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Standaryzacja metod oznaczania autoprzeciwcia³ markerowych

w ramach ECFS – cele a realne efekty

Standardization of the methods of “markers” autoantibody assessment 
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S t r e s z c z e n i e

Autoimmunizacja to stan permanentnej obecnoœci w surowicach

pacjentów autoprzeciwcia³ i autoreaktywnych limfocytów T, któ-

re wystêpuj¹ i s¹ zaanga¿owane w patomechanizmy wystêpuj¹-

ce tak¿e w chorobach tkanki ³¹cznej. Poza tym przeciwcia³a te s¹

uznane za markery ww. jednostek chorobowych. 

Pocz¹wszy od roku 1980 r., klinicyœci zajmuj¹cy siê pracami ba-

dawczymi byli zaanga¿owani w prace, których celem by³a stan-

daryzacja surowic wzorcowych dla oznaczania przeciwcia³ prze-

ciwj¹drowych. Tak¿e w 1980 r. Fundacja Reumatologiczna w USA

we wspó³pracy z CDC za³o¿y³a Komitet ds. Serologii Przeciwcia³

Przeciwj¹drowych. Ju¿ w 1982 r. dostêpnych by³o 5 surowic stan-

dardowych. W nastêpstwie tej inicjatywy pracê Komitetu ds. Se-

rologii ANA popar³y nastêpuj¹ce organizacje: ILAR, IUIS i WHO,

zaœ bank surowic referencyjnych w CDC rozrós³ siê do 10. 

Ju¿ w pierwszym z warsztatów standaryzacyjnych (Workshop)

(1989–1992) uczestniczy³y 3 pañstwa by³ego bloku wschodniego

(Czechos³owacja, Wêgry i S³owenia) i to w³aœnie przedstawiciele

tych pañstw ustanowili grupê inicjatywn¹, która w latach 1993–94

utworzy³a Central and East European Consensus Workshop for Stan-

darization of Autoantibodies to Intracellular Antigens. 

Zak³ad Mikrobiologii i Serologii IR od samego pocz¹tku aktywnie

uczestniczy w pracach tej grupy i w 1995 r. zorganizowa³ w War-

szawie II Spotkanie robocze ds. standaryzacji autoprzeciwcia³ dla

antygenów wewn¹trzkomórkowych. 

Zak³ad Mikrobiologii i Serologii IR, widz¹c oczywiste korzyœci

z udzia³u w pracach EFCS, jest zdecydowany nadal braæ w nich

udzia³.

S u m m a r y

Autoimmunity is a such state of the immune system when in the

sera of patients suffering on CTD-s permanently persist

autoantibodies and autoreactive limphocytes T suspected to be

involved in pathomechanisms of the disease. Beside, these

autoantibodies are recognized as a ”markers” for particular disease. 

Since 1980, clinical investigators in the United States have been

engaged in efforts to standardize reference sera for antinuclear

antibody determinations. In 1980, the Arthritis Foundations in the

United States in collaboration with the Centers for Disease Control

established a Committee on Antinuclear Antibody Serology. In

1982, five reference reagents were made available. 

Following this initial activity several international organizations

expressed support for expansion of these activities. These

organizations were the ILAR, IUIS and WHO. The total number of

reference reagents available in the CDC depository in 1988

comprised ten different sera. 

In 1988-89 laboratories in Europe have established active

collaborations with the purpose of standardizing ANA methodology. 

Four laboratories from Eastern-Block countries establish in 1993/4

Eastern and Central Group European Consensus Workshop for

Standardization of Autoantibodies to Intracellular Antigens. 

Department of Microbiology and Serology from the beginning

actively participates in the projects of this Standardization

Group, and in 1995 had organized in Warsaw Second Meeting of

the CEECWSAIA.  

Department of Microbiology and Serology IR see evident benefits

from the participation in the EFCS works and is dedicated to

remain an active participants of the EFCS.
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Autoimmunizacja to stan permanentnego wystêpo-

wania w kr¹¿eniu przeciwcia³ (autoprzeciwcia³) i komó-

rek (autoreaktywnych limfocytów), skierowanych prze-

ciwko antygenom w³asnoustrojowym gospodarza, spo-

wodowany przez wrodzone lub nabyte defekty uk³adu

odpornoœciowego, a towarzysz¹cy m.in. du¿ej grupie

schorzeñ uk³adowych tkanki ³¹cznej. 

Szczególnie istotne znaczenie diagnostyczne maj¹

przeciwcia³a skierowane przeciwko ró¿nym sk³adni-

kom bia³kowym i niebia³kowym j¹dra komórkowego

(antygeny j¹drowe – dsDNA, ssDNA, histon, nukleohi-

ston, antygen Scl-70, bia³ka centromerowe) oraz anty-

genom bia³kowym, wystêpuj¹cym w cytoplazmie, orga-

nellach komórkowych lub b³onie komórkowej, zaanga-

¿owanym w procesy zainicjowane w j¹drze komórko-

wym (bia³ka rybosomalne, antygen Jo-I oraz inne ami-

noacrylo-tRNA-syntetazy) [1, 2]. 

Oznaczenie obecnoœci oraz mian lub poziomów wy-

¿ej opisanych autoprzeciwcia³ przeciwko antygenom

komórkowym wykonuje siê zasadniczo z 3 nastêpuj¹-

cych powodów: obecnoœæ autoprzeciwcia³ mo¿e byæ

patognomoniczna dla danej choroby, miano zaœ nie-

których autoprzeciwcia³ odzwierciedla aktywnoœæ pro-

cesu chorobowego, a obecnoœæ danego autoprzeciw-

cia³a koreluje z okreœlonymi objawami klinicznymi 

(czyli ma znaczenie prognostyczne). 

Liczba oznaczanych ró¿nymi metodami autoprze-

ciwcia³ siêga kilkudziesiêciu i stale siê zwiêksza. 

Niestety, szeroko pojête znaczenie diagnostyczne

tylko niewielu autoprzeciwcia³ jest dobrze ustalone,

a znaczenie pozosta³ych, zw³aszcza nowo odkrytych,

jest przedmiotem du¿ych kontrowersji i wymaga dal-

szych badañ. Na tê skomplikowan¹ sytuacjê nak³adaj¹

siê takie 2 istotne czynniki, jak zró¿nicowanie metod,

jakimi mo¿na oznaczaæ dane autoprzeciwcia³o oraz

ró¿ne Ÿród³a, stopieñ oczyszczenia, a tak¿e wzglêdna

iloœæ danego autoantygenu w danym materiale, z któ-

rego izoluje siê lub na którym oznacza siê dany anty-

gen [1]. 

Jest zrozumia³e, ¿e stosuj¹c ró¿ne metody i ró¿ne

materia³y diagnostyczne, uzyskuje siê dla tych samych

surowic ró¿ne jakoœciowo wyniki, a to w przypadku

groŸnych dla ¿ycia i zdrowia chorób o pod³o¿u autoim-

munologicznym mo¿e prowadziæ do nietrafnych rozpo-

znañ i co za tym idzie, niew³aœciwego leczenia. 

Zatem ogromny postêp w diagnostyce autoprzeciw-

cia³ oraz antygenów, polegaj¹cy na wprowadzeniu 

niezwykle czu³ych i z³o¿onych technicznie metod, zmu-

sza do szczególnego przestrzegania standardowych

warunków oznaczeñ oraz rozwiniêcia szerokiego pro-

gramu standaryzacji – obejmuj¹cego nie tylko standa-

ryzacjê metodyki, ale tak¿e stosowanych odczynników

i surowic wzorcowych [3, 4]. 

Narastaj¹ce problemy zwi¹zane z jakoœci¹ danych,

zw³aszcza w du¿ych, wielooœrodkowych badaniach,

gdzie zachodzi³a koniecznoœæ porównywania danych

(nie tylko klinicznych, ale tak¿e i laboratoryjnych), w spo-

sób dramatyczny uwidoczni³y koniecznoœæ dokonania

standaryzacji podstawowych parametrów serologicz-

nych, tj. poziomów autoprzeciwcia³ uznawanych za do-

datnie, a to w sposób konieczny wi¹za³o siê ze standary-

zacj¹ metodyki ich oznaczania oraz jakoœci i Ÿróde³ sub-

stratów (preparatów autoantygenów) do tych testów.

Do lat 80. XX w. stosowano standaryzacjê wewn¹trzla-

boratoryjn¹ (wewn¹trzoœrodkow¹), a powszechnie sto-

sowan¹ procedur¹ by³a wymiana miêdzy oœrodkami zaj-

muj¹cymi siê oznaczaniem autoprzeciwcia³ surowic

o niew¹tpliwie wysokich poziomach konkretnych auto-

przeciwcia³, co tylko czêœciowo pozwala³o na standary-

zowanie i porównywanie uzyskiwanych wyników. 

Pierwszy skoordynowany program standaryzacji roz-

pocz¹³ siê w USA w latach 80. ubieg³ego wieku i obejmo-

wa³ pocz¹tkowo tylko obszar USA. W póŸnych latach 80.,

pocz¹tkowo dziêki osobistym kontaktom badaczy, zosta³

przeszczepiony do Europy, Japonii i Australii [5, 6]. 

W 1980 r., pod auspicjami Fundacji na rzecz reuma-

tyzmu w USA i we wspó³pracy z CDC w Atlancie, zosta³

powo³any Komitet ds. serologii przeciwcia³ ANA. Zasad-

niczym celem nowo powsta³ego komitetu by³o zgroma-

dzenie takiej liczby surowic ANA-dodatnich, aby mo¿na

je by³o rozsy³aæ do laboratoriów w USA oraz w innych

krajach jako standardy diagnostyczne, co faktycznie

zorganizowano w 1982 r. – udostêpniaj¹c pocz¹tkowo

5 surowic standardowych. By³y to surowice standardo-

we dla przeciwcia³ ANA-IIF, anty-dsDNA oraz anty-SSB,

anty-RNP i anty-Sm [7–9]. 

Takie organizacje, jak ILAR, IUIS oraz WHO, widz¹c

sukces oraz dostrzegaj¹c koniecznoœæ takiego progra-

mu, wspar³y dzia³alnoœæ Komitetu, co zaowocowa³o nie

tylko ekspansj¹ programu na inne kontynenty, ale tak-

¿e generacj¹ 5 dalszych surowic standardowych, które

s¹ dostêpne od 1988 r. Pula surowic standardowych

zwiêkszy³a siê zatem o 5 dalszych, daj¹cych typowe

œwiecenia w metodzie IIF (typ homogenny, 2 plamiste,

j¹derkowy i centromerowy) oraz œwiecenie standardo-

we anty-Scl-70, anty-Jo-I i anty-SSB (La) [6, 8, 10]. 

Od wielu lat w Europie trwa aktywna wspó³praca

miêdzy laboratoriami, której celem by³a standaryzacja

metodyki oznaczania przeciwcia³ ANA; wspó³pracy prze-

wodzili: R.N. Maini (Londyn), V. van Venrooj (Nijmegen),

J.S. Smolen (Wiedeñ) i S. Bombardieri (Piza). Pocz¹wszy

od 1989 r., zorganizowano 4 robocze spotkania standary-

zacyjne (Workshops), a w spotkaniu w 1992 r. uczestni-

czy³o ju¿ 35 laboratoriów z 17 pañstw europejskich.

W pierwszych testach porównawczych odsetek surowic,

co do których wyniki jakoœciowe by³y niezgodne (dla za-
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danych tych samych surowic), wynosi³ powy¿ej 20% i ob-

ni¿y³ siê a¿ do 6% w wynikach zaprezentowanych na

ostatnim spotkaniu standaryzacyjnym (Workshop) [8, 11]. 

W 1992 r. pod auspicjami IUIS nast¹pi³o przeorgani-

zowanie Komitetu ds. serologii autoprzeciwcia³ i utwo-

rzenie podkomitetu, zwanego IUIS-ANA, w ramach Ko-

mitetu standaryzacji IUIS, w którego strukturê, poza

ww. organizacjami, wesz³a Europejska Liga do Walki

z Reumatyzmem (EULAR) [12]. 

Ju¿ w pierwszym spotkaniu standaryzacyjnym

(1989–1992) uczestniczy³y 3 pañstwa by³ego bloku

wschodniego (Czechos³owacja, Wêgry i S³owenia) i to

w³aœnie przedstawiciele tych pañstw ustanowili grupê

inicjatywn¹, która w latach 1993–1994 utworzy³a Central

and East European Consensus Workshop for Standariza-

tion of Autoantibodies to Intracellular Antigens [4, 5]. 

Zak³ad Mikrobiologii i Serologii Instytutu Reumato-

logii od samego pocz¹tku aktywnie uczestniczy w pra-

cach tej grupy i w 1995 r. zorganizowa³ w Warszawie 

II spotkanie robocze ds. standaryzacji autoprzeciwcia³

dla antygenów wewn¹trzkomórkowych, w którym

uczestniczy³y reprezentacje z 10 laboratoriów

z 7 pañstw centralnej i wschodniej Europy – w tym

przedstawiciele 2 (oprócz Instytutu) oœrodków z Polski

(Poznañ i Lublin). Sprawozdanie z tego spotkania robo-

czego zosta³o opublikowane w 1995 r. w czasopiœmie

Reumatologia [4]. Zak³ad Mikrobiologii i Serologii, nie-

stety, jako jedyny w Polsce uczestniczy³ i nadal uczest-

niczy we wszystkich pracach zespo³u Workshop, tak¿e

po 1998 r., kiedy to Central and East European Consen-

sus Workshop for Standarization of Autoantinodies to

Intracellular Antigens zosta³ w³¹czony do European

Consensus Finding Study i prace s¹ kontynuowane

pod now¹ nazw¹ – European Consensus Study on 

Autoantibodies (ECSA). Cele i zamierzenia po³¹czo-

nych warsztatów standaryzacyjnych (Workshops)

w zasadzie nie zosta³y zmienione, a odbywaj¹ce siê co

roku albo co 2 lata spotkania robocze s³u¿¹ omówie-

niu i weryfikacji uzyskanych wyników. W ostatnich

pracach ECFS w latach 2003–2004 uczestniczy³o ok.

40 laboratoriów europejskich, a wyniki s¹ publikowa-

ne w raporcie przygotowanym przez obecnie prowa-

dz¹c¹ EFCS grupê, w sk³ad której wchodz¹ m.in. 

P.J. Charles (Anglia), V. van Venrooj (Holandia), R. Smeenk

(Holandia), D. Hamann (Niemcy). 

Komentuj¹c niew¹tpliwe sukcesy EFCS, wyra¿aj¹ce

siê malej¹cym odsetkiem b³êdnie rozpoznawanych (co

do swoistoœci) surowic testowych (co roku do partycy-

puj¹cych laboratoriów wysy³a siê 10 surowic o niezna-

nych swoistoœciach) oraz rosn¹c¹ standaryzacj¹ metod

i substratów, na których oznaczane s¹ autoprzeciwcia³a,

konsensus ma wadê, któr¹ mo¿na nazwaæ nadmiern¹

centralizacj¹ decyzji co do formy i kierunków rozwoju,

a wyra¿aj¹c¹ siê brakiem wp³ywu uczestników EFCS na

tematykê wyk³adów i czêœci praktycznej. 

Liczne uwagi co do technicznej strony funkcjonowa-

nia EFCS, zosta³y skrótowo wyra¿one w punktach: 

• brak w³asnego banku surowic wzorcowych (dostêp-

nego dla wszystkich laboratoriów), 

• brak dostêpnoœci do surowic wzorcowych o znanych

parametrach, 

• brak rekomendacji metodycznych i firm (których testy

s¹ zlecane), 

• brak dofinansowania ze strony Unii Europejskiej, co

prowadzi do wysy³ki surowic dodatnich, np. ostatnio

aCl-dodatnich (czy od tego ma zale¿eæ wielkie przed-

siêwziêcie, jakim jest EFCS?), 

• wadliwe, skomplikowane i trudne do obs³ugi (tematy)

programy komputerowe, 

• brak nacisku na atestacjê w krajach (mo¿e EFCS sam

móg³by wydawaæ atesty), 

• arkusz badañ obejmuje a¿ kilkadziesi¹t przeciwcia³,

z czego znakomita wiêkszoœæ nie ma istotnego zna-

czenia diagnostycznego – ze wzglêdu na nisk¹ czu-

³oœæ i swoistoœæ, czego przyk³adem s¹ choæby prze-

ciwcia³a anty-Ku, anty-RA-33, 

• oznaczanie wiêkszoœci z ww. autoprzeciwcia³ nie ma

nawet waloru badawczego, poniewa¿ wyeksploatowa-

no ju¿ wszystkie mo¿liwoœci diagnostyczne i poznaw-

cze p³yn¹ce z oznaczania danego autoprzeciwcia³a, 

• spotkania EFCS powinny siê odbywaæ tylko w miej-

scach, do których dojazd bêdzie tani dla wszystkich

uczestników. 

Mimo tych wszystkich krytycznych uwag dotycz¹-

cych EFCS w obecnym kszta³cie, a które s¹ raczej teza-

mi naprawczymi i usprawniaj¹cymi jego funkcjonowa-

nie – zg³aszanymi ju¿ zreszt¹ przez autora wielokrotnie

(np. na spotkaniu EFCS w Budapeszcie), to ocena do-

tychczasowego dorobku kolejnych warsztatów standa-

ryzacyjnych jest bardzo wysoka. 

Wyrazem tego s¹ chocia¿by coraz wy¿sze i ci¹gle ro-

sn¹ce indeksy zgodnoœci oznaczeñ poszczególnych au-

toprzeciwcia³ czy znaczna ju¿ standaryzacja metodyki,

a zasadniczym problemem jest nieuwzglêdnianie zró¿-

nicowanych mo¿liwoœci finansowych, doœwiadczenia

i potencja³u poszczególnych jednostek (laboratoriów)

bior¹cych udzia³ w pracach EFCS. 

Pracownicy Zak³adu Mikrobiologii i Serologii Insty-

tutu Reumatologii, widz¹c ewidentne korzyœci wynika-

j¹ce z udzia³u w pracach EFCS oraz z zadañ wynikaj¹-

cych ze statutu samego Instytutu oraz maj¹c na uwa-

dze kompletny brak skoordynowanego programu stan-

daryzacyjnego w Polsce, bior¹ bezpoœredni udzia³

w pracach EFCS (tak¿e materialny w postaci dostarcza-

nia surowic o znanej swoistoœci, np. surowice aCl-do-
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datnie), ale tak¿e w propagowaniu na terenie Polski

metodyki oznaczania uznanych ju¿ diagnostycznie au-

toprzeciwcia³ i nowo wprowadzanych autoprzeciwcia³ –

czego wyrazem s¹ liczne prace doœwiadczalne i prze-

gl¹dowe dotycz¹ce tych zagadnieñ. Organizujemy te¿,

wspólnie z firmami sprzedaj¹cymi diagnostyki, zjazdy,

których celem jest upowszechnianie metodyk zaleca-

nych przez EFCS [1, 3, 4, 13]. 

Nale¿y mieæ nadziejê, ¿e wejœcie Polski do Unii Eu-

ropejskiej wymusi wszczêcie racjonalnego i dostosowa-

nego do realnych mo¿liwoœci polskich laboratoriów

programu standaryzacji metod oznaczania autoprze-

ciwcia³, który bêdzie prowadzi³ do atestacji laborato-

riów wykonuj¹cych oznaczanie autoprzeciwcia³. 
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