spremljanje bolezni. ELISA so sicer kvantitativne, ponovljive,
lahko tudi avtomatizirane, vendar zaznajo tudi nizko avidna protitelesa proti dsDNA in tudi
protitelesa proti ssDNA. Zato imajo najnizjo diagnosticno uporabnost.

Namen nasega dela je bil ugotoviti, ali namesto radioaktivnega izotopa **C-DNA pri RIA,
lahko uporabimo fluorescencni oznacevalec PicoGreen, kako to vpliva na lastnosti drugace
nespremenjene metode in posledi¢no na klini€no uporabnost.

Z obema metodama smo testirali 759 vzorcev. Od tega je bilo 146 vzorcev krvodajalcev, 70 s
sistemskim lupusom eritematozusom, 25 z antifosfolipidnim sindromom, 28 z revmatoidnim
artritisom, 25 s Sjoegrenovim sindromom, ter 465 vzorcev bolnikov, ki so bili poslani na
preiskavo anti-dsDNA protitelesa s sumom na SLE ali z namenom izkljucitve SLE.

Za mejno vrednost FIA smo izbrali isto vrednost, kot se uporablja pri rutinski RIA po Farru
(0,35). Ugotovili smo primerljivo medanalizno natan¢nost obeh metod pri visoko pozitivnem
rezultatu (KVgia = 11%, KVga = 12%) in mejno pozitivnem rezultatu (KVgia = 29%, KVEa =
18%). Ugotovili smo tudi primerljivo znotrajanalizno ponovljivost pri visoko pozitivhem
rezultatu (pri obeh metodah KV = 2%) in mejno pozitivnem rezultatu (KVgja = 33%, KVga =
28%). Pri visoko in mejno pozitivnem rezultatu sta imeli tudi primerljivo analizno to¢nost,
medtem ko je bila analizna obcutljivost pri FIA vecja, saj smo signal pri titriranju visoko
pozitivnega vzorca zaznali do zadnjega titra. sSDNA in RNA nista vplivali na dolocitev
dsDNA.

Preverili smo tudi diagnosti¢no uporabnost obeh metod z diagnosti¢no obcutljivostjo (DO) in
diagnosticno specificnostjo (DS). Pri mejnih vrednostih 0,35 sta bili DO in DS pri obeh
metodah primerljivi (DS pri obeh metodah je 100%, DOgia = 50%, DOFf o= 53%), medtem ko
je bila diagnosti¢na uporabnost FIA nekolika manjs$a (DUgja = 0,887, DUga = 0,781).

Primerjava vrednosti samo pozitivnih rezultatov je pokazala najve¢jo mo¢ povezave obeh
metod (r = 0,63, p<0,01), kar smo potrdili tudi z neparametri¢nim testom. Glede na merilno
negotovost v negativnem obmocju (pod 0,35), je bila mo¢ povezave, po pricakovanju slaba.
Zaradi nepomembnosti rezultatov pod prazno vrednostjo smo obe metodi statisti¢no vrednotili
samo v pozitivnem obmocju in ugotovili statisti¢no znacilno povezavo (p=0,23).

Na podlagi nasih rezultatov lahko zaklju¢imo, da lahko RIA za dolo¢anje anti-dSDNA v celoti
nadomestimo s FIA.



ABSTRACT

Antibodies against double stranded deoxyribonucleic acid (dsDNA) are one of the diagnostic
criteria for systemic lupus erythematosus. Their serum concentration follows the activity of the
disease and as such is useful assistance for treatment. Few methods to measure anti-dsDNA
antibodies are used, each having its own advantages and disadvantages. Most commonly used
are radioimmunoassays (RIA), immunofluorescence (CLIF) and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), but those methods do not necessarily determine the same type
or subtypes of antibodies against dsSDNA. Antibodies against dsDNA are usually polyclonal
and they differ in affinity, isotype and epitope specificity on the same antigen. RIA by FARR
used for determining only high avidity antibodies is still the gold standard for anti-dsDNA
antibody determination. To perform this method radioactive material as well as organic
solvents and other highly toxic chemicals are used. CLIF is only being qualitative method and
therefore unsuitable for monitoring the disease activity. ELISA methods are quantitative,
repeatable and they can as well be automated, but they recognize also low avidity antibodies
against dsDNA and also antibodies against sSDNA. Therefore they have the lowest diagnostic
utility.

The purpose of our work was to find out if it is possible to use fluorescent dye PicoGreen
instead of radioactive isotope “C-DNA by RIA, to find out how does this affect the properties
of otherwise unchanged method and consequently how does it affect the clinical utility.

With RIA by Farr and fluoroimmunoassay (FIA) methods we tested 759 samples, consisting
of 146 blood donors, 70 systemic lupus erythematosus, 25 antiphospholipid syndrome, 28
rheumatoid arthritis, 25 Sjoegren syndrome samples and 465 samples of patients without
known diagnosis, that were sent to anti-dsDNA antibodies test with suspicion of SLE or with
intention to exclude SLE. For the cut-off value FIA we have chosen same value as it is used by
routinely done RIA by Farr (0,35). We found comparable inter accuracy of both methods in
high positive results (KVgia = 11, KVEa = 12%) and low positive results (KVgia = 29%, KVga
= 18%). We as well confirmed comparable intra repeatability in high positive results (at both
methods KV = 2%) and low positive results (KVgia = 33%, KVEa = 28%). At high and low
positive result they as well had comparable analytical accuracy, while analytical sensitivity
was higher in FIA as we detected signal at titrating highly positive sample to the last titer.
ssDNA and RNA did not affect the determination of dsDNA.

We also checked the diagnostic accuracy of both methods with diagnostic sensitivity and
diagnostic specificity. At cut-off value 0.35, diagnostic sensitivity and diagnostic specificity
were comparable for results of both methods (diagnostic specificity of results 100%, diagnostic
sensitivity results by RIA = 50%, by FIA = 53%), while diagnostic accuracy of results by FIA
was lower (by RIA = 0,89, by FIA = 0,78). Comparison of values of only positive results
showed the greatest correlation for both methods (0.63, p<0.01), which we also confirmed by
the nonparametric test. As expected due to big measurement uncertainty in the negative area
(under 0.35), the correlation there, was weak. Due to the insignificance of the results under cut-
off value we statistically evaluated both methods only in positive area and found a statistically
significant association (p = 0,23).

Based on our results we can conclude that RIA for determination of anti-dsDNA can be
completely replaced by FIA according to presented procedure.



SEZNAM OKRAJSAV

ANA proti jedrna protitelesa (ang Antinuclear Antibodies)

APS antifosfolipidni sindrom

BBS boratni pufer

CLIF indirektna imunofluorescenca na Crithidii luciliae (ang Chrithidia Luciliae
Immunofluorescence Assay)

cpm Stevilo impulzov na minuto (ang counts per minutes)

DO diagnosti¢na obcutljivost

DS diagnosti¢na specificnost

dsDNA dvojnoverizna deoksiribonukleinska kislina (ang Double-stranded
Deoksiribonucleic Acid)

EKG elektrokardiogram

ELISA encimsko imunska metoda na trdnem nosilcu (ang Enzyme-linked
Immunosorbent Assay)

FIA fluorescenéno imunska metoda (ang Fluorescent Immuno Assay)

GIT gastrointestinalni trakt

Hep-2 humane epitelijske celice (ang. Human epitheloid cells)

HLA-B ¢loveski levkocitni antigen B (ang Humane Leukocyte Antigen B)

HLA-D3 ¢loveski levkocitni antigen DR3 (ang Humane Leukocyte Antigen DR3)

HLA-DR2 ¢loveski levkocitni antigen DR2 (ang Humane Leukocyte Antigen DR2)

KV koeficient variacije

LOD meja detekcije (ang Level of Detection)

LOQ meja dolocitve (ang. Level of Quantification)

P oborina (ang Precipitate)

POPOP 1,4-bis(4-metil-5-fenil-2-oksazolil) benzen

PPO 2,5-difenil-oksazol

RA revmatoidni artritis

RCF relativna centrifugalna sila (ang Relative Centrifugal Force)

RIA radioimunska metoda (ang Radio-immuno Assay)

RNA ribonukleinska kislina (ang Ribonucleic Acid)

ROC krivulja diagnosti¢ne obcutljivosti in specificnosti (ang Receiver Operating
Characteristic Curve)

S supernatant

SD standardni odmik (ang Standard Deviation)

SJS Sjoegrenov sindrom

SLE sistemski lupus eritematozus

sSDNA eno verizna deoksiribonukleinska kislina (ang Single-stranded
Deoksiribonucleic Acid)

U1RNP U1 ribonukleoprotein

uv ultravijoli¢na svetloba

ZNK zunaj celicna nukleinska kislina
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1 UVOD
1.1 SISTEMSKI LUPUS ERITEMATOZUS

Sistemski lupus eritematozus (SLE) je sistemska vezivnotkivna vnetna bolezen neznanega
izvora, pri kateri pride do imunskega neravnovesja. Vzrok za imunsko neravnovesje je
splet razliénih dejavnikov, med katere spadajo genska dovzetnost, imunski odkloni,
dejavniki okolja in spolni hormoni (Slika 1) (1).

Za izbruh SLE naj bi bila odgovorna tudi prisotnost dolo¢enih genov v kromosomski regiji,
ki kodirajo antigene, kot so npr. HLA-B, HLA-DR2 in HLA-D3 ali njihova odsotnost kot
npr. za antigene C1qg in C4. Osebe z antigenom HLA-DR2 sintetizirajo v ve€ini primerov
avtoprotitelesa proti dvojnoverizni deoksiribonukleinski kislini (dsDNA), ki so eden od
laboratorijskih diagnosti¢nih oznacevalcev za SLE, osebe s HLA-DR3 pa protitelesa proti
antigenu Ro (1). Pri pomanjkanju C4 imajo osebe zmanj$ano odstranjevanje avtoreaktivnih
B celic. Pomanjkanje C1q pa povzro¢i pomanjkljivo odstranjevanje snovi, ki so posledica
nekroze (2).

Motnje v imunskem odzivu so posledica znizanega Stevila citotoksi¢nih celic T in celic T
zaviralk, pove€ane aktivnosti celic T pomagalk, motene tolerance celic B, poliklonske
aktivacije limfocitov B. Prisotne so motnje v imunski regulaciji, ki so posledica izgube
tolerance za lastne antigene. Posledica je tudi nastanek avtoprotiteles proti sestavinam
celi¢nega jedra npr. DNA, jedrnim ribonukleoproteinom (Ro, La, UIRNP) itd. (1).

Med okoljske dejavnike pristevamo bakterije, viruse (npr. Epstein-Barr), ultravijoli¢no
svetlobo in kajenje, ki sicer ne povzrocijo bolezni, jo pa lahko sprozijo pri dovzetni osebi.
Tudi nekatera zdravila npr. hidralazin, prokainamid, isoniazid, diltiazem lahko povzroc¢ijo
lupusu podoben sindrom (1).

Prevalenca SLE je vi§ja pri Zenskah, kar povezujejo s spolnimi hormoni, saj so estrogeni
tisti, ki podpirajo avtoimunost. Nizek nivo estrogenov zavira delovanje celic B, medtem ko
jih visok nivo pospesuje, kar ima za posledico pospeSeno nastajanje protiteles, vklju¢no z
avtoprotitelesi. Pri bolnikih je metabolizem estrogenov spremenjen, zato nastajajo
metaboliti z dolgotrajnejSim in moc¢nejSim estrogenskim u¢inkom (3). Nosec€nost, splavi in
porod lahko sprozijo ali poslabsajo bolezen (1).

Prevalenca oz. pojavnost SLE med prebivalstvom je priblizno 4 do 250 bolnikov na
100.000 oseb. Bolezen je do desetkrat pogostejSa pri zenskah, zlasti v rodnem obdobju
(med 15. in 49. letom). Incidenca ali razSirjenost se giblje med 0,4 do 27 bolnikov na
100.000 oseb (1). Pojavnost in razsirjenost variirata glede na karakteristike posamezne
populacije: starost, spol, etni¢ni ali nacionalni izvor (4).
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Slika 1 - Patogeneza SLE (5)

1.1.1 DIAGNOZA SLE

Diagnozo SLE postavimo na podlagi enajstih diagnosticnih meril, med katerimi so tri
laboratorijska: hematoloSke motnje (hemoliticna anemija, levkopenija, limfopenija ali
trombocitopenija), imunoloske motnje (protitelesa proti dvojnoverizni DNA, proti antigenu
Sm, antifosfolipidna protitelesa), protijedrna protitelesa. Prisotnost katerihkoli 4 meril
omogoca postavitev diagnoze s 96% diagnosticno obcutljivostjo in diagnosti¢no
specificnostjo (1). Avtoprotitelesa proti dsSDNA so bila odkrita leta 1957 (6). Od leta 1982
so uvrS¢ena med diagnosti¢ne kriterije za SLE (7). Podatki o pojavnosti in prav tako
razsirjenosti so zelo odvisni od metod, ki jih uporabljamo za dolocitev avtoprotiteles proti-
dsDNA (4). Z razvojem obcutljivej$ih metod se je izkazalo, da na rezultate lahko vpliva
tudi metoda sama. Tako so predvsem z encimsko imunskimi metodami na trdnem nosilcu
(ELISA) izmerili povisane koncentracije avtoprotiteles proti dSDNA tudi pri krvodajalcih
in drugih boleznih: uveitis, diskoidni SLE, revmatoidni artritis. Pri bolnikih, kjer so jih
dokazali z RIA metodo, vendar diagnoze SLE niso mogli postaviti, So po prvem letu
opazovanj odkrili, da so ti bolniki v 70% v tem letu zboleli za SLE. Nadaljnje raziskave so
ugotovile, da se je ta delez dvignil na 85% v treh letih. Samo 15% jih po petih letih ni
zadostilo kriterijem za SLE (4).



1.1.1.1KLINICNI ZNAKI

SLE je bolezen, pri kateri so lahko prizadeti vsi organi, saj nastala avtoprotitelesa in
imunski kompleksi okvarijo razli¢ne organe (8). Najpogosteje prizadeta organa sta ledvice
in mozgani. Bolniki imajo povisano telesno temperaturo, so utrujeni, izgubljajo telesno
tezo. Prizadete imajo sklepe (artritis), kozo (metuljast izpuscaj, fotosenzitivnost, razjede
sluznic, urtikarija, Raynaudov fenomen), ledvice (glomerulonefritis), pljuca (plevritis,
pneumonitis), srce (perikarditis, Sumi na srcu, elektrokardiogram (EKG) spremembe),
zivéevje (glavoboli, motnje spomina, spremembe znacaja in koncentracije, konvulzije),
prebavila (bole€ina, slabost, poveéana jetra ali vranica) (Slika 2) (1).

Plevralni Metuljast 1zpuscaj
1zliv

Tezave s
srcem

Nefritis

Reynaudov
fenomen

Slika 2 - Simptomi SLE (9)

1.1.1.2 SEROLOSKI KAZALCI

Poleg klini¢nih znakov imajo bolniki tudi spremenjene laboratorijske kazalce. Imajo
poviSano sedimentacijo eritrocitov, normokromno normocitno anemijo, limfopenijo in
trombocitopenijo (8). Znizani sta tudi koncentraciji sestavin komplementa C3c in C4 (1).
Osnovni imunoseroloSki bolezenski kazalci so protitelesa proti jedrnim antigenom,
protitelesa proti dsDNA in protitelesa proti antigenu Sm (8). Pri 95% SLE bolnikov so
prisotna protitelesa proti jedrnim antigenom, kar opazujemo kot pozitivno jedrno
imunofluorescenco na humanih epitelijskih celicah (HEp-2 celice). Bolnike s pozitivnim



testom na Hep-2, je potrebno testirati tudi na specifi¢ne antigene (SS-A/Ro, SS-B/La, Sm,
U1RNP itd). Protitelesa anti-Sm so diagnosti¢no specifi¢na za SLE in so poleg pozitivnih
protiteles proti jedrnim antigenom in dsDNA eden od diagnosti¢nih kriterijev za SLE. Titer
protiteles anti-Sm se le redko spreminja, medtem ko se titer anti-dsDNA protiteles
spreminja z aktivnostjo bolezni. Pri tretjini bolnikov s SLE so prisotne tudi poviSane
koncentracije antifosfolipidnih protiteles (8).

1.1.2 VLOGA IN PROGNOSTICNA VREDNOST ANTI-dsDNA
PROTITELES PRI SLE

Anti-dsDNA protitelesa tvorijo imunske komplekse v krvi in v tkivih. Zaradi zmanjSanega
Stevila in zmanjSane funkcije receptorjev Fc in komplementnih receptorjev je njihovo
odstranjevanje pomanjkljivo in povzro¢ajo vnetja. V ledvicah se imunski kompleksi
dsDNA-anti-dsDNA kopic¢ijo in nalagajo v subendoteliju in mezanglijskem prostoru.
Imunski kompleksi vsebujejo anti-dsDNA protitelesa, ki se vezejo preko nukleosomov na
glomerularno bazalno membrano in povzrocajo vnetje, kar se kaze kot nefritis. Visoko
avidna anti-dsDNA so povezana z boleznimi ledvic (7). Nekatera anti-dsSDNA krizno
reagirajo z receptorji N-metil-D-aspartata, ki se ve¢inoma nahajajo v mozganih. Vezejo se
na nevronske celice in jih unic¢ijo, kar naj bi vodilo k nevrokognitivnim okvaram (2). Nizko
avidna anti-dsDNA protitelesa naj bi bila povezana z okvarami v mozganih (4).

Potek in prognoza SLE sta odvisna od prizadetosti posameznih organov in tkiv. Ko so
prizadeti ledvice, srce, pljuca in osrednji ziveni sistem, je prognoza slabsa in lahko privede
do odpovedi organov (8). Bolniki s SLE imajo razli¢na avtoprotitelesa, od katerih so anti-
dsDNA najbolj specifi¢na in jih zaznamo pri skoraj vseh bolnikih z aktivno boleznijo.
Ugotovili so, da je koli¢ina protiteles povezana z aktivnostjo bolezni, vendar je ta
korelacija dokazana samo za visoko avidna protitelesa, ki se dolo¢ajo z RIA. Nizko avidna
protitelesa niso tako pomembna za SLE, saj imajo majhno prognosti¢no vrednost. Pri teh
bolnikih ima bolezen precej blag potek brez prizadetosti ledvic. Avidnost protiteles se
tekom bolezni ne spreminja, kar kaze na to, da ima avidnost veliko prognosti¢no vrednost

(4).

1.1.3 PROTITELESA ANTI-dsDNA IN TERAPIJA

SLE je kroni¢na avtoimunska bolezen, katere potek ima obCasne zagone in vmesne faze
mirovanja bolezni. Nivo protiteles anti-dsDNA napoveduje aktivnost bolezni — njihova
koli¢ina v serumu se zvisa med zagonom bolezni (6), ¢eprav nekatere Studije kazejo, da se
to zgodi samo pri 40 % bolnikih (7). Protitelesa anti-dsDNA se uporabljajo tako za
diagnostiko kot za spremljanje aktivnosti bolezni. Zagon bolezni lahko preprec¢imo z
uporabo agresivnih zdravil, ki pa imajo mnogo nezelenih ucinkov. Zdravila, ki se
uporabljajo za zdravljenje SLE, zavirajo vnetje ali imunski odziv ter zmanjSujejo bolecino.
Zaradi preprecevanja dodatne obremenitve organizma bolnikov je zelo pomembno, da so
metode za dolocanje protiteles proti dsSDNA analizno natan¢ne in analizno specifi¢ne. Ob
spremljanju protiteles anti-dsDNA se odmerek zdravil optimizira tako, da se zmanj$ajo



stranski u¢inki zdravil (10). Priporo¢ajo spremljanje anti-dsSDNA na 4-6 tednov, s ¢imer se
lahko zazna in pravo¢asno prepreci ponovni zagon bolezni (4).

Za zdravljenje SLE se uporabljajo:

e nesteroidna protivnetna zdravila npr. acetilsalicilna kislina, ki se uporabljajo proti
bole¢inam ob vnetju sklepov. Pogosti stranski ucinki so bolecine v trebuhu in
nagnjenost h krvavitvam.

e zdravila proti malariji npr. hidoksiklorokin, ki se uporabljajo za zdravljenje koznih
izpus€ajev. Povzrocijo lahko spremembe v oCesni mreznici, zato morajo bolniki
opravljati kontrolne preglede pri okulistu.

o kortikosteroidi npr. prednizon, ki delujejo protivnetno in zavirajo aktivnost
imunskega odziva. So osnovna zdravila za zdravljenje SLE. Zacetni odmerek in
pogostost dajanja sta odvisna od stopnje bolezni in prizadetosti notranjih organov.
Kortikosteroidi imajo veliko stranskih uc¢inkov. Pojavlja se spremenjen zunanji
izgled (dvig telesne teZze, prekomerna porascenost, aknavost), vecje tveganje za
okuzbe, tezave z zelodcem, povisan krvni tlak, motnje v presnovi glukoze,
depresije, tezave z o¢mi (katarakta, glavkom), osteoporoza, zastoj v rasti. Vecina
stranskih ucinkov je prehodnih in izzvenijo, ko se zmanjsa odmerek ali se preneha
zdravljenje.

e imunosupresijska zdravila npr. metotreksat, ciklofosfamid zmanj$ujejo vnetje in
zavirajo imunski odziv. Uporabljajo se takrat, ko s kortikosteroidi ne morejo umiriti
bolezni in je zdravljenje s kortikosteroidi povezano z resnimi stranskimi ucinki ali
pa, ¢e se s kombinacijo zdravil doseze boljsi nadzor nad boleznijo. Ta zdravila
zavirajo sintezo DNA in preprecujejo normalno delitev celic. Posledica je zaviranje
delovanja kostnega mozga (levkopenija, anemija, trombocitopenija), pljucnica,
pljucna fibroza, driska, GIT razjede, krvavitve, bolezni jeter, ledvi¢na odpoved,
menstrualne motnje, impotenca, povzrocajo neplodnost. Zdravila so tudi teratogena
(10,11).

Nekatera zdravila npr. prokainamid, kloropromazin, metildopa so lahko neposreden vzrok
za z zdravili povzro¢en SLE. Poznanih je Ze vec kot 80 zdravil, ki sproZijo to bolezen. V
manj kot 5% se lahko pojavijo protitelesa proti dsDNA (12), vendar je pri detekciji
protiteles proti dsSDNA in interpretaciji rezultatov tudi to potrebno upoStevati.

1.2 INTERAKCIJE dsDNA IN PROTITELES
1.2.1 ANTIGEN dsDNA

dsDNA je bioloski polimer S ponavljajo¢imi se enotami nukleotidov, konformacijsko
urejenih v zavoje, kar omogoci protitelesom vezavo na ponavljajoe antigenske
determinante. Za stabilno interakcijo med protitelesi in dSDNA je potrebno 40 do ve¢ 100
baznih parov, pri ¢emer je konformacijska urejenost pomembnejsa od sekvence baznih
parov. Obenem je dsDNA polianion zaradi povezovalne verige iz fosfatnih ostankov med
nukleotidi. To napravi dsDNA dovzetnejSo za vezavo serumskih proteinov, saj se mnogo
serumskih proteinov (komplement, razli¢ni tipi imunoglobulinov) lahko veZe na dsDNA
pri fizioloskih pogojih, kar povzroca tezave pri doloCanju protiteles anti-dSDNA.



Nespecificne reakcije preprec¢imo predvsem z inaktivacijo komplementa in z uporabo
nefizioloskih pufrov z visoko ionsko jakostjo in vi§jim pH npr. boratni pufer s pH=8,0
(14).

DNA se kot antigen lahko pojavlja kot dsDNA ali kot sSDNA. Molekula dsDNA lahko po
segrevanju in hitrem zamrzovanju denaturira in nastanejo enoverizne regije, kar lahko vodi
k lazno pozitivnim rezultatom pri dolocitvi protiteles anti-dSDNA, hkrati pa je ta
denaturirana oblika razli¢na od naravno prisotne ssDNA (14).

Za dolocanje protiteles anti-dsSDNA je pomembna velikost antigena. Stopnja vezave
protiteles proti dsDNA je linearno odvisna od velikosti dSDNA. Pri RIA metodi obarjamo
nastale imunske komplekse med dodano dsDNA markirano s **C in protitelesi — proteini v
serumu bolnika, ter merimo signal **C na dsDNA. Vezava protiteles na daljse molekule
dsDNA da ve¢ signala, na kraj$e pa manj (Slika 3) (15).

100 ng dsDNA
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-

Slika 3 - Vpliv velikosti molekule dsDNA na stopnjo vezave protiteles

Za analizno specifi¢nost metode je zelo pomembna Cistost antigena. Necistoce, ki se lahko
pojavljajo pri pripravi antigena dsDNA, so lahko proteini, predvsem nukleoproteini in
sSDNA. Serumi bolnikov s SLE lahko vsebujejo protitelesa proti nukleoproteinom in
ssDNA, kar vodi k lazno pozitivnim rezultatom pri dolo¢anju protiteles proti dsDNA (15).

1.2.2 PROTITELESA PROTI DNA IN NJIHOVA AVIDNOST

Pri SLE nastanejo razliéni razredi in podrazredi protiteles (IgG, IgM in IgA) proti dsDNA
(16). Pri 70-80% bolnikov s SLE, ko je bolezen aktivna, so prisotna visoko avidna IgG
dsDNA protitelesa (17). Nekateri bolniki s SLE imajo vecinoma IgM protitelesa ali nizko
avidna IgG protitelesa, ki pa niso uporabna za diagnostiko SLE, saj se pojavljajo tudi pri
drugih boleznih (z zdravili povzro¢en SLE, revmatoidni artritis, kroni¢ne jetrne bolezni,
kroni¢ne infekcije). Protitelesa proti dsDNA, ki so prisotna pri aktivnem nefritisu, se lahko
idiotipsko razlikujejo od tistih, ki so prisotna pri neaktivni bolezni (17).



Protitelesa proti DNA lahko razdelimo v dve skupini. Tista, ki reagirajo z denaturirano
sSDNA in tista, ki reagirajo z nativno dsDNA. Anti-ssDNA niso diagnosti¢no specifi¢na za
SLE, saj se pojavljajo tudi pri drugih avtoimunskih boleznih (revmatoidni artritis, z
zdravili povzro¢en SLE) in pri zdravih ljudeh (17). Anti-ssDNA protitelesa tudi ne sledijo
dobro aktivnosti bolezni, zato niso primerna za spremljanje bolezni. Vec¢inoma prepoznajo
purinske in pirimidinske baze, v manj$i meri pa tudi nukleozide, nukleotide in riboza-
fosfatne konce. Ker so ti epitopi na dsDNA zakriti, anti SSDNA protitelesa ne morejo z
njimi reagirati v imunske komplekse in tako ne prispevajo k pozitivnim rezultatom pri
doloc¢anju protiteles proti dsSDNA, v kolikor je antigen prisoten samo v obliki dsSDNA
(17,18).

1.2.3 IMUNSKI KOMPLEKSI dsDNA - anti-dsDNA

Analizna obcutljivost in specifi¢nost metod za dolocanje protiteles proti dsSDNA je zelo
odvisna od reakcijskih pogojev. Najpomembnejsa reakcijska pogoja sta ionska jakost in pH
pufrov. Interakcija med antigenom dsDNA in protitelesi anti-dsSDNA o0z. nastanek
imunskih kompleksov je inhibirana, ko sta ionska jakost in pH pufrov zvi$ana (19).

V metodi je zaradi podajanja rezultata pomembno tudi razmerje med antigenom in
protitelesi. V kolikor povecamo koli¢ino antigena pri isti koli¢ini protiteles, dobimo manjsi
delez vezave, kar zmanj$a analizno obcutljivost metode (Slika 4) (19). Pri tem pa se
poveca tudi delez napake.
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Slika 4 - Vpliv koli¢ine dsDNA na dolo¢anje protiteles anti-dSDNA

Za nastanek imunskih kompleksov je pomembno razmerje med antigenom in protitelesi
(20). Z uporabo manjse koli¢ine antigena dsDNA se poveca analizna obcutljivost metode,
saj so pri normalnih serumih opazili povecano stopnjo vezave na dsDNA. Tezko pa je
pripraviti majhno koli¢ino antigena z dovolj visoko specificno aktivnostjo, kar posledi¢no
vpliva na fizikalne lastnosti dsDNA (19).



lonska jakost in pH imata velik vpliv na reakcijske pogoje pri nastanku imunskih
kompleksov. Pri nefizioloskih pufrih, nefizioloskih ionskih jakostih in nefizioloskem pH-ju
se antigen dsDNA veze s sestavino komplementa Clq, kar daje lazno negativne rezultate
pri dolo¢anju protiteles proti dsDNA. Temu se izognemo s segrevanjem seruma v vodni
kopeli pri T=56°C 30 minut, pri ¢emer se Clq delno inaktivira pa tudi z ustrezno ionsko
jakostjo in ustreznim pH. To so tudi pogoji, kjer zajamemo samo visoko avidna protitelesa
(19).

1.3 METODE ZA DOLOCANJE ANTI-dsDNA IN NJIHOVA
PROBLEMATIKA

Za merjenje protiteles proti dSDNA je razvitih ve¢ metod na osnovi razli¢nih tehnik. Med
starejSe uvrS¢amo tehniko precipitacije s polietilenglikolom, fiksacijo komplementa in
hemaglutinacijo, ki so vse analizno zelo slabo obcutljive (4). Danes se uporabljajo
predvsem indirektna imunofluorescenca s Crithidio luciliae (CLIF), radioimunske metode
(RIA) in encimsko imunske metode na trdnem nosilcu (ELISA), ki so bolj analizno
specifi¢ne in analizno obcutljive (6). Vsaka od metod ima svoje prednosti in slabosti zaradi
uporabe razli¢nih pogojev, nacinov detekcije in podajanja rezultatov.

1.3.1 INDIREKTNA IMUNOFLUORESCENCA S CHRITHIDIO
LUCILIAE (CLIF)

Z metodo indirektne imunofluorescence se lahko dolocajo avtoprotitelesa proti dSSDNA z
obarvanjem kinetoplasta znotraj organizma Crithidiae luciliae. Crithidia luciliae je
hemoflagelat, parazit mesarske muhe in ni patogen za ¢loveka. Kinetoplast je cirkularna
DNA znotraj velikega mitohondrija in vsebuje veliko koli¢ino dsDNA. Ne vsebuje pa
SSDNA, histonov ali drugih podobnih antigenov in tako se izognemo laZzno pozitivnim
rezultatom. Kinetoplast se nahaja med centralno lociranim jedrom in bazalnim telescem
bicka. Protitelesa v bolnikovem serumu se z dsDNA v kinetoplastu med inkubacijo vezejo
v imunske komplekse. Po dodatku konjugata t.j. sekundarnih konjugiranih protiteles,
oznacenih s fluoresceinom, nastanejo imunski kompleksi. Pozitiven rezultat je
rumenozelena fluorescenca, ki jo opazujemo z UV mikroskopom (Slika 5) (21).



Slika 5 - Prikaz pozitivnega obarvanja s CLIF (21)

1.3.2 RADIOIMUNSKA METODA (RIA)

Izvedba metode je nekompetitivna. Anti-dsSDNA v serumu se vezejo kvantitativno v
imunske komplekse z antigenom, ki je radioaktivno ozna¢ena dSDNA. Imunski kompleksi
se oborijo z dodatkom nasi¢enega amonijevega sulfata in se tako loCijo od nevezane
dsDNA. Supernatant po centrifugiranju lo¢imo od oborine, dodamo scintilacijsko teko¢ino
in izmerimo koli¢ino sevanja v obeh delih. Rezultat podajamo kot deleZ sevanja vezane
radioaktivno oznacene dsDNA v oborini glede na sevanje cele koli¢ine dodane dsDNA
(22).

1.3.3 ENCIMSKO IMUNSKA METODA NA TRDNEM NOSILCU
(ELISA)

Encimsko imunska metoda na trdnem nosilcu (ELISA) se lahko uporablja tudi za
dolocanje protiteles proti dSDNA (indirektna ELISA). Na mikrotitersko plos¢ico vezemo
dsDNA kot antigen, dodamo serum s protitelesi, ki se vezejo na dsDNA. Po spiranju
nevezanih snovi, vezemo protitelesa v nastalem imunskem kompleksu s sekundarnimi
protitelesi, konjugiranimi z encimom. Nevezana sekundarna protitelesa speremo in
dodamo substrat za reakcijo z encimom. Intenziteto obarvanega produkta reakcije oziroma
absorbanco merimo spektrofotometri¢no (Slika 6) (6,20).



anu-dsDNA ELISA
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Slika 6 - Prikaz pozitivne obarvanosti pri ELISA (23)

1.3.4 PROBLEMATIKA DOLOCANJA PROTITELES ANTI-dsDNA

Metode za merjenje anti-dsDNA se med seboj razlikujejo po principu detekcije imunske
reakcije in po izvoru in CistoCi antigena. Razlike v antigenu lahko privedejo do detekcije
razliénih protiteles. Kot antigen se lahko uporabljajo DNA iz E. coli, tele¢ja DNA,
bakteriofagi, plazmidi, kinetoplast (16). Pri anti-dSDNA RIA je zelo pomembna velikost
dsDNA, ki mora biti vecja od 10° toda manjSa od 10" kDa. S taks$no velikostjo dosezemo
primerno izpostavljenost antigenskih epitopov (7). Nove generacije encimsko imunskih
metod uporabljajo sinteti¢ni oligonukleotid, rekombinantno DNA, ki pa ne izpostavljajo
vedno pomembnega epitopa (7,24). Zaradi ne€isto¢ antigena lahko pride do razlik zaradi
vezave med protitelesi in neimunoglobulinskimi proteini. Necisto¢e so lahko na DNA
(predvsem tele¢ji) vezani proteini npr. histoni in motijo dolocitev anti-dSDNA protiteles.
Tako lahko pride do detekcije drugih protiteles, celo imunskih kompleksov (6).

Posebna izvedba RIA, metoda po Farru (FARR RIA) se vedno velja za zlati standard in z
njo lahko dolocamo samo visoko avidna protitelesa proti dSDNA. Metoda je relativno
dolgotrajna, nikoli ni bila avtomatizirana, zahteva pa tudi uporabo radioaktivne s *‘C
oznatne dsDNA in velike koli¢ine toksi¢nih kemikalij kot so dioksan, naftalen in
scintilatorji. Zato je skodljiva za ljudi in okolje, zahteva posebej usposobljeno osebje (25)
in poseben rezim za odstranjevanje odpadkov. Trenutno velja CLIF kot prvostopenjska
metoda z rezultati, ki imajo visjo diagnosti¢no specifi¢nost kot rezultati, dobljeni z anti-
dsDNA ELISA, vendar nizjo diagnosticno obcutljivost kot rezultati s FARR RIA. Ker pa
CLIF ni kvantitativna metoda, ni primerna za spremljanje aktivnosti bolezni. Razli¢ne
izvedbe anti-dsDNA ELISA so kvantitativne, ponovljive, lahko tudi avtomatizirane
specifi¢nosti in s tem najnizjo diagnosti¢no uporabnostjo (24,26). Bertolaccini in sod.
navajajo, da ima 60-80 % SLE bolnikov anti-DNA protitelesa pozitivna v istem casu
tekom bolezni, izmerjena s testi anti-dsDNA RIA, CLIF in ELISA (8).
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Metode lahko zaznajo razli¢ne izotipe ali kombinacijo protiteles. Za RIA je znacilno, da
zazna IgG, IgM in IgA, CLIF zazna IgG, medtem ko ELISA IgG in/ali IgM (6). Visoko
avidna protitelesa proti dsSDNA v serumu SLE bolnikov so diagnosti¢no specifi¢na pri
prizadetosti ledvic. RIA dolo¢a samo visoko avidna protitelesa. Zaradi visoke ionske moci
amonijevega sulfata zajamemo samo stabilne imunske komplekse z visoko avidnimi anti-
dsDNA, medtem ko imunski kompleksi z nizko in srednje avidnimi protitelesi razpadejo in
jih ne dolo¢imo (27). Srednje in/ali nizko avidna avtoprotitelesa, ki se dolo¢ajo z metodami
CLIF in encimsko imunskimi metodami se lahko pojavljajo tudi pri drugih revmati¢nih
obolenjih (4). Pri metodah ELISA, ki uporabljajo kot antigen izolirano telecjo DNA, je
zelo verjetno, da bomo velikokrat zaznali tako anti-dsDNA kot anti-ssDNA protitelesa. Za
odstranitev ssDNA (razgrajena tele¢ja dsDNA) bi morali obdelati tele¢jo DNA z nukleazo
S1 tik pred testiranjem, vendar se ta korak v rutini ne izvaja. Anti-ssDNA protitelesa pa ne
reagirajo s plazmidno in bakteriofagno DNA, ki se uporablja pri nekaterih ELISA testih
(28). Pri CLIF imamo v kinetoplastu samo dsDNA, pri nekaterih primerih so dobili lazne
pozitivne rezultate zaradi vezave antihistonskih protiteles (25). Poleg tega se na trzis¢u
pojavljajo analizni kompleti razli¢nih proizvajalcev, z razliénimi karakteristikami, kar Se
otezuje neekspertnim laboratorijem uvedbo preiskave v rutino, oziroma zmanjSuje
diagnosti¢no uporabnost rezultatov.

1.4 UVEDBA METODE

In vitro diagnosti¢ni medicinski pripomocki so posebna skupina medicinskih pripomockov
med katere spadajo: instrumenti, aparati, reagenti, reagen¢ni izdelki, umerjevalci, kontrolni
material, analizni kompleti in so namenjeni za preiskavo bioloskih vzorcev. In vitro
diagnosti¢ni medicinski pripomocki se lahko dajo v promet ali v uporabo, ¢e izpolnjujejo
zahteve predpisane s Pravilnikom o in vitro diagnosti¢nih pripomockih (29) in ne ogrozajo
zdravja in varnosti uporabnikov. Dosegati morajo ustrezno stopnjo analiti€ne in
diagnosti¢ne obcutljivosti, analiticne in diagnosti¢ne specifi¢nosti, natan¢nosti, meje
zaznavnosti, mejo dolocljivosti (29). Pravilnik o in vitro diagnosti¢nih pripomockih pa se
ne uporablja za pripomocke, izdelane in uporabljene samo znotraj iste zdravstvene
ustanove (30).

Validacija metode je proces, s katerim potrdimo, da metoda dosega predpisane rezultate in
ustreza namenu uporabe (31). Laboratorij lahko z njeno uporabo zagotovi, da so metode, Ki
jih uporablja pri svojem delu, primerne in vkljucujejo vse posebne zahteve. To so: analizna

natancnost, analizna to¢nost, analizna obcutljivost, analizna specifi¢nost, linearnost, meja
dolo¢ljivosti (32,33).

Ponovljivost rezultatov je merilo za analizno natancnost, ki ga podajamo kot relativni
standardni odmik (SD) ali koeficient variacije (KV). Koeficient variacije je kvocient med
SD in srednjo vrednostjo. Manjsa vrednost SD pomeni ve¢jo natancnost, vecja vrednost
SD pa manj$o natan¢nost opravljenih analiz (32,33).

Analizna tocnost je merilo pravilnosti metode oz. stopnje ujemanja izmerjenih rezultatov s
pravo vrednostjo. Manjsa kot je razlika med dobljeno in pravo vrednostjo, bolj je metoda
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tocna. Tocnost lahko dolo¢imo tudi s testom dodatka. Preizkus to¢nosti izvedemo z vec
meritvami pri vsaj treh razliénih vrednostih in se izraza kot relativna napaka (32,33).

Analizna obcutljivost je najmanjsa koncentracija oz. koli¢ina analita v vzorcu, Ki jo metoda
zazna. Analizna obcutljivost je lahko tudi meja zaznavnosti (LOD), ni pa nujno, da jo
kvantitativno dolo¢imo. Metoda, ki zazna nizje koncentracije je bolj analizno obcutljiva.
Statisti¢no se lahko doloci tako, da se izracuna tocka, pri kateri se signal lo¢i od ozadja (na
podlagi razmerja signal/Sum) ali empiricno z red¢enjem vzorca znane koncentracije.
Analizna obcutljivost je tudi najmanjSa sprememba koncentracije ali koli¢ine analita, ki jo
z metodo Se zaznamo (32,33).

Analizna specificnost ali selektivnost podaja stopnjo lo¢itve analita od drugih komponent,
Ki so prisotne v vzorcu (32,33).

Linearnost je lastnost metode, da v dolo¢enem obmodju, daje proporcionalne rezultate, ki
so odvisni od koncentracije analita v vzorcu. Linearnost se dolo¢i na podlagi umeritvene
krivulje standardnih raztopin v razlicnih koncentracijskih obmo¢jih. S Pearsonovim
koeficientom r oziroma korelacijskim koeficientom se oceni odnos med koncentracijo
analita in odzivom. V primeru linearnosti mora biti r ve¢ji od 0,99 (32,33).

Meja dolocljivosti ali LOQ (Limit of quantification) je najniZja koncentracija analita v
vzorcu, ki zagotavlja dovolj visok signal, da ga lahko kvantitativno dolo¢imo z ustrezno
natanénostjo in to¢nostjo (32,33).

Pri uvajanju novih metod, ki dolo¢ajo diagnosti¢ne parametre je potrebno preveriti
diagnosti¢no uporabnost rezultatov. Diagnosti¢na uporabnost je dolo¢ena z diagnosti¢no
obcutljivostjo in diagnosti¢no specifi¢nostjo (34).

Diagnosticna obcutljivost (DO) predstavlja delez bolnikov s preiskovano boleznijo, pri
katerih je rezultat pozitiven. Diagnosticna specificnost (DS) predstavlja delez oseb brez
preiskovane bolezni, pri katerih je rezultat negativen (34).

Optimalna preiskava, ko sta zdrava in bolna populacija lo¢eni, bi imela DS in DO 100%.
Izbira prazne vrednosti zato zelo vpliva na diagnosticno obcutljivost in diagnosticno
specificnost. Ponavadi nimamo v celoti locenih vrednosti zdrave in bolne populacije in se
delno prekrivajo. Pri znizanju prazne vrednosti se poveca diagnosti¢na obcutljivost, vendar
se zmanjSa diagnosti¢na specificnost. Pri zviSanju praZzne vrednosti se zvisa diagnosticna
specifi¢nost, ampak zniza se diagnosti¢na obcutljivost (ve¢ lazno negativnih rezultatov)

(34).

Uvajanje nove metode ali nadomeSCanje obstojece je kompleksen proces, pri katerem
praviloma primerjamo lastnosti obeh metod. Pri metodah, s katerimi dolocamo protitelesa
v imunokemijski reakciji pa je potrebno upostevati tudi to, da z razli¢nimi metodami ne
dolo¢amo nujno iste skupine ali istih podskupin protiteles. Protitelesa bolnikov so
praviloma poliklonska in se razlikujejo v epitopski specifi¢nosti do istega antigena, v
afiniteti in v izotipu (11). Zaradi tega tudi lastnosti rezultatov (diagnosti¢na specifi¢nost in
obcutljivost) niso vedno primerljive, saj gre za podobne, ne pa enake skupine protiteles.
Pomembno je, da ob uvedbi posamezne imunokemijske metode izraunamo parametre
diagnosti¢ne uporabnosti lo¢eno za rezultate, pridobljene z razli¢nimi metodami.
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2 NAMEN DELA

Magistrska naloga obravnava podro¢je laboratorijske diagnostike sistemskih avtoimunskih
bolezni z vidika obvladovanja orodij za detekcijo specifi¢nih avtoprotiteles.

Namen dela je bil :

Ugotoviti, ali lahko za detekcijo protiteles proti dsDNA namesto radioaktivnega
oznacevalca antigena dsDNA enakovredno uporabimo fluorescentno barvilo PicoGreen. V
okviru osnovnega namena smo se osredotocili na ozja vprasanja, kot so:

o ali uporaba fluorescentnega oznaCevalca vpliva na lastnosti metode, kot so
izvedbeni Cas, dolo¢anje razli¢no avidnih protiteles in posledi¢no

« ali uporaba fluorescentnega oznacevalca vpliva na klini¢no uporabnost rezultatov

« ali se z uporabo fluorescentnega oznacevalca lahko v celoti izognemo delu z
radioaktivnim izotopom in organskimi topili, ki so izjemno Skodljivi za ljudi in
okolje, ter zahtevajo posebno skladiS¢enje in kontrolirano unicevanje odpadkov
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 BIOLOSKI MATERIAL
3.1.1 HUMANI VZORCI

Kri krvodajalcev smo dobili iz krvne banke Zavoda Republike Slovenije za transfuzijsko
medicino (Priloga 1). V Laboratoriju za imunologijo revmatizma obstaja banka serumov
bolnikov z razli¢nimi sistemskimi boleznimi, katere smo uporabili pri nalogi (Priloga 2).
Uporabili smo tudi vzorce, ki so prihajali dnevno v obdelavo v laboratorij. Kri brez
dodanih antikoagulantov smo pustili koagulirati na sobni temperaturi. Nato smo jih
centrifugirali pri sobni temperaturi pri RCF=1800xg. Serume smo do analize hranili v
hladilniku na T=4°C ali pa so bili shranjeni v zamrzovalniku T=-80°C.

Analizirali smo 759 vzorcev:

146 serumov krvodajalcev

70 serumov bolnikov s SLE

25 serumov bolnikov z APS

25 serumov bolnikov s SJS

28 serumov bolnikov z RA

465 serumov bolnikov, ki so bili poslani v Laboratorij za imunologijo revmatizma
na preiskavo anti-dsDNA protitelesa s sumom na SLE ali z namenom izkljucitve
SLE

3.1.2 KONTROLNI MATERIAL

Za kontrole smo uporabili serume bolnikov, ki so bili poslani v Laboratorij za imunologijo
revmatizma na preiskavo anti-dsDNA protitelesa s sumom na SLE ali z namenom
izkljucitve SLE. Kontrole so bile shranjene v zamrzovalniku na T=-20°C, alikvotirane po
30ul. Uporabili smo:

e serume bolnikov z visoko pozitivnim rezultatom (0,90)

e serume bolnikov s srednje pozitivnim rezultatom (0,60)
e serume bolnikov z negativnim rezultatom (manj kot 0,35)

14



3.2 KEMIKALIJE

“C-DNA, Amersham, Pharmacia Biote, Little Chalfont, Velika Britanija

boratna kislina (H3BO3), p.a.

natrijev tetraborat (Na,B40,x10H,0), Lex d.0.0., Koper, Slovenija

natrijev klorid (NaCl), p.a.

demineralizirana H,O

1,4-bis (4-metil-5-fenil-2-oksazolil) benzen (CsH20N202), (POPOP), Fluka, Sigma-

Aldrich Chemie, Nizozemska

7. 2,5-difenil-oksazol (C15H1:NO), (PPO), Fluka, Sigma-Aldrich Chemie,
Nizozemska

8. naftalen, p.a.

9. metanol, p.a.

10. 1,4-dioksan za HPLC, Lex d.o.0., Koper, Slovenija

11. etilenglikol 99+%, Sigma-Aldrich, St. Louis, ZDA

12. amonijev sulfat ((NH4),S04), p.a.

13. HCI 37%, Merck, Darmstadt, Nem¢ija

14. analizni komplet QIAmp DNA mini kit, QIAGEN, Duesseldorf, Nemc¢ija (35), ki

vsebuje:

ook wnE

proteinazo K,

pufer za raztapljanje proteinaze K
pufer za lizo celic (AL)

pufer za spiranje (AW1)

pufer za spiranje (AW?2)

pufer za izpiranje (AE)

2 ml epruvetke

kolone

O O O O O O O O

15. absolutni etanol, p.a.
16. analizni komplet Qub-iT dsDNA HS ASSAY KIT, Invitrogen, Eugene, Oregon,
ZDA (36), ki vsebuje:

Qub-iT dsDNA HS reagent (komponenta A)
Qub-iT dsDNA HS pufer (komponenta B)
standard 1 (0 ng/pl v TE pufru)

standard 2 (100 ng/pl v TE pufru)

0O O O O
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3.3 PUFRIIN RAZTOPINE

Boratni pufer BBS, pH 8,0

o HgBO;g 0,05 M
e NaB,O;x10H,0O 5mM
e NaCl 0,1 M
e dH,Odo 1L

e pH uravnamo z 2M HCI

Brayeva scintilacijska raztopina

e POPOP 5mM
e PPO 0,09 M
e naftalen 2,34 M
e metanol 0,5L

e dioksan 4,4L

o etilenglikol 0,1L

Nasicena raztopina amonijevega sulfata

Amonijevemu sulfatu dodamo toliko destilirane vode, da se amonsulfat pri 4°C ne topi vec
(topnost pri 4°C je 706g/L vode). V steklenicki mora biti na dnu vsaj za 1lcm
neraztopljenega amonijevega sulfata.

Delovna raztopina *C-DNA pri RIA

1 ml originalne raztopine **C-DNA red¢imo s 5 ml boratnega pufra, da je koncentracija
DNA 2mgl/L.

Delovna raztopina DNA pri FIA

BBS-u dodamo koli¢ino izolirane DNA (volumen je odvisen od koncentracije), da je
koncentracija DNA 2mg/L.

Delovna raztopina fluorescencnega barvila PicoGreen

Originalno raztopino fluorescenénega barvila red¢imo 1:200 s pufrom (Qubit™ dsDNA,
Invitrogen, Eugene, Oregon, ZDA).
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3.4 APARATURE IN PRIBOR

e centrifuga Universal 320R, Hettich, Tuttlingen, Nemcija
e tehtnica Mettler Toledo, type PM2500, Mettler Toledo AG, Greifensee, Svica
e scintilacijski Stevec za merjenje beta sevanja
o fluorometer Qubit, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA
e mikroskop Nikon ECLIPSE E400, NICON Instruments Europe BV, AE
Badhoevedorp, Nizozemska
e mesalo za meSanje vzorcev Assistent, Karl Hecht KG, Nemcija
e vodna kopel Eco Temp TWS, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Nemcija
e UV spektrofotometer, Cam Spec M501, Cambrige, Velika Britanija
e pH meter Mettler Toledo, SevenEasy, Corning Science Products, New York, ZDA
e droben laboratorijski material: pipete, nastavki za pipete, stojalo za epruvete,
steklovina (¢asa, erlenmajerica, steklene epruvete, steklenicke), stanicevina
3.5 METODE
3.5.1 RIA

Postopek RIA smo izvajali po navodilih T. Pincusa (37).
1.dan

Serum smo najprej dekomplementirali v vodni kopeli T=56°C 30 minut. V steklene
epruvete smo dodali serum in BBS v razmerju 1:10, delovno raztopino'*C-DNA, premesali
in zamasili. Inkubirali smo v vodni kopeli pri T=37°C eno uro. Stojalo z epruvetami smo
postavili v hladilnik na T=4°C ¢ez no¢ (18-20h).

2.dan

V vsako epruveto smo dodali nasi¢eni amonijev sulfat v koli¢ini enaki izhodni meSanici in
premesali z meSalom. Inkubirali smo eno uro pri T=4°C in oborino odcentrifugirali v
ohlajeni centrifugi. Polovico teko¢ine smo odpipetirali v stekleni¢ke, dodali BBS in po 10
ml Brayeve scintilacijske tekocine. StekleniCke smo dobro zamasili in jih oznacili s S.
Preostanku v epruveti smo dodali BBS, premesali in teko¢ino kvantitativno prenesli v
steklenicke ter dodali po 10 ml Brayeve scintilacijske tekocCine. Steklenicke smo dobro
zamasili in jih oznacili s P. Steklenicke smo postavili v stojalo in s stojalom v prenosno
torbo ter jih pustili do naslednjega dne v hladni sobi T=4°C. Stetje impulzov (cpm) v beta
scintilacijskem Stevcu so izvedli na Kliniénem oddelku za nuklearno medicino Klini¢nega
centra v Ljubljani.

Rezultat smo podali v obliki deleza dodane “*C-DNA, ki se veze v imunski kompleks s

protitelesi iz seruma. Izraunali smo ga iz prestetih impulzov v oborini P in supernatantu S
po formuli:
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cpmP - cpm S

cpmP + cpm S

Negativen rezultat predstavljajo vrednosti < 0,35, pozitivne pa > 0,35. Celoten postopek
0z. Cas pridobitve rezultata je 1 teden do 10 dni. Ob ponavljanju izvedbe postopka se ta ¢as
Se podaljsa. Pri vsaki seriji smo poleg vzorcev delali $e tri interne kontrole: visoko
pozitivno, srednje pozitivno in negativno kontrolo.

3.5.2 FIA

Postopek FIA smo izvajali po modificiranem postopku za RIA. Kot antigen smo uporabili
izolirano ¢lovesko DNA iz venske krvi, kot marker pa fluorescenéno barvilo PicoGreen, Ki
izkazuje visoko specificno vezavo na dsDNA (Graf 1). Serum smo najprej
dekomplementirali v vodni kopeli T=56°C 30 minut. V steklene epruvete smo prenesli
mesanico BBS in izolirane DNA (volumen je odvisen od koncentracije izolirane DNA),
premesali in zamasili. Epruvete smo za eno uro prestavili v vodno kopel na T=37°C.
Stojalo z epruvetami smo prenesli v hladilnik pri T=4°C ¢ez noc¢ (18-20h). Naslednji dan
smo v vsako epruveto dodali nasi¢eni amonijev sulfat, premesali z meSalom, inkubirali eno
uro v hladilniku ter centrifugirali v ohlajeni centrifugi. Pripravili smo mikrocentrifugirke,
ki so prilozene analiznemu kompletu in delovno raztopino fluorescennega reagenta
PicoGreen. Supernatant smo odpipetirali v steklene epruvete oznacene s S. Del
supernatanta  smo prenesli v mikrocentrifugirke in dodali delovno raztopino
fluorescencnega barvila. Preostanek v stekleni epruveti smo premesali, epruvete oznacili s
P in del prenesli v mikrocentrifugirke in dodali delovno raztopino fluorescencnega barvila.
Pripravili smo tudi dve standardni raztopini za umeritveno krivuljo. Fluorescenco v S in P
smo izmerili s fluorometrom po 5 minutah (fluorescenca je stabilna 3 ure na sobni
temperaturi). Iz izmerjenih fluorescenc S in P smo izracunali rezultat po formuli:

fluorescenca P — fluorescenca S

fluorescenca P + fluorescenca S

Celoten postopek oz ¢as pridobitve rezultata je 2 dni. Pri vsaki seriji smo poleg vzorcev
delali Se tri interne kontrole: visoko pozitivno, srednje pozitivno in negativno kontrolo.

18



ds DNA Ex = 480 nm

Fluorescence emission

55 DMNA

RMA
T T
300 600 J00

Wavelength (nm)

Graf 1 - Analizna specifi¢nost pri fluoroimunski metodi (FIA) (36)

3.5.3 [IZOLACIJA DNA

Izolacijo DNA smo naredili s QIAmp DNA mini kitom. Za izolacijo DNA smo uporabili
vensko kri, odvzeto s citratom, heparinom ali EDTA, ki jo lahko hranimo 10 dni na 2-8°C,
nad 10 dni na -80°C. Glavni cilj je odstranitev mote¢ih snovi (proteinov). lzolacijo smo
izvedli na kolonah po navodilu proizvajalca (Qiagen) (35). DNA smo ob prisotnosti visoke
koncentracije kaotropne soli vezali (adsorpcija z elektrostatskimi silami, vodikovimi vezmi
in z dehidracijo) na silikagelsko membrano, ostale snovi smo odstranili s spiranjem s pufri.
Cisto DNA smo nato izpirali s pufrom za izpiranje.

Priprava reagentov:

e 1,2 ml proteaznega topila smo dodali k liofolizirani proteazi
e AW1 pufru smo dodali etanol (96-100%) po navodilu proizvajalca
e AW?2 pufru smo dodali etanol (96-100%) po navodilu proizvajalca

Postopek:

e 20ul proteaze K smo napipetirali na dno 1,5 ml minicentrifugirne epice

e dodali smo 200 pl venske krvi

e dodali smo 200 pul pufra AL (pufer za lizo celic) in premesali na meSalniku 15
sekund

e vzorec smo inkubirali v vodni kopeli na 56°C 10 minut

e vzorec smo kratko centrifugirali, da se je tekocina zbrala na dnu
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e vzorcu smo dodali 200 pl etanola (96-100%), premesali 15 sekund in kratko
centrifugirali

e celotno meSanico smo prenesli v 2ml epruvete s kolono, ki so prilozene kompletu
in centrifugirali 1 minuto pri RCF=6000xg, da je vsa tekocina presla v spodnji del

e kolono smo prenesli v 2ml epruveto (iz kompleta), prejs$njo s filtratom smo zavrgli

e dodali smo 500 pl pufra AW1 (pufer za spiranje) na kolono in centrifugirali pri
maksimalni hitrosti RCF=6000xg 3 minute

e dodali smo 500 pl pufra AW2 (pufer za spiranje) na kolono in centrifugirali pri
maksimalni hitrosti RCF=6000xg 3 minute

e po centrifugiranju smo kolono prenesli v 1,5ml epruveto (iz kompleta) in dodali
200 ul pufra AE (pufer za izpiranje DNA)

e po inkubaciji 1 minuto na sobni temperaturi (22-26°C) smo kolono ponovno
centrifugirali pri RCF=6000xg

e koncentracijo DNA smo dolo¢ili s spektrofotometrom

3.6 ENACBE ZA RACUNANJE PARAMETROV VREDNOTEN]JA
METOD IN REZULTATOV

a) analizno natan¢nost metode merimo s ponovljivostjo, ki je opredeljena s
koeficientom variacije:

S
KV (%) =3" 100

s = standardni odmik
X = povprecna vrednost

b) analizno to¢nost metode opredelimo z relativno napako:

R 100

RN (%) =

X = dobljena vrednost
p = prava vrednost

c) diagnosti¢no specificnost opredelimo kot deleZ resni¢no negativnih, ki nimajo
bolezni

Stevilo resni¢no negativnih
100

DS (%) = — ~ — T v %
Stevilo resni¢no negativnih + Stevilo lazno pozitivnih
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d) diagnosti¢no obcutljivost opredelimo kot delez resni¢no pozitivnih, ki imajo
bolezen

Stevilo resni¢no pozitivnih
100

DO (%) = — — — T v ——— %
Stevilo resnicno pozitivnih + Stevilo laZzno negativnih

3.7 STATISTICNE METODE

Statisticno analizo rezultatov smo izvedli s pomo¢jo raCunalniSkega programa
SPSS/PASW v. 18.0.0.(IBM, Chicago, IL, ZDA) in Microsoft Excell (Microsoft, ZDA).

Prazno vrednost oziroma najnizjo smiselno koncentracijo, ki ima Se klini¢ni pomen, smo
dolo¢ili tako, da smo analizirali 146 krvodajalcev, ki predstavljajo zdravo populacijo. S
testom Kolmogorov-Smirnov in koeficientoma sploS¢enosti in asimetrije smo najprej
preverili porazdelitev rezultatov meritev anti-dsDNA protiteles. Prazna vrednost je bila
doloc¢ena kot 99 percentil izmerjenih rezultatov.

Za statisti¢no analizo povezanosti dveh spremenljivk, v naSem primeru dveh metod, sSmo
uporabili metodo korelacije. Zaradi nenormalne porazdelitve meritev krvodajalcev smo
uporabili Spearmanov koeficient korelacije.

Za primerjavo posameznih vzorcev smo zaradi nenormalne porazdelitve vrednosti meritev
uporabili Wilcoxonov test predznacenih rangov, ki obravnava razlike pri posameznem
paru.

Diagnosti¢no uporabnost smo dolo€ili s krivuljo ROC tako, da smo na x os nanaSali 1-

specifi¢nost, na y os obcutljivost. S pomoc¢jo SPSS smo izracunali povr$ino pod obema
krivuljama.
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4 REZULTATI

4.1 PRIMERJALNO VREDNOTENJE METOD FIA IN RIA
4.1.1 PRAKTICNOST OZIROMA UPORABNOST

Prakti¢nost in uporabnost metode je ocenjena z vidika izvajalca — posameznika o0z.
laboratorija. S FIA se izognemo uporabi radioaktivnega izotopa, organskih topil in drugih
Skodljivih snovi, ki so skodljivi za zdravje in okolje. Za delo z radioaktivnim izotopom je
potrebna ustrezna usposobljenost osebja in poseben prostor z digestorijem. Pri tej metodi
ni radioaktivnih odpadkov, organskih topil, ki zahtevajo posebno skladis¢enje, odvoz in
unicenje. S FIA skrajSamo c¢as pridobitve rezultatov.

4.1.2 ANALIZNA NATANCNOST

Analizno natancnost Vv seriji smo dolocili s ponovljivostjo vzorcev. Ponovljivost smo za
vsako metodo izracunali na osnovi treh serij, z desetimi ponovitvami v vsaki seriji. S KV
smo ocenili razprSenost meritev v seriji. KV pri visoko pozitivhem vzorcu je pri obeh
metodah 2%. Pri mejno pozitivnem vzorcu je KV pri FIA 28% (22-34%), pri RIA je 33%
(11-61%) (Preglednica I).

Preglednica | - Znotrajanalizna ponovljivost rezultatov pri razliénih vrednostih z radioimunsko (RIA) in
fluoroimunsko (FIA) metodo

a) pri enem visoko pozitivnem vzorcu (rezultat izmerjen z rutinsko RIA: 0,93)

FIA | FIA | FIA | RIA | RIA | RIA
085 | 083 | 08 | 084 | 093 | 093
084 | 080 | 08 | 088 | 091 | 089
082 | 081 | 083 | 088 | 091 | 089
081 | 083 | 084 | 091 | 091 | 089
080 | 078 | 084 | 088 | 089 | 0,90
086 | 080 | 084 | 088 | 091 | 0091
085 | 082 | 087 | 091 | 092 | 089
083 | 078 | 084 | 089 | 092 | 0091
084 | 083 | 084 | 091 | 090 | 087
084 | 08 | 08 | 08 | 089 | 0091
POVP | 083 | 081 | 085 | 088 | 091 | 0,90
SD 002 | 002 | 002 | 002 | 001 | 002
KV (%)| 2 2 2 3 2 2
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b) pri enem mejno pozitivnem vzorcu (rezultat izmerjen z rutinsko RIA: 0,39)

FIA [ FIA [ FIA [ RIA | RIA | RIA
027 | 018 | 019 | 015 | 027 | 037
029 | 018 | 030 | 000 | 019 | 041
030 | 047 | 033 | 028 | 020 | 0,39
027 | 017 | 030 | 017 | 020 | 035
023 | 018 | 009 | 005 | 029 | 0,36
011 | 009 | 017 | 017 | 014 | 040
029 | 013 | 029 | 040 | 020 | 0,39
022 | 018 | 040 | 030 | 025 | 027
023 | 026 | 031 | 018 | 017 | 0,35
028 | 028 | 031 | 031 | 012 | 032
POVP | 025 | 018 | 027 | 020 | 020 | 036
SD 006 | 005 | 009 | 012 | 005 | 004
KV (%) 22 30 34 61 27 11

Medanalizno natanénost smo dolo¢ili s ponovljivostjo kontrolnih vzorcev. S KV smo
ocenili razprSenost meritev med desetimi serijami. KV pri visoko pozitivni kontroli je pri
obeh metodah enak 11-12%. Pri mejno pozitivni kontroli je KV pri RIA 29%, pri FIA je
18%. (Preglednica II).

Preglednica Il - Medanalizna ponovljivost pri kontrolnih vzorcih z radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko
(FIA) metodo

VISOKA MEJNA
RIA | FIA | RIA | FIA
087 | 081 | 065 | 039
082 | 086 | 064 | 052
077 | 071 | 054 | 0,46
080 | 098 | 020 | 043
080 | 0,80 | 060 | 034
067 | 071 | 053 | 049
061 | 097 | 032 | 046
084 | 097 | 042 | 038
087 | 0,80 | 061 | 033
082 | 087 | 057 | 029
POVP | 0,79 | 085 | 051 | 0,41
SD 008 | 010 | 015 | 0,07
KV (%) 11 12 29 18
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4.1.3 ANALIZNA TOCNOST

Tocnost metode smo dolocili s primerjavo izmerjene vrednosti s pricakovano vrednostjo
vzorcev (izmerjena z RIA), ki so bili predhodno doloc¢eni v rednem diagnosti¢nem
postopku. Izrazili smo jo z relativno napako. Naredili smo deset ponovitev v treh serijah.
Za vsak vzorec smo izraCunali aritmeti¢no sredino in povprecno relativno napako. To¢nost
pri visoko pozitivnem rezultatu pri RIA je 96% in pri FIA 89%. Pri mejno pozitivhem
rezultatu je tocnost pri RIA 79%, pri FIA 58%. (Preglednica III).

Preglednica 111 — Analizna to¢nost radioumnske (RIA) in fluoroimunske (FIA) metode pri razli¢nih

vrednostih

a) pri enem visoko pozitivnem vzorcu (rezultat izmerjen z rutinsko RIA: 0,93)

Prava Dobljena o X
Metoda vrednost vrednost RN (%) Tocnost (%)
RIA 0,93 0,84 4 (2-5) 96
FIA 0,93 0,83 11 (9-13) 89

b) pri enem mejno pozitivnem vzorcu (rezultat izmerjen z rutinsko RIA: 0,39)

Prava Dobljena o X
Metoda vrednost vrednost RN (%) Tocnost (%)
RIA 0,39 0,25 21 (7-48) 79
FIA 0,39 0,23 42 (31-53) 58

4.1.4 ANALIZNA OBCUTLJIVOST

Analizno obcutljivost smo dolo¢ili tako, da smo visoko pozitiven vzorec (0,96) redcili do
titra 32. Pripravili smo osnovno redc¢itev 50 pl seruma + 450 pl BBS in redcili do titra 32.
To smo ponovili trikrat in izracunali povprecne vrednosti rezultatov. Analizna obcutljivost
pri RIA je pri titru 16, pri FIA imamo signal Se pri zadnjem titru (Preglednica IV).

Preglednica IV - Analizna obcutljivost pri radioimunski (RIA) in fluorometriéni (FIA) metodi

RIA FIA
Vzorec 0,96 0,92 0,86
1:2 0,74 0,62
1:4 0,58 0,53
1:8 0,36 0,45
1:16 0,10 0,37
1:32 0,00 0,23
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Graf 2 - Grafi¢ni prikaz analizne ob¢utljivosti pri radioimunski (RIA) in fluoroimunski (FIA) metodi

Modra krivulja predstavlja analizno obcutljivost pri RIA, rdeca krivulja predstavlja
analizno obcutljivost pri FIA (Graf 2).

4.2 VREDNOTENJE REZULTATOV FIA IN RIA METODE
4.2.1 PORAZDELITEV TESTIRANIH VZORCEV

Normalnost porazdelitve meritev avtoprotiteles proti dsDNA pri krvodajalcih smo preverili
s Kolmogorov-Smirnov testom in s koeficientoma asimetrije in splo$¢enosti. Krivulja za
RIA metodo je desno asimetricna in splos¢ena (Graf 3). Koeficienta asimetrije in
sploS¢enosti sta bila vecja od 1 (Preglednica V), kar pomeni, da so se meritve krvodajalcev
porazdelile nenormalno. To smo potrdili tudi S Kolmogorov-Smirnov testom, saj je bila
izraGunana stopnja znacilnosti nizja od 0,01 (p<0,01). Krivulja za FIA je desno asimetri¢na
in koniCasta (Graf 4). Koeficienta asimetrije in splosCenosti sta bila manjsa od 1, kar
pomeni, da so se meritve krvodajalcev porazdelile normalno. S Kolmogorov-Smirnov
testom smo potrdili, da so se meritve krvodajalcev porazdelile normalno, saj je bila
izraGunana stopnja znacilnosti ve¢ja od 0,01 (p>0,01). Za dolo¢itev prazne vrednosti Smo
zaradi nenormalne porazdelitve rezultatov pri RIA metodi izra¢unali 99 percentilo za obe
metodi. Za RIA je 0,11, za FIA pa 0,29. Pri obeh metodah smo poiskali minimalno in
maksimalno vrednost, izracunali povpre¢no vrednost in SD (Preglednica V).
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Histogram — Normal
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Graf 3 - Frekvenéna porazdelitev rezultatov anti-dsDNA protiteles dolo¢enih z radioimunsko metodo (RIA)
pri krvodajalcih

Histogram — Normal
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Graf 4 - Frekvenéna porazdelitev rezultatov anti-dsDNA protiteles dolo¢enih s fluoroimunsko metodo (FIA)
pri krvodajalcih
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Preglednica V - Statisti¢ni kazalci porazdelitve rezultatov za krvodajalce pri radiomunski (RIA) in
fluoroimunski (FIA) metodi

Statisti¢ni kazalci RIA FIA
Skewness 2,26 0,64
Kurtosis 4,28 0,49
K-Smirnov test (p) | 0,00 0,09
99 percentila 0,11 0,29
SD 0,03 0,06
MIN 0,00 0,00
MAX 0,11 0,29
POVP 0,01 0,11

4.2.2 DIAGNO.";‘TICVNA OBCUTLJIVOST IN DIAGNOSTICNA
SPECIFICNOST

Diagnosti¢no obcutljivost in diagnosti¢no specifi¢nost smo dolocili glede na izmerjene
vrednosti pri Stirih razli¢nih avtoimunskih boleznih in krvodajalcih. Ob mejni vrednosti
0,35 je bila diagnosti¢na obcutljivost rezultatov RIA 50%, rezultatov FIA pa nekoliko visja
(53%). Diagnosti¢na specifi¢nost rezultatov obeh metod je bila 100%. Diagnosti¢no
obcutljivost rezultatov RIA pri mejni vrednosti 0,11 (99 percentila) je bila 71%, rezultatov
FIA ob mejni vrednosti 0,29 (99 percentila) pa 61%. Diagnosti¢na specifi¢nost rezultatov
RIA ob mejni vrednosti 0,11 je bila 97%, rezultatov FIA ob mejni vrednosti 0,29 pa 99%.
Rezultati obeh metod so imeli primerljivo diagnostiéno obcutljivost in primerljivo
diagnosti¢no specificnost (Preglednica VI).

Preglednica VI - Diagnosti¢na specifi¢nost (DS) in diagnosti¢na ob¢utljivost (DO) pri razli¢nih praznih
vrednostih

-~ SLE oz DO DS
RIA 0,35 ;ig 253 22 50 100
FIA 0,35 ;ﬁg 253 2? 53 100
RIA 0,11 ;gg 2$6 28 71 97
FIA 0,29 ggg 222 i; 61 99
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4.2.3 DIAGNOSTICNA UPORABNOST REZULTATOV

Uporabnost rezultatov, dobljenih s posamezno metodo, smo preverili s krivuljo ROC.
Slednja prikaze razmerje med diagnosticno obcutljivostjo, izrazeno z delezem pri¢akovano
pozitivnih rezultatov in diagnosti¢no specifi¢nostjo, izrazeno kot razlika med delezem
nepri¢akovano pozitivnih rezultatov in 1 (Graf 5). Vecja povrsina pod krivuljo pomeni
ve¢jo diagnosti¢no uporabnost. Povr§ina pod ROC krivuljo za rezultate RIA je 0,89, za
rezultate FIA je 0,78 (Preglednica VII).

ROC Curve
1.0r
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the Curse
— RIA
r FLA
0,57 P
|' o
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1 - Specificity
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Graf 5 - Primerjava diagnosti¢ne uporabnosti rezultatov z radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko (FIA)
metodo

Preglednica VII - Povrsina pod ROC krivuljo za radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko (FIA) metodo

METODA POVRSINA POD KRIVULJO
RIA 0,89
FIA 0,78
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4.3 PRIMERJAVA REZULTATOV METOD FIA IN RIA
4.3.1 KORELACIJA

Moc¢ povezave med metodama smo doloc¢ili s Spearmanovim koeficientom. Ob
upostevanju 759 rezultatov znasa koeficient 0,41, kar pomeni, da je povezanost slabsa,
vendar je Se vedno statisticno znacilna (p<0,01). Obmocje merilne negotovosti (rdece in
modro obmoc¢je na Grafu 6) je pri FIA med 0,21-0,49, pri RIA med 0,23-0,47. Ob
upostevanju negativnih rezultatov (679) pri obeh metodah je Spearmanov koeficient 0,17,
vendar je povezava Se vedno statisti¢no znacilna (p<0,01). Razsevni diagram (Graf 7) nam
prikazuje razprSenost rezultatov samo negativnih meritev. Ob upoStevanju pozitivnih
rezultatov pri obeh metodah je Spearmanov koeficient 0,63, povezava je statisti¢no
znacilna (p<0,01). Razsevni diagram (Graf 8) nam prikazuje razprSenost samo pozitivnih
rezultatov meritev.

1,001

0,80

0,607

FIA

0,40

0,20

0,00

RIA

Graf 6 - Razsevni diagram za parno izmerjene rezultate z radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko (FIA)
metodo
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FIA

Graf 7 - Razsevni diagram za parno izmerjene negativne rezultate z radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko

FlA

Graf 8 - Razsevni diagram za parno izmerjene pozitivne rezultate z radioimunsko (RIA) in fluoroimunsko
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4.3.2 PRIMERJAVA VREDNOSTI IZMERJENIH REZULTATOV Z
METODO RIA IN FIA

7 neparametricnim Wilcoxonovim testom predznacenih rangov smo ugotavljali, ali prihaja
do razlik med posameznimi vzorci oziroma ali dajeta metodi enake rezultate. Za statisticno
analizo smo obdelali 759 vzorcev. Postavili smo si hipotezi:

Ho: metodi dajeta primerljive rezultate, razlika je enaka ni¢
Ha: metodi dajeta razli¢ne rezultate, razlika ni enaka ni¢

74 vzorcev je imelo nizje rezultate s FIA. 611 vzorcev je imelo visje rezultate s FIA. 74
vzorcev je imelo enak rezultat z obema metodama (Preglednica VIII). Izra¢unali smo
vrednosti Z (Z=-19,263) in p (Preglednica X). p je manjsi od stopnje tveganja (p<0,01),
zato privzamemo Ha, metodi dajeta razli¢ne rezultate.

Preglednica VIII - Wilcoxonov test predznacenih rangov za vse vzorce

Rangi n Srednji rang V/sota rangov
Negativna razlika 74 238,91 17679
FIA-RIA |Pozitivna razlika 611 355,61 217276
Ni razlike 74 / /

Primerjali smo tudi pozitivne vzorce pri obeh metodah. 29 vzorcev je imelo niZje rezultate
s FIA. 23 vzorcev je imelo vi§je rezultate s FIA. 3 vzorci so imeli enak rezultat z obema
metodama (Preglednica 1X). Izraunali smo Z vrednost (Z=-1,175) in p=0,24 (p>0,01)
(Preglednica X). p je ve¢ji od stopnje tveganja, zato privzamemo Hp, metodi dajeta ob

upostevanju samo pozitivnih rezultatov primerljive rezultate.

Preglednica IX - Wilcoxonov test predznac¢enih rangov za pozitivne vzorce

Rangi n Srednji rang | Vsota rangov
Negativna razlika 29 28,21 818
FIA-RIA |Pozitivna razlika 23 24,35 560
Ni razlike 3 / /
Preglednica X - Z statistika
. : pozitivni

VSi VZOrci :
VZOICi
Z statistika | -19,26° -1,17°
p 0,00 0,24

“temelji na negativni vsoti rangov
“temelji na pozitivni vsoti rangov
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5 RAZPRAVA

Avtoprotitelesa proti dsDNA so eden od diagnosti¢nih kriterijev za SLE (1,8). Za
doloc¢anje obstaja ve¢ metod, ki se razlikujejo v tehniki izvedbe in detekcijskem sistemu
(4,6,7). V Laboratoriju za imunologijo revmatizma dolo¢amo avtoprotitelesa proti dSDNA
z radioimunsko metodo FARR-RIA, ki velja za zlati standard (37). Pri tej metodi se za
detekcijo protiteles proti dsSDNA uporablja kupljena DNA iz E.coli, na timinu oznacena z
radioaktivnim izotopom “C. V laboratoriju smo se odlo¢ili, da v izvedbenem postopku
zamenjamo radioaktivni izotop **C-DNA in organska topila, ki so skodljiva za zdravje in
okolje z detekcijskim sistemom, kjer se uporablja fluorescentni oznacevalec.

Namen dela je bil ugotoviti, ali uporaba fluorescentnega oznadevalca namesto izotopa **C
na DNA vpliva na lastnosti metode in posledi¢no na klini¢éno uporabnost rezultatov anti-
dsDNA protiteles. VV kolikor tega vpliva ni, bi lahko opustili uporabo radioaktivnega
izotopa in organskih topil. Princip metode ostaja nespremenjen, drugacen je le izvor
antigena in detekcijski sistem. **C-DNA iz E. Coli smo zamenjali z dsDNA, izolirano iz
Cloveske krvi. Za detekcijo dSDNA smo uporabili Qubit dSDNA HS ASSAY KIT, ki
vsebuje fluorescentno barvilo PicoGreen. PicoGren je interkalator. Po interkalaciji v
dsDNA se fluorescenca dvigne za ve¢ 1000 krat, kar je primerno tudi za doloCanje
mikrogramskih koncentracij dsDNA. Za razliko od ostalih fluorescenénih barvil PicoGreen
interkalira v dsDNA s tremi skupinami. Kinolinska skupina interkalira v dsDNA in van der
Waalsove interakcije stabilizirajo kompleks. Benzotiazolna skupina PicoGreena je
odgovorna za elektrostatske interakcije z negativno nabito fosfatno skupino v dsDNA.
Dimetilaminopropilna veriga pa se vrine v manjsi zleb dsDNA. PicoGreen ekscitira pri
valovni dolzini 485 nm, oddaja pa fluorescenco pri 520 nm. To barvilo ima sposobnost, da
interkalira ne samo v visoko polimerno dsDNA, ampak tudi v duplekse, krajse od 20
baznih parov (38).

Ceprav ne gre za zamenjavo metode v celoti, ampak samo za spremembo detekcijskega
sistema, ima slednje lahko velik vpliv na lastnosti rezultatov metode in njithovo klini¢no
uporabnost. Zato smo v Studiji postopali, kot da gre za uvedbo nove metode. Vsako novo
analizno metodo moramo ovrednotiti, ne glede na to ali smo jo razvili sami ali jo uvajamo
po navodilih druge institucije. Z vrednotenjem metode prikazemo, da je metoda ustrezna za
analizo dolocCenega analita v danem vzorcu in daje zanesljive in verodostojne analizne
rezultate (29). Pri tem se praviloma uporablja zunanje kontrolne materiale s sledljivostjo
do primarnega ali do referencnega standarda (odvisno od analita). Prvi in edini mednarodni
standardni material za protitelesa proti dsDNA je bil WHO standard Wo/80, na katerega je
umerjenih veéina analiznih kompletov (39). Zal ni ve¢ dostopen, zato ga nismo mogli
uporabiti pri validaciji FIA, kar je zahtevalo nekatere dodatne postopke.

5.1 PRIMERJALNO VREDNOTEN]JE METOD FIA IN RIA

Lastnosti metode vrednotimo z analizno natan¢nostjo, z analizno toc¢nostjo, z analizno
obcutljivostjo in specifiénostjo, z linearnostjo in mejo dolocljivosti (33,34).
Znotrajanalizna natan¢nost nam pove, koliko rezultati meritev znotraj skupine meritev med
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seboj nihajo. Dolo¢ili smo jo s ponovljivostjo v seriji pri visoko pozitivnem, srednje
pozitivnem in negativnem rezultatu in jo podali s KV. Ponovljivost pri visoko pozitivnem
rezultatu je pri obeh metodah 2-3%, kar je odli¢no. Ponovljivost pri mejno pozitivnem
rezultatu je sicer slabSa, vendar pri obeh metodah priblizno enaka, saj je povprecni KV pri
FIA 28%, pri RIA 33% (Preglednica I). Pri negativnem rezultatu je ponovljivost pri obeh
metodah slabsa, saj so KV pri obeh metodah visoki: Se vedno pa so bili vsi dobljeni
rezultati v negativnem obmodéju. Razlog za tako veliko razliko KV pri negativnem
rezultatu med obema izvedbama je verjetno razlika v analizni obcutljivosti. S FIA
zaznavamo vi§je vrednosti in so zato rezultati Stevilcno visji, medtem ko so rezultati z RIA
razlike vsebinsko nesorazmerno velika odstopanja. V literaturi zasledimo samo podatke za
KV pri ELISA (do 18%) (40), medtem ko za CLIF nismo nasli nobenega podatka.

Dolo¢ili smo tudi medanalizno ponovljivost pri visoko, mejno pozitivni in negativni
kontroli. Medanalizna ponovljivost pri visoko pozitivni kontroli je pri obeh metodah enaka
in dobra (KVga=11%, KVEa = 12%). Pri mejno pozitivni kontroli je ponovljivost slabsa
vendar pri obeh skoraj enaka (KVgia = 29%, KV a = 18%) (Preglednica IlI). Pri negativni
kontroli je KV pri¢akovano visji pri obeh metodah. Na medanalizno ponovljivost vpliva
tudi zamrzovanje in odmrzovanje kontrolnih materialov. Kontrole so namre¢ alikvotirane
za 5 kratno uporabo v plasti¢nih epruvetah. Pri rutinskem postopku smo ugotovili, da
zamrzovanje vpliva na vzorec in posredno tudi na rezultat. Objavljenih je veliko Studij
predvsem na monoklonalnih protitelesih, pri katerih so dokazali razlicne vplive na
protitelesa (41). Za protitelesa so ugotovili, da so bolj stabilna od ostalih proteinov, so pa
najbolj obcutljiva na zamrzovanje in visoko temperaturo. Pri zamrzovanju lahko pride do
agregacije protiteles. Mozen vzrok je lahko tudi adsorpcija protiteles na plastiko (41).
Ceprav je natan¢nost v negativnem delu zelo slaba, to obmogje ni diagnosti¢no pomembno,
zato teh rezultatov nismo upostevali pri odlo€itvi o sprejemljivosti metode.

S kontrolo to¢nosti odkrivamo sistematicne napake. To so tiste, ki nastanejo zaradi
nepravilnega postopka same analize ali pa v tehni¢ni izvedbi samega postopka. Pri tem so
vrednosti rezultatov usmerjene v eno smer, rezultati so ali previsoki ali prenizki. To¢nost
metode oziroma ujemanje rezultatov lahko dolo€amo s testom ponovne pridobitve
(Recovery test), pri katerem dodamo znano koli¢ino analita v vzorec in dolo¢imo koli¢ino
analita v vzorcu (34). Dobljeno vrednost primerjamo s teoreticno in izraunamo delez
izkoristka. WHO standard W0/80, ki ima znano koli¢ino protiteles, ni ve¢ dobavljiv, zato
tega testa nismo mogli izvesti. Lahko bi sicer zmesali dva vzorca z izmerjeno vrednostjo in
izraCunali izkoristek, vendar tega ne moremo, ker nimamo znanih koliin protiteles.
Merjenje anti-dsDNA protiteles namre¢ ne poteka po postopku meritev koli¢ine protiteles,
temve¢ meritve razmerja med vezanim in nevezanim antigenom in dobimo samo relativno
vrednost, ne pa absolutno (znana koli¢ina). To¢nost metode smo zato dolocili s primerjavo
izmerjene vrednosti s pricakovano vrednostjo internega standarda. Analizirali smo vzorce,
ki so bili poslani na testiranje v laboratorij. Posamezen vzorec smo analizirali desetkrat v
treh serijah in izracunali relativno napako glede na pravo vrednost in izracunali povprecno
vrednost relativne napake. Pri visoko pozitivnem vzorcu je pri FIA to¢nost 89%, pri RIA
96%. Pri mejno pozitivnem vzorcu smo dobili niZjo to¢nost, vendar sta sprejemljivi. Pri
FIA je 58% pri RIA pa 79% (Preglednica Ill). Meritev v negativnem vzorcu zaradi
diagnosti¢ne nepomembnosti nismo upostevali.
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Tudi pri meritvi analizne obcutljivosti (predvsem meje zaznavanja) smo se srecali s
problemom neobstoja zunanjega kontrolnega materiala z znano koli¢ino protiteles, zato
smo se naloge lotili z red¢enjem visoko pozitivnega vzorca. Z metodo RIA je signal izginil
pri red¢itvi 1:16, z metodo FIA pa je bil signal prisoten Se pri zadnji redcitvi, to je 1:32
(Graf 2). Glede na visoko analizno specifi¢nost interkalacije PicoGreena, kaZe rezultat
merjenja na viS§jo analizno obcutljivost metode FIA. Tudi sicer sodi FIA med visoko
obcutljive metode, saj je 1000 krat bolj obcutljiva od ostalih spektrofotometricnih metod
(42). Po drugi strani pa bi bil rezultat lahko tudi posledica nizje analizne specifi¢nosti v
primerjavi z RIA. Fluorescencni signal bi lahko bil posledica drugih snovi v bioloskem
vzorcu, ki fluorescirajo. Sestavine vzorca, ki vsebujejo aromatske obroce, disulfidne vezi
lahko posnemajo ali spreminjajo spektralne lastnosti analita. To so nekateri proteini (AK z
aromatskim obroc¢em), bilirubin, ki najveckrat doprinesejo k ozadju (43). Vecina organskih
molekul absorbira in fluorescira med 200-550 nm (44) v obmo¢ju PicoGreena (485-520
nm). Razlog bi lahko bil tudi prisotnosti zunaj celi¢nih nukleinskih kislin. Pri bolnikih s
SLE so odkrili, da je koncentracija zNK lahko zelo zvisana (45). zZNK so nukleinske
kisline, ki se nahajajo v serumu in imajo lastnosti celi¢nih nukleinskih kislin, le da so
fragmentirane (0,5 do 21 kb) (46). Pri FIA se barvilo veze na dsDNA in to bi bilo lahko
posledica signala, ki ga imamo do zadnjega titra. Teh razlik med metodama in morebitnih
razlogov zanje nismo podrobneje analizirali, saj se pojavljajo v obmocju klinicno
nepomembnih rezultatov.

Analizna specifi¢nost je sposobnost metode, da loci analit od ostalih komponent, ki so
prisotne v vzorcu. Pri obeh metodah je osnova specifiéna reakcija med antigenom
(dsDNA) in protitelesom (anti-dsDNA). Nastali imunski kompleks se pri obeh metodah z
amonijevim sulfatom enako obori, nacin detekcije je pa drugacen. Pri RIA je antigen v
imunskem kompleksu radioaktivno oznacen. Pri FIA nam analizno specifi¢nost za barvilo
PicoGreen zagotavlja proizvajalec. Fluorescentno barvilo se sicer veze na ssDNA in RNA,
kar bi lahko bil vzrok za lazno pozitiven rezultat. Proizvajalec zagotavlja, da z uporabo
PicoGreena ssDNA in RNA, ki bi lahko bili motec¢i snovi, v ekvimolarni koncentraciji z
dsDNA minimalno vplivata na dolocitev dsSDNA (36). RNA se tudi zelo hitro razgradijo.
Eksogeno dodana RNA se razgradi z RNA nukleazami v nekaj sekundah. RNA je lahko
prisotna v samem serumu in se razgradi v 24 urah pri 4°C (47). To pa pomeni, da
ekvimolarnih koncentracij RNA ni v sistemu z dodano dsDNA, zato so ti vplivi Se bistveno

e

5.2 PRIMERJAVA REZULTATOV METOD FIA IN RIA

Na trziS¢u obstaja ve¢ metod za doloCanje anti-dSDNA protiteles, ki se med seboj
razlikujejo. Vendar pa Se vedno ni nobene metode, ki bi nadomestila RIA, katera najbolj
sledi titru anti-dsDNA protiteles predvsem pri bolnikih s SLE, ki imajo tezave z ledvicami.
Z razvojem nove metode smo se poskusali priblizati RIA. Po primerjavi znacilnosti metod
smo primerjali Se lastnosti rezultatov.

Primerjali smo rezultate 759 vzorcev, analiziranih z obema metodama. Mo¢ povezave smo
ocenili s Spearmanovim koeficientom korelacije ranga, ki se uporablja za oceno stopnje
povezanosti, ¢e spremenljivki nista porazdeljeni normalno. Spearmanov koeficient je 0,41,
kar kaZe na nizko korelacijo med metodama, vendar je Se vedno statistiéno znacilna
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(p<0,01). Odlo¢ili smo se, da preverimo, kak$na je korelacija oziroma mo¢ povezave pri
razliénih kombinacijah rezultatov. Ce smo upoStevali samo negativne rezultate (679
vzorcev) z obema metodama, je mo¢ povezave med obema metodama 0,17, kar kaZze na
neznatno korelacijo, vendar je povezava med metodama Se vedno statisticno znacilna
(p<0,01). Ce smo upostevali samo pozitivne rezultate (54 vzorcev) pri obeh metodah je bil
pojavov mocna povezanost. To je tudi obmocje, ki nas najbolj zanima. V praksi se za
dolocitev anti-dsDNA protiteles uporablja prvostopenjska metoda CLIF, ki zazna visoko in
srednje avidna anti-dsDNA protitelesa. Pozitivni vzorci se naprej potrjujejo z RIA, s katero
se dolo¢a samo visoko avidna protitelesa.

Vrednosti meritev anti-dsSDNA smo statisticno obdelali z Wilcoxonovim testom
predznacenih rangov. To je parni neparametricni test, ki se uporablja za primerjavo
rezultatov v primeru, ko imamo odvisen vzorec in nenormalno porazdelitev. Ob primerjavi
vseh 759 vzorcev smo ugotovili, da med metodama obstajajo statisti¢no znaéilne razlike
(p<0,01). Ce smo primerjali samo pozitivne rezultate pri obeh metodah, pa metodi dajeta
primerljive rezultate (p>0,01). To je tudi obmoc¢je, ki nas najbolj zanima. V tem primeru bi
metoda FIA lahko nadomestila metodo RIA.

5.3 KLINICNA UPORABNOST

V klini¢ni praksi se v UKC KOR uporablja v diagnosti¢nih postopkih prazna vrednost anti-
dsDNA protiteles 0,35, ki je bila pridobljena glede na klini¢ne izkusnje in zelje po 100%
diagnosti¢ni specifi¢nosti. S testiranjem 146 krvodajalcev smo dolocili prazno vrednost pri
krvodajalcih. S Kolmogorov-Smirnovim testom, koeficientoma splo§¢enosti in asimetrije
krivulje smo ugotovili, da se rezultati, dobljeni z RIA metodo, ne porazdeljujejo normalno.
Distribucija rezultatov za avtoprotitelesa je obi¢ajno nenormalna, zato se za postavitev
praznih vrednosti uporabljajo percentile, obicajno med 95 in 99 (28). Za anti dSDNA
protitelesa se priporoc¢a 99 percentila (28). Izracunana prazna vrednost pri RIA je 0,11, kar
je bistveno nizje od uporabljene prazne vrednosti. Pri FIA smo ugotovili, da se rezultati
krvodajalcev porazdeljujejo normalno. Za enoten pristop pri obeh metodah smo tudi tukaj
dolo¢ili prazno vrednost 99 percentilo (0,29). Pri FIA imamo visje vrednosti rezultatov pri
krvodajalcih, kar nam pokaze tudi povprec¢na vrednost meritev. Do razlike verjetno prihaja
zaradi drugega detekcijskega sistema, kot smo Ze pojasnili pri analizni ob&utljivosti.

Za dolocitev diagnosti¢ne obcutljivosti in diagnosti¢ne specifi¢nosti Smo testirali skupino
bolnikov s SLE in 3 skupine bolnikov s tremi razlicnimi avtoimunskimi boleznimi (APS,
SJS, RA), ter krvodajalce. Idealno bi bilo imeti diagnosti¢no obcutljivost in diagnosti¢no
specifi¢nost pri izbrani prazni vrednosti 100%. Takrat sta bolna in zdrava populacija
popolnoma loc¢eni. Pri primerjavi nasSih rezultatov ne moremo dobiti 100% diagnosti¢ne
obcutljivosti, ker so v skupini prisotni tudi bolniki s SLE, ki nimajo zagona bolezni in
takrat imajo lahko tudi negativen rezultat prisotnosti anti-dsDNA. Zato se posledi¢no zniza
diagnosti¢na obcutljivost. Vendar pa mora biti metoda dovolj analizno obcutljiva, da lahko
zazna porast protiteles tudi ze pred vnoviénim zagonom bolezni. Rezultati obeh metod
imajo primerljivo diagnosti¢no obcutljivost. Diagnosti¢na obcutljivost rezultatov RIA in
prazni vrednosti 0,35 je 50%, rezultatov FIA pa 53%. Z metodo FIA smo tako dobili dva
dodatna pozitivna rezultata oziroma bolnika s SLE. Diagnosti¢na specifi¢nost rezultatov
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obeh metod je 100%, kar pomeni, da ne dobimo nobenega lazno pozitivnega rezultata. Ce
bi upostevali izracunani prazni vrednosti, ki sta bili pri obeh metodah nizji od uporabljene
v rutinskem postopku doloCanja anti-dsDNA, bi se zmanjSala diagnosti¢na specifi¢nost in
zvisala diagnosti¢na obcutljivost. Diagnosti¢na obcutljivost rezultatov bi bila pri RIA 71%,
kar pomeni, da bi dobili 7 lazno pozitivnih rezultatov. Pri FIA bi bila izra¢unana praZzna
vrednost 0,29 in diagnosti¢na obcutljivost rezultatov 61%, dobili bi tri lazno pozitivne
rezultate. Diagnosti¢na specifi¢nost rezultatov RIA ob izrac¢unani prazni vrednosti je 97%,
pri FIA 99% (Preglednica VI). Ceprav bi bilo pravilno uporabiti izratunane praZne
vrednosti, se v tem primeru pokaze, da je boljSe, ¢e privzamemo prazno vrednost iz
rutinskega postopka, da dosezemo 100% diagnosticno specifi¢nost.

Diagnosti¢no specificnost in diagnosti¢no obcutljivost lahko ovrednotimo z ROC krivuljo
(Graf 5), ki nam pokaze razmerje obc¢utljivost v odvisnosti z 1-specificnost. Popoln test bi
imel povrsino pod krivuljo 1. PovrSina pod krivuljo za RIA je vec¢ja kot pri FIA, kar
pomeni da imajo rezultati RIA ve¢jo diagnosti¢no uporabnost.

Nova metoda FIA ima podobne lastnosti kot RIA. Obe metodi imata podobno analizno
natan¢nost in tocnost, le v analizni obcutljivosti v nizkem obmocju se razlikujeta. To
obmodje ni diagnosticno pomembno, zato bi lahko FIA nadomestila RIA. Metodi imata
sicer slabo korelacijo, ¢e upostevamo vse rezultate; vendar pa v pozitivnem obmocju, ki
nas najbolj zanima, ne prihaja do razlik. V klinicni praksi se najprej uporablja
prvostopenjska metoda CLIF in tukaj naredimo selekcijo med negativnimi in pozitivnimi
rezultati. Z novo metodo se izognemo tudi uporabi radioaktivnega materiala, organskih
topil in drugih izjemno toksi¢nih kemikalij, ki so Skodljiva za okolje in ljudi. Danes je
pomembno tudi, kako hitro pridemo do rezultata. Zato prihaja do razvoja novih metod, s
katerimi zelimo pridobiti ¢im bolj analizno natancen in tocen rezultat, ki pa mora biti na
voljo hitro in tudi klini€no uporaben. Ugotovili smo, da FIA z uporabo fluorescencnega
barvila PicoGreen lahko nadomesti RIA za dolo¢anje avtoprotiteles proti dsDNA v
diagnostiki in spremljanju SLE.
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6 SKLEP

Na osnovi rezultatov smo prisli do naslednji sklepov:

1.

FIA je bolj prakticna kot RIA, saj se izognemo uporabi radioaktivnega izotopa,
organskih topil in drugih toksi¢nih kemikalij ter hitreje pridobimo rezultat.

Medanalizna in znotrajanalizna natan¢nost je pri obeh metodah podobna, metodi
sta primerljivo natancni.

Analizna toc¢nost je pri obeh metodah podobna, metodi sta primerljivo tocni.

Metodi se med seboj razlikujeta v analizni obc¢utljivosti, vendar je to v diagnosti¢no
nepomembnem obmocju.

Analizna specifi¢nost: ssDNA in RNA ne motita dolo¢anja dsDNA pri FIA, vendar
smo opazili nekoliko vi§je rezultate pri krvodajalcih, kar je lahko posledica
matriksa vzorca, vendar je to v diagnosti¢no nepomembnem obmocju.

Ce upostevamo samo pozitivne rezultate, metodi moéno korelirata.

Ce upostevamo samo pozitivne rezultate, dajeta metodi primerljive rezultate.

Ce obdrzimo prazno vrednost 0,35, imamo zagotovljeno 100% diagnostiéno
specifi¢nost in primerljivo diagnosti¢no obcutljivost rezultatov anti-dSDNA
protiteles pri FIA.

Rezultati potrjujejo, da nova metoda FIA za dolocitev anti-dsSDNA protiteles lahko

nadomesti RIA, njeni rezultati pa se lahko enakovredno uporabljajo kot pomo¢ pri
diagnostiki SLE.
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Datum dopisa: 11. 4. 2009

Spostovana gospoda prof. dr. Rozman in dr. Ambrozi¢,

Komisiji za medicinsko etiko (KME) sta 3. 2. 2009 poslala v oceno naért raziskave z
naslovom:

“Sistemske avtoimunske bolezni."” Sklop bazi¢nih in klini¢nih raziskav (3ifra ARRS: P3-
0314).

KME je ocenila, da so raziskave eti¢no sprejemljive, in Vama izdaja svoje soglasje.

S spoStovanjem in lepimi pozdravi,

prof. dr. JoZe Trontelj,
predsednik KME

T

OBVESTILO.: KME je morala preseliti svojo spletno stran. Do registracije lastne domene http://kme-nmec/. ki 0
pricakujemo v kratkem, je spletna stran KME na naslovu http://kme-nmec.sazu.si/

Naslov' Prof. dr Joze Trontelj, Indtitut za Klini¢no nevrofiziologijo. Kliniéni center Ljubljana
Zalo$ka 7, 1525 Ljubljana. Telefon 01/ 522 1500, telefax 01/ 522 1533, naslov za elektronsko poslo: joze trontelfukcl) si
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8.2 PRILOGA 2

klinicni center ljubljana
SPS Interna klinika
Kliniéni oddelek za revmatologijo

Vodnikova 62

1000 Ljubljana

T 0152254 86, 522 54 33
F 015195338

Priimek:  eereeecccccscsnssssesssessne s snsannaneeens
MO  isisssssisissnissnsussssasaansnsssssnssanesnonssensse
Rojen/a:  ....... R

Naslov: B T ———_—

PISNO SOGLASJE BOLNICE, BOLNIKA

SPOSTOVANA BOLNICA, BOLNIK:

1. V ambulantnem delu, Kliniénega oddelka za revmatologijo, Klini¢nega centra Ljubljana,
ste poiskali pomo¢ zaradi vasih zdravstvenih tezav. :

O postopkih diagnostike in zdravljenja vas bomo sproti seznanjali. Pri vsakem
predlaganem postopku imate pravico do dodatnih informacij in odlogitve o tem ali se z
njim strinjate ali ne. Prosimo pa, da na¢elno privolite v osnovne postopke, ki so
potrebni pri diagnostiki in zdravljenju.

Strinjam se z osnovnimi diagnosti¢nimi in terapevtskimi postopki, ki so
namenjeni mojemu zdravljenju (pogovor o zdravstvenih teZavah, telesni pregled,
jemanje krvi, rentgenske, ultrazvoéne preiskav in punkcija sklepa):

[J DA ] NE

2. Poleg tega vas prosimo tudi za strinjanje, da podatke in vzorce, ki smo jih ali jih bomo
pridobili ob vagem zdravljenju (npr. odvzeto kri, punktate, bioptate), smemo uporabiti v
analizah, ki bi lahko izbolj$ale diagnostiko in zdravljenje v prihodnosti. Pri teh analizah

-va$a identiteta ne bo razkrita.

Strinjam se, da se podatki in vzorci, ki so pridobljeni ob mojem zdravljenju,
smejo uporabiti v analizah, ki bi lahko izboljSale zdravljenje v prihodnosti.

(] DA O NE
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Podpis bolnice/bolnika (starsa, skrbnika)

Izjavo lahko kadarkoli popravite (dopolnite, preklicete) tako, da zahtevate nov obrazec. Do
trenutka spremembe velja va$a prvotna odlocitev.
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