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Введение
Системные аутоиммунные ревматические заболева-

ния (САРЗ) характеризуются поликлональной активацией 
В-клеток и образованием широкого спектра органонеспеци-
фических аутоантител, вызывающих иммуновоспалительное 
повреждение тканей и внутренних органов. Основными 
диагностическими лабораторными маркерами системной 
красной волчанки (СКВ) и других САРЗ являются антину-

клеарные антитела (АНА) – гетерогенная группа аутоантител, 
направленных к различным компонентам клеточного ядра 
и цитоплазмы [1–3]. В настоящее время рекомендована 
двухэтапная стратегия определения АНА в сыворотке крови: 
на первом этапе осуществляется скрининг АНА методом 
непрямой реакции иммунофлюоресценции (НРИФ) с исполь-
зованием в качестве субстрата HЕp‑2 клеток (НРИФ-HЕp‑2), 
на втором этапе пациентам с положительными результатами 
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РЕЗЮМЕ
Обнаружение в сыворотке крови моноспецифических антител, индуцирующих плотное мелкокрапчатое свечение при взаимодействии 
с DFS70 / LEDGF / р75 – ядерным антигеном, негативно ассоциируется с развитием системных аутоиммунных ревматических заболеваний 
(САРЗ) и повышает диагностическую специфичность скринингового исследования антинуклеарных антител (АНА) методом непрямой реакции 
иммунофлюоресценции на HEp‑2 – клетках (НРИФ-HЕp‑2), однако результаты оценки клинического значения антител к DFS70 варьируют 
в зависимости от используемых тест-систем и подбора групп больных. Цель работы: изучить частоту обнаружения моноспецифических антител 
к DFS70 в сыворотках крови у здоровых лиц и больных САРЗ. Исследованы сыворотки 74 здоровых доноров и 59 больных САРЗ: 27 – с системной 
красной волчанкой (СКВ), 15 – с синдромом Шегрена (СШ), 17 – с ревматоидным артритом (РА). Классические антинуклеарные антитела 
(АНА) и антитела к DFS70 определяли с помощью НРИФ при использовании в качестве субстрата смеси стандартных и генно-инженерных 
DFS70-KO HEp‑2 – клеток, не экспрессирующих DFS70 / LEDGF / р75. Серопозитивными по антинуклеарному фактору (АНФ) были 14,9 % 
здоровых доноров и 83,1 % больных САРЗ (96,3 % – СКВ, 100,0 % – СШ, 47,1 % – РА). Классические АНА с гомогенным, крапчатым, ядрышковым, 
цитоплазматическим, смешанным типами свечения и отсутствием антител к DFS70 обнаружены у всех АНФ-позитивных больных САРЗ и у 8,1 % 
здоровых доноров. Моноспецифические антитела к DFS70 без классических АНА выявлены у 6,8 % здоровых лиц и отсутствовали при САРЗ. Среди 
АНФ-позитивных здоровых доноров частота изолированного обнаружения антител к DFS70 составляла 45,5 %. Выявление моноспецифических 
антител к DFS70 в сыворотке крови может рассматриваться в качестве потенциального предиктивного маркера для исключения диагноза 
САРЗ у АНФ-позитивных пациентов с отсутствием или нечетко выраженными клиническими признаками данных заболеваний.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: антинуклеарные антитела, антитела к DFS70, системная красная волчанка, ревматоидный артрит, синдром Шегрена, 
непрямая реакция иммунофлюоресценции на HEp‑2 ELITE/DFS70-KO – клетках.

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Данная работа не имела спонсорской поддержки.

Diagnostic value of monospecific DFS70 antibodies in systemic 
autoimmune rheumatic diseases
E. N. Aleksandrova1, A. A. Novikov1, N. G. Klyukvina1, V. I. Vasiliev2, G. V. Lukina1

1A. S. Loginov Moscow Clinical Scientific Center, Moscow, Russia 

2Revmocentre Co., Moscow, Russia

SUMMARY
The detection in serum of monospecific antibodies that induce a dense fine-speckled fluorescence when interacting with the DFS70 / LEDGF / p75 
nuclear antigen is negatively associated with the development of systemic autoimmune rheumatic diseases (SARD) and increases the diagnostic 
specificity of the screening study of antinuclear antibodies (ANA) using indirect immunofluorescence on HEp‑2 cells (IIF-HEp‑2). The results of assessing 
the clinical significance of anti-DFS70 antibodies vary depending on the test systems and the selection of patient groups. The aim of this work is to study 
the frequency of detection of monospecific anti-DFS70 antibodies in blood serum in healthy individuals and patients with SARD. Sera of 74 healthy 
donors and 59 patients with SARD were studied (27 – systemic lupus erythematosus – SLE, 15 – Sjogren's syndrome – SjS, 17 – rheumatoid arthritis – RA). 
Classical antinuclear antibodies (ANA) and anti-DFS70 antibodies were determined by IIF using a mixture of standard and genetically engineered 
DFS70-KO HEp‑2 cells that do not express DFS70 / LEDGF / p75 as a substrate. 14.9 % of healthy donors and 83.1 % of SARD patients (96.3 % – SLE, 100.0 % – 
SS, 47.1 % – RA) were seropositive for antinuclear factor (ANF). Classical ANA with homogeneous, speckled, nucleolar, cytoplasmic, mixed types of 
fluorescence and the absence of anti-DFS70 antibodies were found in all ANF-positive patients with SARD and in 8.1 % of healthy donors. Monospecific 
anti-DFS70 antibodies without classical ANA were detected in 6.8 % of healthy individuals and were absent in SARS. Among ANF-positive healthy donors, 
the frequency of isolated detection of anti-DFS70 antibodies was 45.5 %. The detection of monospecific anti-DFS70 antibodies can be considered as 
a potential predictive marker for excluding the diagnosis of SARD in ANF-positive patients with no or unclear clinical signs of these diseases.
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НРИФ-HEp‑2 проводятся подтверждающие («рефлекс-») 
тесты для выявления антител к отдельным ядерным анти-
генам (двуспиральной – дсДНК, экстрагируемым ядерным 
антигенам – Sm, U 1-рибонуклеопротеину, Ro/SSA, La/SSB, 
центромерам, Scl‑70, Jo‑1, рибосомальному белку Р) с по-
мощью иммуноферментного анализа (ИФА), иммуноблота 
(ИБ), хемилюминесцентного иммунного анализа (ХЛИА), 
мультиплексных технологий [2, 4–7]. Скрининговое опре-
деление АНА (антинуклеарного фактора – АНФ) методом 
НРИФ-HEp‑2 обладает высокой чувствительностью (93 %), 
но низкой специфичностью (57 %) и предсказательной цен-
ностью положительного результата теста (3 %) для диагнос-
тики САРЗ. Снижение пре- и пост-тестовой вероятности 
наличия САРЗ у АНФ-позитивных лиц связано с обна-
ружением АНА при многих патологических состояниях, 
включая ювенильный артрит, аутоиммунные заболевания 
печени, воспалительные заболевания кишечника, васкулиты, 
фибромиалгию, рассеянный склероз, заболевания щито-
видной железы, хронические инфекции, злокачественные 
новообразования [8, 9]. Также до 20 % здоровых лиц могут 
быть серопозитивными по АНА в НРИФ-HEp‑2, что в 50 % 
случаев обусловлено наличием антител, индуцирующих ге-
терогенное плотное мелкокрапчатое свечение нуклеоплазмы 
интерфазного ядра клетки и хроматина в зоне митоза при 
взаимодействии с ядерным антигеном DFS70 / LEDGF / 
р75 (dense fine speckled), имеющим молекулярную массу 
70 кДа (паттерн АС‑2 по новой номенклатуре типов имму-
нофлюоресценции, принятой международным консенсусом 
по паттернам АНА – ICAP) [3, 7, 10–12]. Антитела к DFS70 
относят к группе естественных протективных антител. При 
САРЗ антитела к DFS70 встречаются в сочетании с другими 
АНА, в то время как у здоровых лиц и пациентов, не страда-
ющих САРЗ, данные антитела, как правило, присутствуют 
изолированно, без каких-либо других аутоантител. Таким 
образом, обнаружение моноспецифических антител к DFS70 
в сыворотке крови ассоциируется с низкой вероятностью 
развития САРЗ и повышает диагностическую специфичность 
скринингового исследования АНА в НРИФ-HЕp‑2 [13]. В ка-
честве подтверждающих методов идентификации антител 
к DFS70 после их обнаружения в НРИФ-HЕp2 применяют 
ИФА, ХЛИА, ИБ, НРИФ-HEp‑2 с селективной иммуно-
адсорбцией антител, мультиплексный иммунный анализ, 
иммунопреципитацию и Вестерн-блот [13, 14]. Результаты 
оценки клинической значимости моноспецифических анти-
тел к DFS70 как негативного серологического маркера САРЗ 
у АНФ-позитивных пациентов варьируют в зависимости 
от особенностей используемых тест-систем, влияния генети-
ческих факторов, этнической принадлежности, проводимого 
лечения в обследуемых когортах больных и нуждаются 
в уточнении [13].

Цель работы: изучить частоту обнаружения моноспеци-
фических антител к DFS70 в сыворотках крови у здоровых 
лиц и больных САРЗ.

Материал и методы
Обследованы 59 больных САРЗ: 27 – с системной красной 

волчанкой (СКВ), 15 – с синдромом Шегрена (СШ), 17 – 
с ревматоидным артритом (РА), диагнозы у которых уста-

навливали на основании международных и отечественных 
классификационных критериев [15–19], и 74 здоровых до-
нора. Образцы сывороток крови хранились при минус 70 °C.

Классические АНА и антитела к DFS70 определяли ме-
тодом НРИФ с помощью коммерческого набора реагентов 
ANA HEP‑2 ELITE/DFS70 KO SUBSTRATE KIT (Immco 
Diagnostics / Trinity Biotech, США) на новом субстрате, 
состоящем из смеси стандартных HEp‑2 – клеток (10 %) 
с полностью сохраненным протеомом и генно-инженерных 
DFS70-KO HEp‑2 – клеток (90 %), которые лишены DFS70 / 
LEDGF / р75 – антигена, блокируя тем самым связывание 
антител к DFS с соответствующими таргетными эпитопами. 
Присутствие моноспецифических антител к DFS70 в ис-
следуемых сыворотках подтверждается наличием гетеро-
генного плотного мелкокрапчатого свечения нуклеоплазмы 
интерфазного ядра клетки и хроматина в зоне митоза 
(АС‑2) на стандартных HEp‑2 – клетках и отсутствием 
данного паттерна на нокаутированных по DFS70 – анти-
гену (DFS70-KO) HEp‑2 – клетках. Классические типы 
свечения (ядерное, цитоплазматическое, митотическое, 
смешанное) проявляются как на стандартных, так и DFS70-
KO HEp‑2 – клетках.

Обработку результатов НРИФ-HЕp‑2 осуществляли 
путем визуальной оценки образцов флюоресценции под 
микроскопом ECLIPSE 80i (Nikon, Япония). При анализе 
полученных данных учитывали максимальный титр об-
наружения АНФ в исследуемых сыворотках и тип свече-
ния. Позитивные результаты исследования АНА в НРИФ 
на субстрате HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO соответствовали 
титрам ≥ 1:160.

Результаты
Положительные результаты исследования АНФ в НРИФ 

на новом субстрате HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO выявлены 
у 11/74 (14,9 %) доноров и 49/59 (83,1 %) больных САРЗ 
(р < 0,05). Серопозитивными по АНФ были 96,3 % паци-
ентов с СКВ, 100,0 % – с СШ и 47,1 % – с РА (табл. 1). 
Моноспецифические антитела к DFS70 без других АНА 
обнаружены у 6,8 % доноров и не регистрировались в груп-
пе больных САРЗ (р < 0,05). АНА без антител к DFS70 
выявлены в сыворотках 8,1 % доноров и 83,1 % больных 
САРЗ. Результаты определения моноспецифического све-
чения DFS70 и классических паттернов антинуклеарных 
антител при исследовании сывороток АНФ-позитивных 
доноров и больных САРЗ методом НРИФ-HЕp‑2 ELITE/
DFS70-KO представлены в таблице 2. Частота изолиро-
ванного обнаружения антител к DFS70 в титрах 1:160–
1:640 среди АНФ-позитивных доноров составляла 45,5 %. 
У 54,5 % АНФ-позитивных доноров идентифицировались 
классические паттерны АНА без DFS70 свечения с преоб-
ладанием крапчатого и смешанного типов флюоресценции 
(45,5 %). АНФ-позитивные больные САРЗ характеризова-
лись отсутствием моноспецифических антител к DFS70 
и выявлением в 75,0–88,5 % случаев классических АНА 
со смешанным типом ядерного свечения. Смешанный тип 
ядерной флюоресценции у доноров и больных САРЗ был 
представлен сочетанием гомогенного (АС‑1) и крапчатого 
(АС‑4, -5) паттернов при отсутствии свечения, вызванного 
DFS70 (АС‑2).
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Обсуждение
Методом НРИФ на новом субстрате HЕp‑2 ELITE/

DFS70-KO моноспецифические антитела к DFS70 были 
выявлены в сыворотках у 6,8 % (45,5 % АНФ-позитивных) 
доноров и не обнаружены при СКВ, СШ и РА. Наши 
данные подтверждают результаты исследований, прове-
денных на основе других технологий определения антител 
к DFS70 (НРИФ-HEp‑2, ИФА, ХЛИА, ИБ, НРИФ-HEp‑2 
с селективной иммуноадсорбцией антител), согласно 
которым изолированное обнаружение этих антител имеет 
место у 2,0–8,9 % (24–54 % АНФ-позитивных) здоровых 
лиц и негативно ассоциируется с СКВ (0,0–0,4 %) и дру-
гими САРЗ (0,7 %) [11, 13]. Положительные результаты 
определения моноспецифических антител к DFS70 были 
предложены в качестве потенциального биомаркера для 
прогнозирования низкой вероятности развития САРЗ 
у АНФ-позитивных лиц с отсутствием или недостаточным 
количеством клинических критериев данных заболева-
ний (ОППР – отношение правдоподобия положительных 
результатов теста – 10,9) [9–13, 20, 21]. Исходя из этого, 
АНФ-позитивные результаты, обусловленные наличием 
в сыворотках пациентов моноспецифических антител 
к DFS70, не могут быть включены в классификационные 
критерии СКВ. В процессе 4-летнего наблюдательного 
исследования H. A. Mariz и соавт. [20] не зарегистриро-
вали ни одного случая САРЗ среди 40 здоровых доноров 
с перманентно высокими уровнями антител к DFS70 
(по данным НРИФ-HEp‑2 и Вестерн-блота) и отсутствием 
других АНА в сыворотке крови. Выявление моноспеци-
фических антител к DFS70 в НРИФ-HEp‑2 с селективной 
адсорбцией антител у АНФ-позитивных позитивных 
больных недифференцированным заболеванием соеди-
нительной ткани ассоциировалось с более низким риском 

его эволюции в подтвержденное системное аутоиммунное 
заболевание [22]. При использовании обычного метода 
НРИФ на стандартных HEp‑2 – клетках точная интерпре-
тация DFS70 и его дифференцировка от других паттер-
нов АНА (антител к дсДНК, экстрагируемым ядерным 
антигенам) с псевдо-DFS70 – свечением (гомогенным, 
крапчатым, смешанным) могут быть затруднены из-за 
субъективного характера и отсутствия квалифицированной 
экспертной оценки результатов теста, качества субстрата 
[23–25]. Применение субстрата HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO, 
состоящего из смеси стандартных HEp‑2 – клеток и генно-
инженерных DFS70-KO HEp‑2 – клеток, не экспрессиру-
ющих DFS70 / LEDGF / р75 – антиген, позволяет четко 
дифференцировать DFS от классических типов ядерного 
свечения [14, 23–25]. При этом анализ антител к DFS70 
методом НРИФ на HEp‑2/DFS70-KO – клетках является 
одноэтапным и устраняет необходимость проведения 
других подтверждающих тестов.

В группе из 29 больных, дубль-серопозитивных по анти-
телам к DFS70, определявшихся с помощью ХЛИА и ИБ, 
сравнили результаты трех методов исследования данных 
антител в НРИФ-HЕp‑2: при использовании стандартных 
HЕp‑2 – клеток, нового субстрата HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO 
и техники иммуноадсорбции антител к DFS70 [23]. Все три 
субстрата характеризовались хорошей чувствительностью 
для выявления паттерна DFS70 (93,1 %, 79,3 % и 72,4 % соот-
ветственно). Моноспецифический паттерн DFS70 отмечался 
у 65,5 % больных в НРИФ-HЕp‑2 с иммуноадсорбцией 
и у 55,2 % – на субстрате HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO, при этом 
уровень согласия между обоими тестами (коэффициент 
каппа Коэна – 0,22) был удовлетворительным. По данным 
рутинного скринингового исследования АНА сывороток 
1005 пациентов, проведенного М. Infantino и соавт. [25], 
из 22 (2,2 %) случаев с подозрением на положительные 
результаты определения изолированного паттерна DFS и его 
сочетания с гомогенным или крапчатым типами свечения 
в НРИФ на обычных HEp‑2 клетках только 17 образцов были 
подтверждены как DFS70-позитивные при использовании 
нового субстрата HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO (10 проявляли 
моноспецифический, 7 – смешанный паттерны DFS70). Трое 
из 10 пациентов, серопозитивных по моноспецифическим 
антителам к DFS70 в НРИФ-HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO, имели 
клинические критерии достоверного или вероятного САРЗ, 
у пяти человек результаты определения этих антител совпа-
дали с результатами ИБ. Среди семи пациентов, у которых 
на HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO – клетках антитела к DFS70 
выявлялись в сочетании с другими АНА (смешанный DFS70 
и крапчатый тип свечения), признаки САРЗ были отмече-
ны в четырех случаях, у пяти больных наличие антител 
к DFS70 подтверждалось методом ИБ. Авторами отмечена 
более высокая чувствительность НРИФ-HЕp‑2 ELITE/
DFS70-KO для идентификации антител к DFS70 по срав-
нению с методом ИБ, при этом подчеркивается отсутствие 
возможности полного исключения вероятности развития 
САРЗ у ряда пациентов с изолированным обнаружением 
данных аутоантител в сыворотке крови. В целом результаты 
изучения клинических ассоциаций моноспецифических 
антител к DFS70 неоднозначны и зависят от методиче-

Таблица 1
Частота обнаружения АНФ в НРИФ- HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO у доноров 

и больных САРЗ

Группы обследованных n АНФ ≥ 1:160, n (%)
Доноры 74 11(14,9)

СКВ 27 26 (96,3)
СШ 15 15 (100,0)
РА 17 8 (47,1)

Таблица 2
Частота обнаружения моноспецифического свечения DFS70 

и классических паттернов антинуклеарных антител у АНФ-
позитивных доноров и больных САРЗ при использовании НРИФ-

HЕp‑2 ELITE/DFS70-KO

Типы свечения
Группы обследованных

Доноры, 
n = 11 СКВ, n = 26 СШ, n = 15 РА, n = 8

Моноспецифическое 
DFS70 (АС‑2), n (%) 5 (45,5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Гомогенное ядерное 
(АС‑1), n (%) 0 (0) 1 (3,8) 0 (0) 0 (0)

Крапчатое ядерное 
(АС‑4, -5), n (%) 3 (27,3) 2 (7,7) 2 (13,3) 2 (25,0)

Цитоплазматическое 
(АС‑19, -20, -21), n (%) 1 (9,0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Смешанное (гомогенное, 
крапчатое ядерное) 

(АС‑1, -4, -5), n (%)
2 (18,2) 23 (88,5) 13 (86,7) 6 (75,0)
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ских особенностей их определения, уровней позитивности, 
а также подбора групп больных [13, 23, 25]. По данным 
систематического обзора литературы и метаанализа, вы-
явление моноспецифических антител к DFS70 с помощью 
различных иммунологических методов служит умеренно 
полезным тестом для исключения диагноза САРЗ у АНФ-
позитивных лиц (диагностическая чувствительность – 64 %, 
95 %-ный доверительный интервал: 0,49–0,77; диагности-
ческая специфичность – 69 %, 95 %-ный доверительный 
интервал: 0,33–0,91; площадь под характеристической 
ROC-кривой – 0,69), однако необходимы дальнейшие иссле-
дования для выяснения клинического значения изучаемых 
антител [26]. В настоящее время разрабатываются новые 
алгоритмы тестирования АНА для ранней диагностики 
САРЗ, включающие определение моноспецифических 
антител к DFS70 в качестве негативного серологического 
маркера данной группы заболеваний [11, 27].

Заключение
Выявление моноспецифических антител к DFS70 

в сыворотке крови может рассматриваться в качестве 
потенциального маркера для исключения диагноза САРЗ 
у АНФ-позитивных пациентов с отсутствием или не-
четко выраженными клиническими признаками данных 
заболеваний и тем самым существенно повысить диагно-
стическую специфичность определения АНФ на ранней, 
доклинической стадии заболевания.
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