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Vyšetření na přítomnost antinukleámích protilátek
(ANA) Se Stalo jednou Ze široce používaných metod
v diagnostice autoimunitních onemocnění. V bulle-
tinu WHO Z roku 1981 byly Stanoveny racionální indi-
kace osmi používaných diagnostických metod v kli-
nické imunologii včetně vyšetření ANA. Jako ne-
Zbytné bylo vyšetření uznáno při diagnóze Systémo-
vého lupus erytematodes (SLE), S určením výše titru
protilátek a jeho monitorováním při terapii. Jako po-
mocné pro diagnózu Sharpův Sy (mixed connective
tissue disease — MCTD), autoimunitm’ formy chro-
nické aktivní hepatitidy, léky indukovaného LE a
progresivní Systémové SkleróZy.

Velkou skupinu autoimunitních chorob představují
tzv. Systémová onemocnění pojiva - kolagenózy.
V následujícím přehledu bychom chtěli podat infor-
mace o významu detekce některých orgánově nespe-
cifických autoprotilátek v diferenciální diagnostice
těchto onemocnění.

Způsoby detekce

Detekci ANA lze provádět mnoha Způsoby. Vedle
imunodifúze, hemaglutinace, protisměrné imuno-
elektroforézy, radioimunostanovení (RIA) nebo en-
Zymoimunostanovení (ELISA) Zůstává v našich pod-
mínkách nejvíce využívanou metoda nepřímé imuno-
fluorescence (NIF). ANA se detekují na zmražených
mikrotomových řezech zvířecích tkání - myších led-
vin nebo krysích jater. Rovněž je možné ANA zjišťo-
vat na jádrech buněčných kultur Hep-2 buněk nebo
lidských leukocytů. Při NIF jsou séra pacientů nane-
Sena na uvedené Substráty a po navázání Se detekují
použitím fluorescenčních antiglobulinových konju-
gátů Značených fluoroisothiocyanátem (FITC).

ANA ve zdravé populaci

Je Známou Skutečností, že nález ANA neznamená
ještě autoimunitní onemocnění. Pozitivní nález níz-
kého titru ANA v populaci do 50 let se udává ve 4 % ,
nad 65 let v 18 % (1). Výskyt ANA u žen je přitom
vyšší než u mužů.

Systémová onemocnění pojiva

Průkaz ANA je důležitým diagnostickým kritériem
autoimunitních chorob. Systémový LE, revmatoidní
artritida (RA), Sklerodermie, MTCD, Systémová
Skleróza jsou onemocnění S aberacemi v humorální

i buňkami Zprostředkované imunitě. Výsledkem
těchto dysregulací je vznik různých druhů autoproti-
látek. Pro některé formy kolagenóz je podstatným
imunologickým nálezem přítomnost ANA. Podobně
jako LE fenomén, který je Zjišťován v přítomnosti
protilátek proti deoxyribonukleoproteinu (DNP),
jsou ANA namířeny proti různým jaderným antige-
nům. V literatuře jsou rozlišovány různé typy fluores-
cence uváděné S korelacemi k některým nosologic-
kým jednotkám (tab. 1). V tabulce 2 je udána poziti-
vita výskytu ANA u jednotlivých chorob. Uvádí Se.
že v Systému bflkovin buněčného jádra se nalézá asi
1500 antigenů. Některé z nich jsou uvedeny v ta-
bulce 3.

Tabulka l
ANA u Systémových onemocnění

Typ Antigen Onemocněnífluorescence

dS-DNA SLE
Histony Diskoidní LE
DNP Sjögrenův sy

MCTD
Dermato-Polymyositida
PSS

ds-DNA SLE aktivní
Ss-DNA jiná onemocnění než SLE

Skvrnitý Sm SLE
PSS
Dermato-Polymyositida
Revmatoidní artritida
MCTD
Dermato-Polymyositida
PSS

nedostatečně PSS
charakterizováno Sjögrenův Sy

Homogenní

Periferní

ENA
nRNP

Nukleolární

Tabulka 2
Výskyt ANA při autoimunitních onemocněních

Diagnóza Pozitivita ANA (%)

95-100
40-60

Systémový LE
Revmatoidní artritida

.Progresívní Systémová skleróza 60-90
Polymyositida-dermatomyositida 49-74
MCTD (Sharpův Sy) 100
Sjögrenův Sy 80

Med. Clinics N. Amer., 69, 1985, č. 3



194 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY RoČNÍK LvIII, 1989, č. 5/6

Tabulka 3
Komplexy antigen — protilátka detekované v buněčném jádru

DNA
dS-DNA
SS-DNA

Histony
H1. H2A. H3. H4
histonové komplexy

Nehistonové proteiny
Sm. RNP. Ro/SSA. La/SSB. KiRANA, PM-l, Jo-l. Ku,
SCI-70. centromera. nukleolámí antigeny

Med. Clin. N. Amer.. 69. 1985. č. 3

Charakterizace systémů antigen-protilátka

Významné postavení v diagnostice autoimunitních
chorob mají protilátky proti dvouvláknové deoxyri-
bonukleové kyselině, anti-ds-DNA. Jejich pozitivita
vysoce koreluje S klinickým obrazem SLE, obvykle
ve vysokých titrech (2). Jejich průkaz Se provádí NIF
na prvoku Trypanozoma Danilewski, jehož kineto-
plast je Zdrojem nativní dvouvláknové DNA.

Histony jsou nukleoproteiny přítomné v eukaryo-
tických buňkách tvořící podstatnou část chromatinu.
Při přítomnosti autoprotilátek proti histonům jsou
Zjišťovány různé typy imunofluorescence (3). Na zá-
kladě vysycovacích pokusů bylo přijato, Že protilátky,
které vážou nukleoprotein, jsou protilátky proti his-
ton-DNA komplexům a jejich specifita je ekviva-
lentní LE-buňkám.

V sérech pacientů Se systémovým onemocněním
pojiva jsou Zjišťovány protilátky proti tzv. extrahová-
telným nukleárním antigenům (ENA). Nomenkla-
tura těchto antigenů vychází ze jmen pacientů, u kte-
rých byly poprvé protilátky prokázány. Jsou dobře bio-
chemicky definované a nejdůležitějšími Z nich jsou
Sm, Ro-SSA, La-SSB, SCI-70, Ma antigen (4). První
metodou jejich průkazu byla Ouchterlonyho precipi-
tace. V současné době je možné tyto protilátky dete-

. kovat imunofluorescenčně, ELISA a RIA metodou.

SLE

Jedním z nejzávažnějších autoimunitních onemoc-
nění postihujících různé systémy je Systémový LE.
Symptomatologie S laboratorními ukazateli předsta-
vuje Základ pro diagnostická kritéria Americké rev-
matologické společnosti (5). Zvláště závažné je posti-
žení ledvin, Srdce, plic, CNS. V patogenezi Se uplat-
ňuje 3. typ přecitlivělosti (imunokomplexový). Vý-
Skyt autoprotilátek proti ds-DNA je patognomický
pro stanovení diagnózy. Jsou detekovatelné u 50
až 75 % pacientů v Závislosti na použité metodě
a aktivitě onemocnění (6). Při současném poklesu C3
je udávána prakticky 100% Specificita a senzitivita
u pacientů s klinickým obrazem SLE (l). Nízký titr
anti-ds-DNA je Zjišťován při RA (7), chronické ak-

tivní hepatitidě (8), léky indukovaného lupusu (9),
psoriatické artritidě, sekundární a idiopatické uvei-
tidě a některých infekčních onemocnění. Pozitivní
korelace byla nalezena mezi přítomností komplement
vázajících anti-dS-DNA a aktivitou onemocnění při po-
Stižení ledvin. S výskytem protilátek proti dS-DNA
souvisí i přítomnost ve svých důsledcích patologic-
kých imunokomplexů uplatňujících Se přiorgánovém
postižení. Nejzávažnější průběh mívá onemocnění při
výskytu anti-dS-DNA ve třídě IgG, Zatímco při vý-
skytu ve` třídě IgM bývá průběh mírnější S relativně
benigními Změnami na ledvinách (12, 13). Protilátky
proti jednovláknové DNA se kromě SLE vyskytují
u celé řady jiných autoimunitních, maligních a in-
fekčních onemocnění (10, 11). Z dalších autoproti-
látek je možno nalézt u nemocných se SLE protilátky
proti komplexu ENA-anti-Ro/SSA, anti-La/SSB,
Sm, histonu a dalším. Podle výskytu jednotlivých
druhů protilátek je možné uSuZovat na klinický prů-
běh a prognózu onemocnění (15, 16).

V souvislosti s výskytem autoprotilátek u SLE je
nutné se zmínit o tzv. ANA-negativním SLE. Jedná
Se o skupinu pacientů, v jejichž Sérech nebyly opako-
vaně prokázány protilátky anti-DNA ani proti jiným
cytoplazmatickým antigenům, ačkoli klinický obraz
a další sérologická diagnostika byly charakteristické
pro SLE (17, 18, 19). Charakteristické je pro tuto
Skupinu postižení kůže ve formě rashe, mukózních
vředů a fotosenzitivita. Udává Se 5% výskyt ANA-
negativních pacientů se SLE na jednom z následují-
cích tří Substrátů - myší ledvina, krysí játra. lidské
granulocyty. Jedno Z vysvětlení vychází Z nemožnosti
detekovat anti-Ro a anti-La protilátky na uvedených
substrátech. Jiné hypotézy uvažují o fenoménu pro-
zony při průkazu protilátek nebo „ukrytí“ protilátek
v imunitních komplexech (20).

Lékově indukovaný lupus erytematodes

Podávání některých léků jako hydralazinu, isonia-
Zidu, procainamidu, chlorpromazinu, hydantoino-
vých derivátů, beta blokátorů nebo antithyroidálních
léků může vyvolat obraz onemocnění podobný SLE.
Více postiženy jsou ženy (21). Klinický obraz obou
onemocnění Se liší, charakteristickým nálezem v au-
toprotilátkách je přítomnost antihistonových protilá-
tek (22), zatímco protilátky anti-Sm a anti-DNA ob-
vykle nejsou přítomny.

Sjögı'enův syndrom

Triáda —- suché oči (keratoconjunctivitis Sicca), Su-
chá ústa (xerostomie) a onemocnění pojivové tkáně
charakterizuje toto onemocnění. Slinné a Slzné žlázy
jsou infiltrovány lymfoplazmocelulárními buňkami.
Prakticky ve 100 % je pozitivní RF latexfixačním tes-
tu, jehož průkaz je možný také místně v synovii nebo
ve Slinách.. Vysoký titr kryoglobulinů nebo cirkulují-
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cích IgG-RF-IgG komplexů může vést k hyperviskóz-
nímu syndromu. Z ANA Se detekují protilátky proti
některým cytoplazmatickým antigenům anti-Ro/SSA
a anti-La/SSB. Protilátky anti-Ro a anti-La byly prav-
děpodobně poprvé detekovány v Sérech pacientů se
Sjôgrenovÿm sy v roce 1958. Antigeny byly získány
preparací Z lidské a hovězí Sleziny, buněčné linie Wil
2. Nejvícevyužívanou a senzitivní metodou detekce
se stalo enzymo a radioimunostanovení. Je možné
použít metody Western-blottingu, ale bez kvantitativ-
ního vyjádření. Práce Alspougha aj. popisovaly nález
těchto protilátek výlučně u primárního Sjögrenova Sy
(23). Další autoři ale zjistili anti-Ro protilátky u pa-
cientů s primárním i sekundárním Sjögrenovým sy a
SLE (24) nebo Sklerodermií (25). Anti-Ro protilátky
byly také prokázány u pacientů s primární biliární cir-
hózou. Zvláštní pozornost Si tyto protilátky Zasluhují
u matek se SLE, resp. novorozenců těchto matek.
U nich je zvýšené riziko novorozeneckého LE. Proti-
látky anti-Ro jsou schopny transplacentárního přestu-
pu. Pozoruhodné je zjištění, že séra s anti-La protilát-
kami precipitují RNA-proteiny asociované S adeno-
viry a EBV.

Polymyositida-dermatomyositida

Diagnóza komplexu polymyositida-dermatomyosi-
tida vychází z kritérií Bohana a Petera z r. 1975 (26).
Onemocnění je charakterizováno nehnisavým záně-
tem kosterních svalů a infiltrací lymfocyty. Diagnos-
tický přínos průkazu protilátek není u tohoto one-
mocnění podstatný. Byly detekovány protilátky proti
extrahovatelným nukleámím antigenům Mi-l a Jo'-1
(27, 28). Později byly nalezeny protilátky proti dal-
šímu antigenu z komplexu ENA-PM-l. Při použití
NIF na linii Hep-2 buněk jsou nalézány protilátky
proti jádru, jadérku i cytoplazmatickým komponen-
tům. ,

Progresivní systémová skleróza (PSS)

Název odpovídá termínům Systémová skleroder-
mie nebo systémová skleróza. Průkaz autoprotilátek
má pro stanovení diagnózy a prognózu onemocnění
značný význam. ANA jsou prokazatelně již v časné
fázi onemocnění. Typické jsou antinukleolární proti-
látky proti 4-óS-RNA a 7-2-ribonukleoproteinu.
Nukleolární protilátky se ale mohou vyskytovat
i u SLE, chronické polyartritidy a Sjögrenova Sy (29).
Specifické pro PPS jsou anticentromerové protilátky
(ACA) a protilátky proti antigenu SCI-70. Pacienti
s těmito protilátkami častěji vykazují těžké formy
onemocnění S postižením více orgánů, zejména plic.
ACA jsou také prokazovány u CREST syndromu
(kalcinóza, Raynaudův syndrom, Stenóza ezofagu,
sklerodaktylie, teleangiektázie). Proto pozitivní ná-
lez ACA u pacientů S Raynaudovým sy by měl vést
v diagnostické rozvaze také k PSS.

Sharpův syndrom -— MCTD
(mixed connective tissue disease)

MCTD bylo původně popsáno jako „pravděpo-
dobně diskrétní Syndrom revmatického onemocnění
Sdružený S výskytem Specifických protilátek proti
ENA“ (30). V klinickém obraze jsou typické artral-
gie, Raynaudův fenomén, artritida, poruchy motility
jícnu, myositida, Sklerodaktylie. V porovnání s jinými
systémovými onemocněními má lepší prognózu, mír-
nější průběh, jen výjimečně S postižením ledvin,
a dobře reaguje na kortikoidní terapii. Z autoproti-
látek jsou nejtypičtější protilátky proti ribonukleo-
proteinovému komplexu U1 RNP. Pro diagnôzu je
specifický titr větší než l : 1600 při hemaglutinační
metodě. Specificita těchto protilátek k diagnóze
MCTD se uvádí 99 % (31).

Stanovení specifických antinukleárních protilátek
má důležité místo v diagnostice, monitorování prů-
běhu a prognóze autoimunitních onemocnění. Me-
toda NIF Slouží dnes jako screeningová metoda S po-
měrně dobrou reprodukovatelností. Vedle této me-
tody Se Stále ve větší míře uplatňují metodyELlSA
a RIA. Při charakterizaci antigenů hraje nezastupitel-
nou roli westernblottová technika. Dá se očekávat, že
další podrobnější charakterizace antigenů a autopro-
tilátek, podmínek jejich vzniku by mohly přispět
k objasnění otázek patogeneze i terapie tak závaž-
ných onemocnění, jakými jsou Systémová onemoc-
nění pojiva.

Souhrn

Výskyt antinukleárních protilátek je jedním ze zá-
kladních diagnostických znaků VSystémového onemoc-
nění pojiva. Tyto autoprotilátky se přímo účastní
v patogenezi těchto onemocnění. Autoři ve Svém Sdě-
lení předkládají Základní informace o Způsobech de-
tekce antinukleárních protilátek, jejich nomenklatuře
a významu v diagnostice systémových onemocnění
pojiva.
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