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VysSetfované autoprotilatky

Organové nespecifické autoprotilatky u systémovych autoimunitnich chorob:

Protilatky proti jadernym antigenum:

ANA — antinuklearni protilatky (SLE, Sjogrenuv syndrom, sklerodermie,
dermatopolymositida, MCTD)

ENA — protilatky proti extrahovatelnym nuklearnim antigenum (SLE, Sjogrenuv
syndrom, sklerodermie, dermatopolymyositida, MCTD)

dsDNA — protilatky proti dvousroubovici DNA (SLE)

RF - revmatoidni faktor = protilatky proti Fc Castem Igg (revmatoidni artritida)
APA — antifosfolipidové protilatky (antifosfolipidovy syndrom)
ANCA - protilatky proti cytoplazmé neutrofila (vaskulitidy, ulcerézni kolitida)



VysSetrované autoprotilatky

Organové nespecifické autoprotilatky u organoveé lokalizovanych
autoimunitnich chorob :

AMA - antimitochondrialni autoprotilatky (primarni biliarni cirh6za)

LKM - autoprotilatky proti mikrosomum jater a ledvin (autoimunitni hepatitidy)
ASMA - proti hladkym svalium (autoimunitni hepatitida)

autoprotilatky proti antigenum tlustého streva a pankreatu (ulcerozni
kolitida)

autoprotilatky proti kvasince Sacchromyces cerevisiae (ASCA) (M.Crohn)
autoprotilatky proti endomyziu, deamidovanému gliadinu a
transglutaminaze (celiakie)



Vysetrované autoprotilatky

Organove specifické autoprotilatky:

proti tyreoidealni peroxidaze (a-TPO) a proti tyreoglobulinu (a-TG)
stitné zlazy (Hashimotova tyreoiditis)

proti TSH receptoriim (Graves - Basedowova choroba)

proti strukturam ovarii (sy predcasne ovarialni dysfunkce)

proti testes (autoimunitni poruchy reprodukce)

proti Langerhansovym ostruvkim (ICA) nebo glutamat-dekarboxylaze
(GAD) nebo inzulinu (DM l.typu)



Laboratorni stanoveni autoprotilatek

Metody:
e zlatym standardem je neprimd imunofluorescence (NIF)
- umoznuje vysetreni zakladniho spektra organové nespecifickych autoprotilatek (ANA,
ds-DNA, ANCA...)
* dalSi metody : ELISA
- vySetreni organove specifickych (protilatky proti TPO a TG stitné zlazy, proti
TSH..) i organové nespecifickych (RF, APA..) autoprotilatek, obvykle doplnujici vysetreni k
neprimé imunofluorescenci (napf. typizace ENA)

Indikace k vysSetreni: podezreni na autoimunitni proces
Interpretace vysledku: samotna pozitivita protilatek jesté neznamena dg. autoimunity
,fyziologicky” ve vyssim veku, po infekci




Neprima imunofluorescence

- slouzi k detekci autoprotilatek namirenych proti tkanovym, bunéénym
nebo subbunécnym strukturam

- k detekci autoprotilatek je tfeba mit substrat

- substratem je rez tkané, bunécna substance nebo fixovana tkanova kultura
(napr. HEp 2 bunky-linie lidského nazofaryngealniho karcinomu ke stanoveni
ANA, prvok Crithidium lucilliae ke stanoveni a-dsDNA, lidské neutrofilni

leuko ke stanoveni ANCA..)
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Neprima imunofluorescence- princip:

1. inkubace pacientova séra (Ab) se substratem (Ag) fixovanym na sklicku
2. inkubace s anti-lidskou protilatkou znacenou fluorochromem napt. FITC
3. detekce pomoci fluorescencniho mikroskopu
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ELISA - prukaz specifickych protilatek

Princip: pevna faze je pokryta Ag — pridame vzorek s hledanou Ab — tvorba IK (Ag - Ab) — promyti —
pfiddme konjugat, tzv. ,sekundarni Ab” — vznika komplex Ag-Ab-Ab* — promyti — pfidan substrat —

enzymaticka reakce — vznik barevného produktu

substrat
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Hodnoceni ELISA: fotometr méri absorbanci
(intenzitu zbarveni) vzniklého barevného
produktu.

Intenzita zbarveni je pfimo UGmérna
koncentraci vySetfovaného vzorku a pfislusna
hodnota se odecitd pomoci kalibraé¢ni kiivky

Pfrevzato - Krejsek



Anti Nuclear Antibodies (ANA)

* nespecifické, namirené proti rtznym jadernym, ale i cytoplazmatickym strukturam (histony,
DNA, jaderna membrana, jadérka, ribonukleové kyseliny...)

 vysSetruji se NIF, substrat HEp-2 bunky

* rozeznavame ruzné typy fluorescence ANA (homogenni, zrnitd, nukleolarni, centromerovy,
cytoplazmaticky), na zakladé fluorescenéniho obrazu muzZeme usuzovat na pritomnost

protildtek proti konkrétnim antigeniim (homogenni typ IF - dsDNA, zrnity typ IF - ENA..) [> Y

pripadé pozitivity ANA provadime dalsi vySetreni k urCeni specificity protilatek

Titr 1:100
1:320
1:640
1:1280



Autoprotilatky proti ENA

e podskupina jadernych antigenu

 autoprotilatky proti extrahovatelnym jadernym antigenim - vSechny

ribonukleoproteiny a nehistonové proteiny, které mohou byt vymyty z jader
uzitim neutralniho roztoku pufru (RNP, sm antigen, tRNA syntetaza, DNA topoizomeraza...)

e vySetruji se obvykle ELISA metodikou (ENA typizace)

drome, subacute cutaneous LE and neonatal LE

SS-A, SS-B: a-RNP, a-Sm: a-Jo-1 (hi.stt,idf}" (RNA syntetaza): a-scl 70 (oNAtopoizomersza)  g-centromery
jemné zrnita fluorescence zrnita fluorescence jemne zrmita fluorescence fluorescence jadérek
jader jader cytoplazmy s max.perinuklearné

SS, SLE MCTD  SLE PM/DM Sclerodermie CREST



Autoprotilatky proti dVOJsplranve DNA (a-dsDNA)

ANA homogenni fluorescence jader na HEP 2 bb

* Specifickym substratem je Crithidia luciliae, S negativni
bicikovec, ktery obsahuje kromé jadra
kinetoplast, ktery obsahuje Cistou
dvouvlaknovou DNA.

e antigen: dsDNA

e klinicka asociace: vyznamny autoantigen u
systémového lupusu, se specifitou okolo
95%.

AR Bradwell, R.G. Hughes: Atlas of tissue autoantibodies. Atlas of Hep-2 patterns



ANCA (= Anti-Neutrophil Cytoplasm Antibodies)

* obecny nazev pro vSechny autoprotilatky namirené proti cytoplazmatickym antigentim
neutrofil(

» cilové antigeny ANCA jsou proteinaza 3, myeloperoxidaza, elastaza, katepsin, laktoferin
lysozym...(enzymy granul)

 aktivuji neutrofily, které se ucastni patogeneze vaskulitid

e stanovuji se NIF, k potvrzeni se doplnuje ELISA typizace

P- ANCA (myeloperoxidaza) c - ANCA (proteinaza 3) atypické - ANCA (elastaza, laktoferin,

lysozym, katepsin....)

VELMI JEMNE ZRNITA A7 HOMOGENNI PERINUKLEARN( ZRNITA FLUORESCENCE CYTOPLAZMY ETANOLEM HOMOGEININI' PERINUKLEARNI FLUORESCENCE NEBO JEMNE ZRNITA,
FLUORESCENCE ETANOLEM FIXOVANYCH GRANULOCYTU, FIXOVANYCH GRANULOCYTU, VE FORMALINU ZASAHUJICI DO CYTOPLAZMY NEBO ZRNITA CYTOPLAZMA ETANOLEM
VE FORMALINU FIXOVANYCH GRANULOCYTECH ZRNITA FIXOVANYCH GRANULOCYTECH PONEKUD HRUBSI FIXOVANYCH GRANULOCYTU, VE FORMALINU FIXOVANYCH

FLUORESCENCE CYTOPLAZMY ZRNITA FLUORESCENCE CYTOPLAZMY GRANULOCYTECH BEZ FLUORESCENCE



Revmatoidni faktor (RF)

= autoprotilatky proti Fc fragmentu IgG imunoglobulinu
* RF muze byt nalezen ve vSech imunoglobulinovych tridach (rr g, rr 1ga, RF 1gM)
e Stanovuje se latexovou aglutinaci (IgM) nebo ELISA (IgG, I1gA, 1gM)

* Typicky pro RA



Antifosfolipidové protilatky (APA)

* skupina autoprotilatek, jejichz cilovymi antigeny jsou plazmatické proteiny navazané na
negativné nabité fosfolipidové povrchy

* nejCastéji stanovujeme protilatky anti-kardiolipin (ACLA), anti- protrombin, anti-2-
glykoprotein | (patogenetické)

* stanoveni provadime ELISA metodou, ve tfidach IgG a IgM

* APA protilatky zasahuji riznymi mechanismy do procesu koagulace (interference s koagulaénimi
faktory, prima vazba na endotelidlni bb, alterace trombocytarni agregace, inhibice fibrinolyzy...)

» dusledkem APA navozené poruchy koagulace dochazi k arteridlnim a vendznim trombdzam —
klinickou jednotkou je antifosfolipodovy syndrom



Priklady fluorescenénich obrazu nékterych organové
nespecifickych autoprotilatek u organoveé lokalizovanych
autoimunitnich chorob:

endomyzialni
autoprotilatky

ASMA AMA LKM



Celiakie

autoimunitni onemocnéni déti i dospélych zptisobené nesnasenlivosti lepku (lepek je obsazen v
povrchni ¢asti obilnych zrn psSenice, zita, ovsa a jeCmene)

prevalence v CR 1:200 — 1:250

dédi se AD s neuplnou penetraci, vyskyt u pribuznych 1.stupné je 8 - 18%, rizikovy haplotyp je
HLA DQ2 u 95%, HLA DQ8 u ostatnich

dochazi k rozvoji autoimunitni enteritidy (hlavné v duodenu a jejunu)- porucha strevnich funkci
s poruchou vstrebavani — prujmy, neprospivani, vahovy ubytek, anémie, poruchy
psychosomatického vyvoje

mimostrevni priznaky u dospélych: anemie, osteopordza, unava, neplodnost, poruchy chovani,
deprese, dermatitis herpetiformis Duhring

Komplikace:

pridruzené autoimunitni choroby 10-30x Castéjsi nez v béZné populaci (tyreoiditida, DM l.typu)

 vysSi vyskyt malignit (lymfomy)



Celiakie

Diagnostika:

* anamnéza, klinicky obraz

» autoprotilatky — proti tkanové transglutaminaze ve tride IgA (cave pacienti s
deficitem IgA), antigliadinové, antiendomysialni

* histologie strevni sliznice

Lecba:

* Dozivostni bezlepkova dieta - vede k uprave klinického obrazu a autoprotilatek

* Bezlepkové suroviny: ryze, kukurice, s6ja, pohanka, proso, jahly, amarant,
brambory



SYSTEMOVY LUPUS ERYTHEMATODES

multiorganové systémové onemocnéni

chronicky prtbéh, stfidani obdobi spontanni aktivity a remise
postihuje prevazné zeny v reprodukénim obdobi (9x Castéji u zen)
prevalence 30 : 100 000

autoprotilatky reaguji se slozkami jaderného aparatu bunék, narusuji
bunécné funkce, imunokomplexy obsahujici dsDNA se ukladaji v tkanich

laboratorni nalezy: vysoka FW, nizké CRP, cytopenie (trombocytopenie,
leukopenie, hemolytickda anémie), snizeni C4, C3, hypergamaglobulinémie



KLINICKE PROJEVY SLE

celkové nespecifické projevy (Unava, slabost, teploty)

projevy kloubni a svalové (artralgie, artritida, myalgie, myozitida)
kozni postizeni (motylovity erytém v obliceji), fotosenzitivita

plicni postizeni (pleuritida, akutni lupusova pneumonitida)

srdecni postizeni (perikardialni vypotek, myokarditida, endokarditida)
ledvinové postizeni - lupusova nefritida (5 trid)

postizeni CNS (CMP, hypertenzni encefalopatie, organicky mozkovy psychosyndrom)
gastrointestinalni postizeni (vaskulitida, pankreatitida, hepatitida)

postizeni retikuloendotelialniho systému (lymfadenopatie, zvétseni sleziny)
hematologické postizeni (anémie, leukopenie, lymfopenie, trombocytopenie)




Diagnosticka kritéria SLE podle Americké revmatologické spolecnosti (1982, upravena 1997)

Musi platit 4 z 11 kritérii soucasné nebo postupné

Oblicejovy kozni erytém

Diskoidni exantém

Fotosenzitivita

Ulcerace v dutiné ustni

Artritida

Serozitida pleuritida
perikarditida

Postizeni ledvin a) pretrvavajici proteinurie > 0,5 g 24 hodin nebo +++, neni-li provedeno
kvantitativni vysSetreni
b) bunécéné valce

Neurologické postizeni kfreCe nebo psychdza

Hematologické poruchy | Hemolytickd anemie nebo leukopenie < 4000/mm?3 nebo lymfopenie
1,500/ mm3 nebo trombocytopenie < 100 000/ mm3

Imunologické poruchy Prikaz anti - dsDNA

Prikaz anti-Sm protilatek

Prikaz antifosfolipidovych protilatek

Antinuklearni protilatky | ve vysokém titru




Systémovy lupus erytematodes

Lécba:

a) nespecificka |écba postihujici tvorbu autoprotilatek
pr. glukokortikoidy, antimalarika (plaquenil), pri vysoké aktivité choroby - cyklofosfamid,
azathioprin, metotrexat, ev. v kombinaci s plazmaferézou, studie s biolog. [éCbou (anti
CD 20)

b) symptomaticka |é¢ba napfr. analgetiky a antipyretiky, které plsobi protizanétlivé (NSA)

c) léky, jejichz podavani je vynuceno postizenim funkce jednotlivych pro zivot dilezitych

organu jako jsou ledviny, srdce, plice



REVMATOIDNI| ARTRITIDA

chronicka destruktivni zanétliva choroba, charakterizovana hyperplazii synovialni tkané a
infiltraci kloubniho prostredi zanétlivymi bunkami, postupné dochazi k poskozeni kloubni
chrupavky, kostnim erozim a deformitam

klinicky se projevuje jako chronicka symetricka polyartritida s variabilni pritomnosti
mimokloubnich priznak

obvykle plizivy zacatek (artritida se vyviji béhem tydnU az mésicl), vyjimecné akutné i
perakutné béhem nékolika dni

muze zacit v jakémkoli véku, ¢astéji jsou postizeny zeny (2-3x)

prevalence 1%



REVMATOIDNI{ ARTRITIDA

Priznaky:

kloubni postizeni:
bolesti a ranni ztuhlost postizenych kloubd, klouby jsou zdurelé a teplejsi, kiize nad kloubem nebyva barevné

zmenena, postizeny mohou byt témeér vsechny klouby kromé distalnich interfalangealnich b

na rukou se objevuji vietenovita zdureni proximalnich
interfalangealnich kloubt a atrofie interosealnich svall

uuuuu

mimokloubni postizeni
- revmatoidni uzly (nejcastéji v podkozi napr. nad olekranonem)

- osteoporoza
- postizeni kGize (hladka, atrofickd kGize na prstech, chladnd akra s hyperhidrézou, palmarni erytém)
- plicni postizeni (revmatoidni uzly, fibrotické zmény intersticia)

- kardialni projevy (perikarditida, myokarditida)

- o¢ni postizeni (sucha keratokonjunktivitida u 10-35% pacient()

- vaskulitida, neuropatie




DIAGNOSTIKA RA

 laboratorni nalez: zvyseni CRP i FW, hypergamaglobulinémie
 autoprotilatky :
- proti Fc fragmentu imunoglobulinG- revmatoidni faktor RF
(20% pacientu ma RF negativni- tzv. seronegativni RA)
- proti cyklickému citrulinovému peptidu filagrinu (anti CCP)
* RTG (snimek rukou, zapésti, nohou):
periartikularni pordza, marginalni eroze,

v pozdnich stadiich kloubni deformity az ankyléza




Diagnosticka kritéria RA podle Americké revmatologické asociace z roku 1988
Musi platit 4 z 7 kritérii

Ranni ztuhlost Ranni ztuhlost v kloubu a kolem kloubu trvajici alespon 1 hodinu pred
maximalnim zlepsenim.

Artritida tri nebo vice Soucasna pritomnost otoku mékkych tkani kolem kloubl nebo pritomnost

kloubnich oblasti tekutiny v kloubu pozorovana lékarem. Tyka se 14 kloubnich oblasti (vlevo

nebo vpravo)- PIP, MCP, zapésti, lokte, kolena, kotniky a MTP.

Artritida rucnich kloubl | Alespon jedna kloubni oblast na rukou postizena (zapésti, MCP, PIP).

Symetricka artritida Soucasné postizeni stejnych kloubnich oblasti na obou stranach téla.
Revmatoidni uzly Podkozni uzly nad kloubnimi vybézky nebo nad extenzory.

Revmatoidni faktory Prikaz abnormalnich hladin RF.

Rentgenové zmeény RTG zmény typické pro RA na predozadnim snimku rukou a zapésti, které

musi zahrnovat eroze nebo nepochybnou kostni dekalcifikaci lokalizovanou
v kloubech nebo jejich bezprostfednim okoli.



REVMATOIDNI| ARTRITIDA
Lécba:
komplexni, zahrnuje:

» Léky modifikujici prubéh choroby (Disesae modifying drugs-DMD)

- antimalarika (chlorochin, hydrochlorochin)

- sulfasalazin

- metotrexat (dnes nejuzivanéjsi)

- méne Casto u tézsich forem azathioprin, cyklofosfamid, cyklosporin, leflunomid

Lécbu DMD je treba zacit v€as pred vznikem ireverzibilnich RTG zmén, po celou dobu trvani
choroby, nejcastéjsi kombinace metotrexat + sulfasalazin + hydrochlorochin, metotrexat +
leflunomid

* Glukokortikoidy
- v obdobi akutnich projevl na premosténi obdobi do nastupu ucinku DMD
- prednison p.o., metylprednisolon i.v.



* Biologicka lécba

- v soucasné dobé je nejucinnejsi [éCbou RA.

- je indikovana k |écbé aktivni revmatoidni artritidy nereagujici na predchozi podani
chorobu modifikujici |éku véetné metotrexatu.

- zakladem je anti TNF lécba (TNF (tumor nekrotizujici faktor) uplatriuje se v patogenezi RA,
je klicovym faktorem zanétlivé odpovedi)

- monoklonalni protilatka proti TNF-alfa (INFLIXIMAB, ADALIMUMAB)
- NU anti TNF Ié¢by- zvy$ena nachylnost k TBC, pfed nasazenim nutné vylouéit latentni TBC
- vyS$Si riziko lymfomu, demyelinizacnich poruch a cytopenii

* Nesteroidni antirevmatika (diclofenac, ibuprofen, meloxikam, nimesulid..), fyzikalni
terapie a rehabilitace



Dekuji za pozornost.



