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VYSETRENI AUTOPROTILATEK - SOUCASNE MOZNOSTI
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Laboratorni imunologické vySetieni prispiva k diagnoze autoimunitnich onemocnéni. Relativné jednoduchou metodou je vy-
Setfeni autoprotilatek. Autoprotilatky mohou predchazet klinické manifestaci onemocnéni, provazet klinickou manifestaci,
pretrvavat po klinicky manifestni onemocnéni nebo mohou existovat bez onemocnéni. Autoprotilatky slouzi jako marker
autoimunitniho onemocnéni. K jejich detekci slouzi rada metod, jako je napi. neprima imunofluorescence, enzymova imuno-
analyza, radioimunoanalyza, imunoblot. V publikaci jsou konkrétné popsany moznosti stanoveni jednotlivych systémovych
i organové specifickych autoprotilatek. Laboratorni stanoveni autoprotilatek vsak mize mit radu uskali. Proto by mél byt
u kazdé diagnostické metody urcen optimalni pomér senzitivita/specificita.
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DETERMINATION OF AUTOANTIBODIES - PRESENT POSSIBILITIES

The laboratory immunological findings contribute to the diagnosis of autoimmune diseases. A relatively simple method is
the detection of autoantibodies. Autoantibodies can precede the clinical manifestation of the disease, accompany the clinical
manifestation, last during the clinical manifestation or even exist without any disease present. Autoantibodies serve as a mar-
ker of autoimmune diseases. Various methods serve for the detection of autoantibodies, e.g. indirect immunofluorescence,
enzyme immunoanalysis, radioimmunoanalysis, immunobloting. The paper describes the detailed possibilities for the dete-
ction of the particular systemic and organ specific autoantibodies. However, the laboratory determination of autoantibodies
can present a series of pitfalls. Therefore, for each diagnostic method, an optimum sensitivity/specificity ratio should be

determined.
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Uvod

Autoimunitni onemocnéni je charakterizovano stavem,
pri kterém vytvorené autoprotilatky nebo autoreaktivni
T- ¢i B-lymfocyty poskozuji vlastni buniky ¢i tkané€ organis-
mu. Diagnostika autoimunitnich chorob spoc¢iva v rozboru
anamnézy, klinickych priznak, objektivniho nalezu a la-
boratorniho vySetfeni. Laboratorni imunologické vySetie-
ni prispiva k diagnoze autoimunitniho onemocnéni, even-
tualné k posouzeni jeho aktivity. VySetfeni autoprotilatek je
proti bunécnym metodam metodou relativné jednoduchou.
Autoprotilatky mizZeme délit na organoveé specifické a orga-
nové nespecifické (tabulky 1 a 2).

Autoprotilatky jsou heterogenni skupinou protilatek
s ohledem na jejich indukci, specifitu, efekt a klinicky vy-
znam. Jsou to imunoglobuliny namifené proti endogen-
nim antigeniim, jako jsou proteiny, glykoproteiny, nukle-
ové kyseliny, fosfolipidy a glykofosfolipidy. MizZeme je de-
tekovat v séru a v dalSich télesnych tekutinach (napf. sy-
novialni tekutin€, cerebrospinalni tekutin€). Tvorba au-
toprotilatek miize byt indukovana rtiiznymi patogenetic-
kymi mechanizmy (patologické autoprotilatky) nebo mu-
Ze probihat bez indukce jako soucast tvorby pfirozeného
repertoaru obrany (prirozené autoprotilatky). Pfirozené
autoprotilatky hraji vice ¢i méné fyziologické role (napf.
prvni linie v obrané proti infekci, imunoregulace), obvyk-
le jsou pfitomny v nizsich titrech, maji relativné nizkou
afinitu k odpovidajicimu antigenu a vétSina patfi do tfidy
IgM, zatimco antigenem aktivované autoprotilatky mo-
hou mit patogeneticky efekt (napf. inhibice nebo stimula-
ce receptoru). Rada autoprotilatek, které jsou indukova-
ny specificky u autoimunitnich nemoci, maji vyznamnou
klinickou relevanci bez ohledu na svou ulohu v patogene-
Zi onemocnéni.

Prevalence autoimunitnich onemocnéni v popula-
ci (3-5%) podporuje dulezitost diagnostiky autoprotila-
tek ve veiejném zdravotnickém sektoru. V klinické rozva-
ze se uplatiuji autoprotilatky pfi diferencialni diagnoze
mozného systémového nebo organové specifického one-
mocnéni, pii zpresnéni diagndzy, odhadu aktivity auto-
imunitniho procesu a pfipadné prognozy onemocnéni.

Autoprotilatky mohou predchazet klinické manifestaci
autoimunitniho onemocnéni, provazet klinickou manifes-
taci, pretrvavat po klinicky manifestnim onemocnéni nebo
mohou existovat bez onemocnéni.

Autoprotilatky pravdépodobné nejsou vétSinou bezpro-
stfedni pfi¢inou onemocnéni. Spise slouzi jako marker au-
toimunitniho onemocnéni.

Moznosti stanoveni autoprotilatek

Antinukledrni protildtky - ANA

Tyto autoprotilatky jsou nespecifické, zaméfeny na
komplex riznych nuklearnich antigenti. Cilem antinuk-
learnich protilatek v bunce je chromatin (DNA, histony,
jejich komplex zvany nukleozom a nehistonové chromo-
zomalni proteiny, napf. centromery), jaderna membrana
a pory, jadérko (polypeptidy, nékdy v komplexu s RNA,
riazné enzymy), ribonukleové kyseliny (predev§im RNA
v komplexu s proteiny = ribonukleoproteiny RNP), jader-
na matrix (fibrilarni kostra jadra), jaderna tekutina (obsa-
hujici celou fadu rozpustnych antigent) a rizné soucasti
cytoplazmy (napf. enzymy, ribozomy, mitochondrie).

Prvni screeningovou metodou by mélo byt mikrosko-
pické vySetieni antinuklearnich protilatek nepfimou imu-
nofluorescenci, kde jako substrat slouZzi vrstva lidskych na-
dorovych bunék - HEp-2 bunéé¢na linie z lidského karci-
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nomu laryngu. Je mozZno odecitat rtizné typy fluorescen-
ce tak, jak rtizné autoprotilatky reaguji s riznymi kompo-
nentami bunék. Vétsina téchto obrazli neurci jednoznac-
né nékterou z autoprotilatek, ale miize napomoci pii dal-
$im vySetfovani. Rozeznavame Sest zakladnich typt fluo-
rescence: homogenni, periferni, zrnity, nukleolarni, cen-
tromerovy a cytoplazmaticky, nékteré s dalSimi podty-
py (tabulka 3). Pozitivni nalez je vZdy nutné hodnotit
v kontextu s klinickym obrazem nemoci. Na metodu ne-
pfimé imunofluoresnece by v pfipadé pozitivity mélo na-

sich metod vedoucich k uréeni pfesné protilatkové specifi-
ty. K presnéjsi identifikaci autoprotilatek se pouzivaji dal-
$i metody, napf. enzymova imunoanalyza (EIA), pfi nizZ se
uzivaji cela jadra, jaderné extrakty nebo smési purifikova-

nych nebo rekombinantnich jadernych proteina.

Autoprotildtky proti dvojspirdlové DNA - anti dsDNA
Dilezitym indikatorem piitomnosti anti dsDNA je ho-
mogenni fluorescence interfaze jadra a chromatinu mito-
tickych bunék pfi screeningu antinuklearnich protilatek
nepiimou fluorescenci na HEp-2 bunkach. Dal§i mozZnosti
je imunofluorescenéni test se substratem Crithidia Luciliae,
coz je bicikovec, ktery ma kromé jadra jesté télisko, zvané

Tabulka 1. Organové nespecifické autoprotilatky a jejich klinické uziti
klinické uziti

organové nespeci-
fické autoprotilatky

ANA ¢ systémovy lupus erythematodes, screening
pro jednotlivé antinukledrni autoprotilatky

DsDNA * systémovy lupus erythematodes

ENA-SS-A, SS-B * Sjoégrenova choroba, systémovy lupus
erythematodes

ENA-Scl-70 * systémova sklerodermie

ENA-Sm * systémovy lupus erythematodes, popfipadé

overlap syndrom
dermatomyozitida/polymyozitida

ENA-Jo-1, PL-7, PL-12 |

kinetoplast, které obsahuje Cistou dvouvlaknovou DNA.
Pritomnost protilatek indikuje fluorescence kinetoplastu.

Dalsimi moZnymi detekénimi metodami jsou i radio-
imunoanalyza (Farr esej) nebo EIA, které se doporucu-
ji pouze pro longitudinalni sledovani hladin anti dsDNA
u pozitivnich pacientd.

Autoprotildtky proti extrahovatelnym jadernym
antigenum - ENA

Extrahovatelné jaderné antigeny jsou vSechny ribonuk-
leoproteiny a nehistonové proteiny, které mazou byt vymy-
ty z bunécnych jader uZitim neutralniho roztoku pufru.
K detekci autoprotilatek slouzi dvojita radialni imunodifu-
ze (metoda podle Ouchterlonyho).

Detekce jednotlivych autoprotilatek ze skupiny ENA:

Autoprotildtky proti Sm antigenu: dvojita radialni imuno-
difuze, imunoblot, EIA, radioiminoprecipitace.

Autoprotildtky anti SS-A: dvojita radialni imunodifuze,
imunoblot, EIA.

Autoprotildtky anti SS-B: dvojita radialni imunodifuze,
imunoblot, EIA.

Antisyntetdzové autoprotildatky (autoprotilatky namire-
né proti aminoacyl-tRNA-syntetazam) - napf. Scl-70 (pro-
ti DNA-topoizomeraze), Jo-1 (proti histidyl-tRNA-synte-
taze), PL-7 (proti threonyl-tRNA-syntetaze) a PL-12 (pro-
ti alanyl-tRNA-syntetaze): metody nepiimé imunodifuze,
imunoblot, EIA, imunoprecipitace.

Autoprotildtky proti cytoplazmé neutrofili - ANCA

ANCA je obecny termin pro vSechny autoprotilatky na-
mifené proti cytoplazmatickym antigentim neutrofil. Cilové
antigeny ANCA jsou proteinaza 3, myeloperoxidaza, elasta-
za, catephsin G, azurozidin, lactoferin, lysozym, BPI (pro-
tein zvySujici bakterialni permeabilitu). Ke stanoveni ANCA
se uziva nepfima imunofluorescence, kde jako substrat slou-
Zi etanolem fixované lidské neutrofily, produkujici rozdilné

ACA + CREST syndrom, systémové sklerodermie typy cytoplazmatické imunofluorecsence (granularni cyto-
ANCA + vaskulitické syndromy typu Wegenerovy plazmatickd - cANCA, perinuklearni - pANCA a atypicka
granulomatézy (CANCA) a nodézni polyarte- - aANCA nebo xANCA).
ritidy (pANCA)
aPL + antifosfolipidovy syndrom Tabullka 2'. Orgénové’specifické ’autvoplrotilétky a jejich klinické uziti
AMA * primarni biliarni cirhdza organove §pec|f|cke klinické uziti
« mozno u polékového SLE, u chro- autoprotilatky
nické aktivni hepatitidy a cirhéz, proti TPO * autoimunitni tyreoiditida
dermatomyozitidy/polymyozitidy proti Tgl * autoimunitni tyreoiditida
SMA * chronickd aktivni autoimunitni hepatitida, proti nadledvindm ¢ autoimunitni Addisonova choroba, autoimu-
virova hepatitida nitni polyglandularni syndromy I. a ll. typu
LKM * chronicka autoimunitni hepatitida, virova proti ovariim * autoimunitni poruchy reprodukce, syndrom
hepatitida typu C pfedéasného ovarialniho selhani
StMAB * myasthenia gravis, polymyozitida proti testes * autoimunitni poruchy reprodukce
RF * revmatoidni artritida, systémovy lupus proti Langerhansovym | ¢ diabetes mellitus 1. typu
erythematodes, Sjogrenliv syndrom ostravkim
Vysvétlivky: ANA—antinuklearni protilatky, ENA —protilatky proti extra- proti GAD * diabetes mellitus 1. typu
hovatellnny'm nukleérnim. antigeqﬂm, ANCA - protilatky Iproti cytoplazmé proti 1A2 + diabetes mellitus 1. typu
neutrofild, dsDNA -proti dvojspirdlové DNA, aPL-protilatky proti fosfo- o . :
proti inzulinu o diabetes mellitus 1. typu

lipiddm, RF —revmatoidni faktor, ACA-autoprotilatky proti centromérim,
AMA - protilatky proti mitochondriim, SMA — protilatky proti hladkym svaldm,
LKM - autoprotilatky proti mikrozomdm jater a ledvin, StMAb - protilatky
proti pfiéné pruhovanym svalim

proti endomyziu * celiakie, dermatitis herpetiformis
Vysvétlivky: TPO —tyreoidalIni peroxidaza, Tgl-tyreoglobulin, GAD —de-
karboxylaza kyseliny glutamové, A2 -specificky ostrlivkovy antigen 2
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ANCA se specificitou pro myeloperoxidazu stano-
vujeme enzymovou imunoanalyzou s vysoce purifiko-
vanou lidskou myeloperoxidazou, jako screening se uZzi-
va nepiima imunofluoresnce pro ANCA s obrazem peri-
nuklearni fluorescence (pANCA). ANCA se specificitou
pro proteinazu 3 se detekuji téZ metodou enzymové imu-
noanalyzy s vysoce purifikovanym nativnim PR3 a opét
jako screening slouzi nepfima imunofluorescence pro
ANCAsobrazemcytoplazmatickéfluorescence (cCANCA).
ANCA se specificitou jinou nez pro proteinazu 3 a myelo-
peroxidazu stanovujeme metodou EIA nebo uzitim imu-
noblotu.

Protildtky proti fosfolipidiim - aPL

Jedna se o termin pro vSechny autoprotilatky nami-
fené proti neutralnim nebo negativné nabitym fosfolipi-
dim tj. kardiolipinové protilatky, lupus antikoagulans,
fosfatidylcholinové protilatky, fosfatidyletanolaminové
protilatky, fosfatidylinisitolové protilatky, fosfatidylseri-
nové protilatky. K detekci téchto protilatek slouzi meto-
da EIA s uzitim purifikovanych fosfolipidli v pfitomnos-
ti B2-glykoproteinu nebo kininogenu. Dale se da uZit ko-
agulacni test.

Revmatoidni faktor - RF

Revmatoidni faktor jsou autoprotilatky namifené proti
Fc fragmentu pozménéného IgG imunoglobulinu.

V minulosti byly nejCastéji pro stanoveni revmatoidni-
ho faktoru uzivany aglutinaéni techniky. Obecné uzivany-

Tabulka 3. Typy fluorescence na Hep-2 bunkéch, jednotlivé protilatky
a nejéastéjsi vyskyt pfi onemocnéni

typ flourescence | ANA onemocnéni
homogenni * anti-histonové * SLE, RA, LI-SLE, JCA
* anti-dsDNA * SLE
periferni ¢ anti-dsDNA * SLE
* anti-laminové * SLE
skvrnity ¢ anti-U1 RNP * MCTD, SLE
* anti-Sm * SLE
* anti-La (SS-B) * SS, SLE, vzacné RA
¢ vanti-Ro (SS-A) * SS, SLE, neonatalni
* anti-PCNA/cyklin lupus, fidce RA
anti-Ku * SLE
anti-Scl-70 * SLE, SCL/DM
* SCL
nukleolarni * anti-ribozomalni RNP |« SLE
homogenni * anti-PM-Scl * SCL/DM
chomackovity * anti-U3 RNP (fibrilarin) | ¢ SCL
skvrnity * anti-RNA polymeraza | | » SCL
tec¢kovany * anti-centromerové * CREST
cytoplazmaticky ¢ anti-tRNA syntetdzy |+ PM/DM
(Jo-1, PI-7) * SLE
* anti-ribozomalni RNP | SLE
* anti-Ro * PBC
* anti-mitochondridlni

Vysvétlivky: SLE - systémovy lupus erythematodes, LI-SLE —éky indukovany
SLE, RA - revmatoidni artritida, SS — Sjégrentv syndrom, SCL - systémova
sklerodermie, PM/DM - polymyozitida/dermatomyozitida, CREST - limitovana
forma sklerodermie, MCTD - smiSené onemocnéni pojiva, JCA — juvenilni
chronicka artritida, PBC — primarni biliarni cirhdza

mi metodami v soucasnosti jsou kvantitativni metody, jako
je EIA a nefelometrie.

Revmatoidni faktor miize byt nalezen ve vSech imuno-
globulinovych tfidach (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE). Nefelo-
metrie umoznuje kvantitativni stanoveni revmatoidniho
faktoru, preferencné detekuje IgM revmatoidni faktor. Pri
nefelometrii se vzhledem k cirkulujicim imunokomplexim
mohou vyskytovat faleSné pozitivni vysledky. EIA je pou-
ze test, ktery umoznuje rozliSeni izotypt IgM, IgG a IgA
revmatoidniho faktoru.

Autoprotildtky proti centromérum - ACA

ACA mutzeme detekovat pomoci nepiimé fluorescen-
ce na HEp-2 bunkach. Dalsimi detek¢nimi metodami jsou
EIA s uzitim rekombinantniho CENP-B proteinu a imuno-
blot s uzitim bunécnych extrakti reagujicimi s centrome-
rovymi proteiny CENP-A, -B a -C.

Protildtky proti mitochondriim - AMA

Tyto autoprotilatky miizeme detekovat nepfimou imu-
nofluorescenci, pomoci imunoblotu nebo metodou EIA.
Imunofluorescence je zdaleka nejuzivanéjsi metodou pro
klinické testovani AMA, jako substrat se uzivaji HEp-2 bun-
ky nebo krysi fezy. Imunofluorescence detekuje pouze pfi-
tomnost ¢i absenci AMA a nema schopnost detekovat speci-
fické antigeny. Screeningové vySetfeni AMA imunofluores-
cencni metodou je proto diferencialné diagnosticky omeze-
né. Pfinosem je vySetfeni podtyptit AMA (M1-M6).

Protildtky proti hladkym svalim - SMA

Tyto autoprotilatky reprezentuji heterogenni skupinu
protilatek s rozdilnou specificitou, které reaguji s rtizny-
mi antigeny cytoskeletu hladkého svalu bunék. Detekuje-
me je pomoci nepfimé imunofluorescence, kde jako sub-
strat slouZzi kultury fibroblast nebo mysi Zaludky.

Autoprotilatky proti mikrozomiim jater a ledvin - LKM

Je znamo né€kolik cilovych antigend, a tak rozliSujeme
autoprotilatky LKM-1, LKM-2, LKM-3, LM. Standardni,
ackoliv ne nejlepsi technikou pro detekci LKM-1, LKM-2,
LKM-3 a LM je nepfima imunofluorescence s uzitim hlo-
davéich kryostatickych fezl jater a ledvin. Nejvice senzi-
tivni a specifickou pro detekci LKM-1 je detekce pomoci
imunoblotu s uzitim rekombinantniho P450I1 D6.

Protildtky proti pricné pruhovanym svaliim - StMAb

K detekci téchto autoprotilatek se uziva neprima imu-
nofluorescence s hlodav¢i nebo lidskou svalovou tkani ja-
ko substratem, nebo metoda EIA, s uzitim smési proteint
extrahovanych z lidskych pfi¢né pruhovanych svalii nebo
purifikovanych proteint pfi¢né pruhovanych svala.

Orgdnoveé specifické autoprotildtky

K detekci autoprotilatek proti antigenim nadledvin,
ovarii, testes, Langerhansovych ostruvkl, S§titné zlazy
a proti endomyziu se uziva metoda nepfimé imunofluores-
cence, kde jako substrat slouzi opici fezy dané tkané.
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Enzymovou imunoanalyzou se stanovuji autoprotilat-
ky proti tyreoidalni peroxidaze, tyreoglobulinu a gliadi-
nu. Autoprotilatky proti dekarboxylaze kyseliny glutamo-
vé, proti inzulinu, proti specifickému ostriivkovému anti-
genu A2 se detekuji pomoci radioimunoanalyzy.

Zavér

Je nutné si uvédomit, Ze stanoveni autoprotilatek ma fa-
du uskali. Diagnosticky relevantni autoprotilatky jsou he-
terogenni s ohledem na jejich specificitu, tj. rozpoznavaji
ruzné druhy epitopi. Nasledkem toho je, Ze rozdilné analy-
zy casto detekuji rozdilné subpopulace autoprotilatek. Vy-
sledek stanoveni pro konkrétni autoprotilatkovou specifici-
tu se proto muze liSit od metody k metodé.

Byla-li uzita k urceni pritomnosti dané antigenni spe-
cificnosti pouze jedna detekéni metoda, tak nikdy nemu-
Zeme vylouéit moznost faleSn€ pozitivniho nebo negativni-
ho vysledku. Pfikladem efektivniho pristupu k sérologické
diagnoze systémovych autoimunitnich onemocnéni miize
byt kombinace vysetfovani antinuklearnich autoprotilatek
cestou nepiimé imunofluorescence nasledované diferenci-
aci autoprotilatkové specificity cestou enzymové imunoa-
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nalyzy. Kontrolni testy by mé€ly byt provedeny v pfipadé¢,
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ni cytoplazmaticka fluorescence v kombinaci s pozitivnim
nalezem anticytoplazmatickych protilatek (napf. Jo-1 auto-
protilatky). Jestlize je tato kombinace (IF negativni, EIA
pozitivni), tak je diagnosticka cena enzymové imunoana-
lyzy limitovana.

Diagnosticka hodnota autoprotilatkové specificnosti
se 1iSi v zavislosti na typu pouzité detek¢ni metody. Vyso-
ka senzitivita metody obvykle vede k vysoké diagnostické
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tody by mél byt proto urCen optimalni pomér senzitivita/
specificita.
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