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Detekce autoprotilatek se stala jednou ze §iroce
pouzivanych metod v lékaiské imunologii. Skupina
autoimunitnich onemocnéni tvofi pomérné poletnou
skupinu chorob, se kterymi se setkdvame prakticky
ve viech klinickych oborech. VySetfeni pfitomnosti
autoprotilatek dnes pfedstavuje rutinni vySetfovaci
metodu, kterd v8ak sama o sobé nemiiZe pfinést roz-
hodujici diagnostické a terapeutické zdvéry. MnoZstvi
detekovanych autoprotilitek je ncsmirné Siroké a
neustiie se rozrustd. Podle jejich vyskytu se vydélily
dvé hlavni skupiny, a to orgdnové nespecifické a or-
gdnové specifické autoprotilatky. Orgdnové speci-
fické autoprotildtky se vyskytuji u celé ¥ady cho-
rob — onemocnéni $titné Zlazy, Zaludku, stfeva, pan-
kreatu — a jsou namifeny proti cytoplazmatlckym
komponentdm bunék phslusnych organt. Orgdnové

nespecifické autoprotilatky — antinukiedrni (ANA),

antimitochondridlni, protilatky proti hladkému sval-
stvu — nachazime u autoimunitnich onemocnéni, sy-
stémovych onemocnéni pojivové tkdné, u akutnich
virovych a bakteridlnich onemocnéni, né€kterych po-
Iékovych poskozeni (1, 2, 3).

V nasi praci jsme se zaméfili na detekci antinukle-
arnich protilatek. Jednu z nejpocetnéjSich skupin
onemocné&ni s autoimunitni sloZkou tvofi skupina di-
faznich onemocnéni pojivové tkdné. Vyskyt ANA
u té&chto chorob je zaznamenan v tab. 1. Vedle vy-
skytu u autoimunitnich onemocnéni byla jejich pfi-
tomnost zaznamendna i za fyziologického stavu (4).
Autoantigenti, proti kterym vznikaji antinukleéarni

protilatky, je dnes charakterizovana celd fada (tab. 2,
3, 4). Dosud se nepodafilo zcela objasnit jejich pato-
geneticky vyznam a mecharismy jejich vzniku. Pfed-
kldddme uaSe vysledky pii detekci ANA v rutinni

diagnostice imunologické laboratofte.

Material a metody

V roce 1988 bylo vySeticno 618 vzorkd od pacienti:
ve véku 15-70 let. VSichni pacienti byli z lﬁékovych
oddéleni a ambulanci Ustfedni vojenské nemocnice.
Priikaz ANA byl provddén na tkafovych fezech kry-
sich jater metodou nepfimé imunofluorescence
(NIF). Po usmrceni zvifete byla jaterni tkafi zmra-
zena a na kryostatu » i byly pfipraveny fezy o tloust-
ce 5 um. Na takto pfipravené fezy byla nanesena séra
pacientid v fedéni 1 :5 a inkubovéna 30 minut ve vlhké
komiirce pii pokojové teploté. Poté byly preparaty
3krat promyty v pufrovaném fosfatovém roztoku a
néasledovala inkubace s polyklondlniim praseéim imu-
noglobulinem znac¢enym flucresceinizothiocyanitem-
-SwAHu/Ig/FITC. Inkubace probihala po dobu 30
minut ve vlhké komiirce pfi pokojové teploté. Pfi po-
zitivnim nélezu ANA byl cely posiup opakovén s r:a-
vazanim praseli protilatky v jednotlivych imunoglo-
bulinovych tfidach — SwAHu/IgG/FITC. SwAHu/
IgA/FITC a SWAHu/IgM/FITC.

U pacientt s diagnézou systémovy lupus erythema-
tosus a pozitivnim ndlezem ANA jsme provedli de-
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Tabulka 1
Vyskyt ANA u difiznich chorob pojivové tkiné

Systémovy lupus erythematosus vice nez 95 %
MCTD-Sharpiiv sy vice nez 95 %
Sklerodermie 70-90 %
CREST sy 70-90 %
Sjogrendv sy 75-90 %
Dermatomyositida/Polymyositida 40-60 %
Revmatoidni artritida 40-50 %

Tabulka 2

Autoantigeny u SLE, MCTD a Sjogrenova sy

Klinicko-imunologické

SEnitEns Charakteristika

Nativni DNA Dvouvldknovd DNA

Denaturovand DNA Jednovldknovd DNA

Histony H1, H2 A, H2 B, H3, H4

Jaderny RNP! Proteiny 33KD(A), 22KD(C)
Protein 68/70KD

Sm Proteiny 28KD(B), 29KD(B)
16KD(D), 13KD(E)

SS-A/Ro? Protein 55/61KD

SS-B/La’ Fosfoprotein 46/48KD

Ku Proteiny 66KD a 86KD

Ribosomdlni RNP Fosfoprotein 38KD
Fosfoproteiny 16KD a 15KD

PCNA/Cyklin - Protein 36KD

! Autoantigen u MCTD

2 Autoantigeny také u Sjogrenova sy

Tabulka 3
Autoantigeny u sklerodermie
Kkt tpnalagiok Charakteristika
Scl-70 Piivodné identifikovén jako
70K D protein
Centromera/kinetochor Proteiny 19KD, 80KD a 140KD
RNA Pol 1 RNA polymeréza I:
Komplex 13 proteint
PM-Scl Komplex 11 proteini
Fibrillarin 34KD protein bohaty na
dimetyl arginin a glycin
To 7-2 jadérkovd RNA

Tabulka 4

Autoantigeny u dermatomyositidy a polymyositidy

Klinicko-imunologické
oznaceni

Charakteristika

Jo-1
PL-7
PL-12
Mi-1
Mi-2
t-RNA

Histidyl t-RNA syntetdza
Threonyl t-RNA syntetiza
Alanyl t-RNA syntetdza
Protein 72KD

Proteiny 53 a 61KD
t-RNA

tekci protilatek proti dvouvldknové deoxyribonukle-
ové kyselin€ (ds-DNA) metodou nepfimé imunofluo-
rescence na prvoku Trypanozoma Danilewskyi, jehoZ
kinetoplast je zdrojem nativni dvouvldknové DNA.
Detekci jsme provadéli na komer¢né vyrabénych se-
tech USOL.

Vysledky a diskuse

Pozitivitu ANA jsme zjistili u 17 pacientd, z toho
nejveétsi skupinu tvofili pacienti se systémovym one-
mocnénim pojivové tkdné. Jednotlivé klinické dia-
gnozy a vyskyt ANA v jednotliv§ch imunoglobulino-
vych tfidach je zaznamen4n v tab. 5. Ve skupiné pa-

~ cientl s postiZenim pojivové tkdné pfevaZoval vyskyt

ANA v Siroké heterogenité prakticky ve vSech imu-
noglobulinovych tfiddch. Nebyl zji§tén vztah mezi
vy3i titru a pribéhem onemocnéni. V obou pfipadech
pacientii se SLE jsme zaznamenali pozitivni nélez
protilatek anti-ds DNA. Vyse jejich titru v zavislosti
na zlep3eni klinického stavu pfi intenzivni terapii kle-
sala. Pozitivita té€chto protildtek nevymizela ani pfi
terapii kortikoidy. U obou nemocnych byly zdvaznym
zpiisobem postiZeny ledviny.

Vedle téchto nemocnych jsme vyskyt ANA zazna-
menali u pacientd s postizenim jater klasifikovanym
jako chronickd aktivni hepatitida. Protilatky anti-ds
DNA jsme u téchto nemocnych nezjistili.

Tabulka 5
Pohlavi, Titr

vek Dg ANA IegG IgA IgM
d' 55 RA, hepatopatie 1:40 + + +
d 25 M. Bechtérev 1:20 + + +
Q 66 Hepatopatie

s pfestavbou 1:80 + +
d 20 SLEs postizenim 1:160  + +

ledvin titr anti-ds DNA 1:80
Q 65 Sjogreniiv sy 1:20 + +
Q 42 Sharpiivsy 1:40 + +
d' 24 SLEs postiZenim 1:160 + + +

ledvin titr anti-ds DNA 1:160
Q@ 55 Chron. akt.

hepatitida 1:20 + + +
Q 50 RA,Sjogreniiv sy 1:40 + + +
J 63 Chron. hepatopatic  1:20 + + +
Q 55 Sjogrenilv sy 1:20 + +
d 21 Chron. glomerulo-

nefritida 1:40 + +
d 22 Postinfekéni

polyartralgie 1:20 +
d 21 Postinfekéni

) polyartralgie 1:20 +

@ 44  Urticaria solaris 1:20 +
Q 41  Urticaria chron. 1:10 +
g4 RA 1:80 + + +
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Dva pacienti s pozitivitou ANA ve tfidé IgM méli
diagn6zu postinfekenich polyartralgii. V &ase vyse-
tfeni se u téchto nemocnych neprokazaly jiné zndmky
svéd¢ici pro autoimunitni onemocnéni.

Vyskyt ANA ve tiidé IgM v nizkém titru jsme zjis-
tili u 2 pacientii koZniho oddé&leni s diagnézou ,,urtica-
ria“.

V roce 1981 WHO vydala seznam indikaci, pfi kte-
rych se mé obligatorné pfistupovat k pritkkazu ANA
(5). Vzhledem k pomé&rné snadné a dostupné meto-
dice priikazu jsme pfistoupili k $ir$i indikaci tohoto
vySetifeni bez praktického omezovéni. Nejveétsi za-
chytnost pozitivity ANA se Sirokou heterogenitou
v jednotlivych imunoglobulinovych ttidach jsme za-
znamenali u pacienti s postiZenim pojivové tkané.
V ptipadech pacientii se SLE jsme detekovali proti-
latky anti-ds DNA, jejichZ vySe titru korelovala s ak-
tivitou onemocnéni.

U 2 pacienti s postinfekénimi reaktivnimi polyart-
ralgiemi jsme zaznamenali vyskyt ANA pouze pfe-
chodn¢ ve ttidé IgM. Podobné vysledky byly zazna-
mendny u déti s poststreptokokovou reaktivni artriti-
dou (6). Rovnéz nizky a pfechodny titr ANA ve tiidé
IgM u pacientd s diagnézou urticaria“ nas vede
k domnénce, zda by se v téchto pfipadech nemohlo
jednat o tzv. pfirozené autoprotiidtky.

Ve srovnani s praci Fuéikové aj. (7) jsme nezazna-
menali pozitivitan ANA v tak Sirokém spektru diagnéz
a pomérné vysokém procentudlnim poctu.

Uloha autoprotildtek za fyziologickych podminek
stejné jako pii patologickych stavech neni dosud vy-
fedena, a proto je pfedmétem spekulaci a hypotéz (8,
9. 10).

Smith a Steinberg formulovali obecnou koncepci
vzniku chorob z autoimunity jako kvantitativni ab-
normality v tzv. kontrolovanych reakcich viéi vlastni
tkdni probihajici za pfitomnosti znaki MHC na po-
vrchu reagujicich bunék, které maji celou fadu pficin.
Individualni geny pouze jedince predisponuji k roz-
voji ur¢itych abnormalit, na jejichZ podkladé€ vznikaji
autoimunitni choroby (11).

V soucasné dob& se priikaz autoprotilitek jako
jedné z pomocnych diagnostickych metod u auto-
imunitnich onemocnéni ubird smérem k podrobné
biochemické charakteristice jednotlivich antigend,
zejména pomoci imunoblotingu, a k pouZiti co mozna
nejpiesnéji definovanych systéma antigen-protilatka.
Prikaz ANA metodou nepiimé imunofluorescence je
nejdostupnéjsi screeningovou metodou. Volbou zi-
stavd pouziti vhodného substratu, kde se jako senzi-
tivn€jsi nez tkanové fezy ukazuje pouZiti tkdnovych
kultur, napt. HEp-2 bunék.

Pies vSechny obecné¢ znamé nedostatky a problé-
my, se kterymi se prikaz ANA metodou nepfimé
imunofluorescence spojuje, je mozno celkové kladné
hodnotit jeho piinos v diagnostice a pii terapeutic-
kém rozhodovani. Je dopliujicim vySetfenim u kli-
nicky a laboratorné atypickych nebo ne zcela rozvinu-
tych systémovych onemocnéni ¢i jinych syndromi
s podezfenim na autoimunitni slozku. Stejné jako po-
zitivni vysledek i negativni nilez miiZze vyznamné pfi-
spét k rozhodovani klinika, zejména v souvislosti
s dal§imi parametry imunitniho systému nemocného.

Souhrn

Vyskyt antinukledrnich protilitek je vyznamné
spjat s diagnostikou autoimunitnich onemocnéni. Je-
jich priikaz metodou nepfimé imunofluorescence na
tkanovych fezech krysich jater je vhodnou screenin-
govou metodou. Autofi predkladaji vysledky ziskané
pfi rutinni préci imunologické laboratofe ve vztahu
ke klinickym diagnézam.
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