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Diagnostika systémového autoimunitniho
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Klinicky vyznam autoprotilatek

v’ Soucast diagnézy (dg. kritéria, silnd indikace urcitého onemocnéni)
v Podpora diagndzy (Ro, La - SS, SLE, PM, DM, SSc)

v’ Asociace s klinickymi pfiznaky (P Ab-NPSLE, dsDNA, anti-C1g,
NCS — SLE a nefritida)

v’ Odhad progn()zy (Scl a RNA pol u SSc oproti ACA Ab)
v Podskupiny onemocnéni (jo-1, PI-7, PL-12 - antisyntetézovy

syndrom)

v’ Klinické sledovani a odhad aktivity (ana, ANCA Ab —hiadina

nekoreluje s klinickym obrazem, absolutni hladina ds DNA nesouvisi s aktivitou,
pokud T 2x béhem 6 tydnU relaps!!!)

v Soucast lécebného rozhodnuti (agresivni |é¢ba v pfipadé

asociace se zavaznym stavem)

v Znamka latentni/€asné choroby (¢ra - 38x vétsi riziko vivoje
RA pokud anti CCP V)



Antinuklearni protilatky (ANA), ds
DNA protllatky (dsDNA)

v" NIF - metodou prvni volby NIF - na sklicku navazany prvok
pro stanoveni ANA, ds DNA Crithidia luciliae

(ZLATY STANDARD) | + tedéni sér 1:10 v PBS, v pFipadé
v' Protilatky namitené proti pozitivity se dale titruji
organove nespecifickym * pozitivita kinetoplastu

bunécnym antigentim, které
jsou lokalizovany v bunécném
jadre (DNA, RNA, dalsi
jaderné proteiny)

v Vyskytuji se s vysokou
cetnosti u pacientu se
systémovymi onemocnénimi,
ale i u pacientu s jinymi
onemocnénimi pojivove
tkané




ANA-LIA

SmB, SmD
RNP-70k, RNP-A, RNP-C
Ro52, Ro60

La
Cenp-B
Scl-70
Jo-1

P protein
histony

Nukleosomy

PCNA

M1
U1l-snRNP
dsDNA
CENP B
Mi-2

Ku

ANA - LIA

Doporucuje se pozitivni ANA dotestovavat
dalsimi metodami pro urceni typu (ENA,
protilatky proti dsDNA, nukleosomy,
histony...)
Vyhody

— rychl3, presna a spolehliva detekce protilatek

— jednoducha interpretace vysledk( stanoveni
(vysledky vztazeny k intenzité zabarveni
kontroly)

— moznost pocitacového vyhodnoceni
Nevyhody

— detekce omezeného spektra vySetfovanych
protilatek






DFS70 / LEDGFp75

v’ Patfi mezi fragmenty, které se odstépuiji pfi bunécné

smrti (Wu X., Arthhritis Rheum., 2001)

v Je klicovym bunéénym kofaktorem pro intergraci’HIV-
1 do hostitelskeho chromatinu (maertens G., 1 8iol chem., 2001)

v Neni pouze inhibitor apoptdzy, ale spiSe antagonista
oxidacni nekrdzy zpusobené stresem — u karcinomu
prostaty (sasu A., Pios one., 2016)



Protilatky proti DFS70

v’ Pfevainé IgG izotypu
v Na imunoblotu se vazi na protein v oblasti 70-75 kDa

v’ Fluorescenéni obraz:

v’ husty, jemné zrnity, typicky bez barveni jadérek a zaroven
zvysena intenzita fluorescence mitotickych chromozomt

v Mize imitovat homogenni typ fluorescence, pfipadné
maskovat jiny fluorescencni obraz




Protilatky proti DFS70

v U pacientu s intersticialni cystitidou (ochs gL, J Allergy clin iImmunol,
2000)

v U pacientl s atopickou dermatitidou (Ganapathy v, Arthritis &
Rheumatism, 2004)

v' U zdravych lidi a pacientt bez znamek systémového
onemochnéni (Watanabe A, Arthritis & Rheumatism, 2004)

v’ U pacientt s rakovinou prostaty (panieis T, prostate, 2005)

v U détskych pacientl — juvenilni lokalizovana sklerodermie,
juvenilni dermatomyozitida, détsky SLE, difuzni kozni

systémova sklerodza, celiakie a juvenilni idiopaticka artritida
(Schmeling H, J Rheumatol, 2015)

v' U pacienti s idiopatickymi trombotickymi chorobami nebo
porodnimi komplikacemi  (marlet J, PLos One., 2015)



Protilatky proti DFS70

v Objevuje se paralelné s dalsimi ANA protilatkami (85 %) -
SLE, SS, DM/PM a SSc

v' Pfi dlouhodobém sledovani ¢étyficeti jedinct s anti-DFS70 se
béhem 4letého sledovani nerozvinulo systémové
onemocneéni (Schmeling H, ] Rheumatol, 2015)

vV roce 2012 byl publikovan algoritmus pro stanoveni ANA s

p‘r'lhlédnuti m k anti-DFS70 (Mahler M, Fritzler MJ, Clin Dev Immunol,
2012)



Algoritmus stanoveni ANA

ANA HEp-2

Homogeneous

Coarse speckled

Centromere
Nucleolar

Dense fine
speckled (DFS)

Testing for ANA
screen (ELISA),
dsDNA, ENA, and
\ other antibodies

MNegative test for
dsDNA,ENA, and
other disease-

related antibodies

|SARD inconclusive "

Pogitive test for
ANA, dsDNA, ENA,
or other disease-
related antibodies

| SARD very likely |

Megative

- (ELISA)

I
N

\

Testing for DES70
and AMA screen

DFS70 negative

DFS70 positive DFS70 negative DFS70 positive
ANA screen ANA screen ANA screen ANA screen
positive positive negative negative
ISARD inconclusive®) SARD likely* | SARD inconclusive ) | SARD unlikely )

$Likelihood depends on IIF pattern obtained.

* According to Mariz et al., it is unlikely that SARD patients have a mono-specic DF570

+antibody. Further studies are needed.

Testing

. SARD likely

SARD unlikely

SARD is likely if results can be confirmed (e.g., ENA sub-differentiation ).
Further studies are needed to determine the likelihood.

. SARD inconclusive

Figure 4: Characteristic staining pattern and suggested test algorithm considering anti-DFS70 antibodies. The characteristic dense fine

speckled (DFS) staining pattern of interphase cells is indicated by the red arrow and the strong chromosome staining of metaphase cells by
the blue arrow. Samples with a DFS pattern should be tested for anti-DFS70 antibodies by a confirmatory test and by ANA Screen ELISA
{QUANTA Lite ANA Screen ELISA) containing various autoantigens. Patients with negative ANA Screen ELISA and positive DFS70 result
have a lowlikelthood forhaving SARD. Patients with a positive ANA Screen ELISA either in combination with a positive or a negative DFS70

test result have an increase likelihood of having SARD.

(Mahler M, Fritzler
MJ Clin Dev Immunol,
201 2)



Algoritmus stanoveni ANA

Alergie 2/2016
ANA HEp-2
| |
Pozitivni Negativni
|
| |
Typ fluorescence: Typ fluorescence:
Homogenni  Hrubé zrnita Hustd jemné zrnita
Centroméra  Nukleolarni (DFS)
Stanovit: Stanovit:
anti-dsDNA anti-DFS70
ENA screen ENA screen
nebo ENA typizace nebo ENA typizace
| |
| | | | | |
anti-DFS70 anti-DFS70 anti-DFS70 anti-DFS70
Negativni Pozitivni pozitivni negativni negativni pozitivni
ENA pozitivni ENA pozitivni ENA negativni ENA negativni
Neprlikazné SARD velmi Neprlkazné SARD Pravdépodobné SARD Neprikazné SARD Nepravdépodobné
pravdépodobné SARD SARD




Zaver/Metody pro stanoveni anti-
DES70

v' Z4vér:
v’ Izolovany ndlez anti-DFS70 protilatek mize byt pouZit jako marker

k vylouceni systémovych zanétlivych onemocnéni, toto je vsak nutné
potvrdit v dalsich studiich.

v' Metody:
v Imunoblot — obsahuijici antigen DFS70
(EUROLINE ANA Profile 3 plus DFS70, Euroimmun, Liibeck, Germany)

v nRNP/Sm, Sm, SS-A(native), Ro-52, SS-B, Scl-70, PM-Scl, Jo-
1, CENP B, PCNA, dsDNA, nucleosomes, histones, rib.P-
protein, AMA M2, DFS70

v" Chemiluminiscenéni imunochemickd metoda — Analyzator
BioFLASH

(QUANTA Flash DFS70, Inova Diagnostics, San Diego, USA)



Falesna pozitivita Scl-70

e Sérum s pozitivitou anti
ds DNA Ab

— pritomny imunitni
komplexy DNA — anti-ds
DNA

— Scl-70 (topoizomeraza I)

v vaze se na DNA

v’ vazba komplexu muze
zpusobit pozitivitu v anti
Scl-70 testu, aniz by Ab
byla pfitomna




Anti ds DNA protilatky X
Antinukleozomové protilatky - ELISA

Anti dsDNA Ab:

ANA Hep-2 negativni, ELISA anti-
dsDNA pozitivni

— Nespecificka vazba
imunoglobulinu, falesné
pozitivni vysledky

Anti-TNF terapie indukuje anti-
dsDNA u 10-30% pacientl

Vhodna k monitorovani

Neni vhodnym diagnostickym
testem 1111

SHERERERE

v
v

Anti nukleozomové Ab:
95% specificita (SLE)

Nekoreluji s aktivitou organového
postizeni x anti dsDNA

1 senzitivita a prognosticky
vyznam pro SLE x anti dsDNA

U 20% pacientu s lupusem byly
detekovany antinukleozomové
protilatky bez pritomnosti anti-
dsDNA a anti-histonovych
protilatek

Sanchez-Guerrero, J., Flores - Sudres, L. et al.: Arthritis Rheum., 1995, 38

(10), 1485 - 91

PGtovd, I., Dostdl, C., Be¢vdr, R.: Ces. Revmatologie, 2006,
BIZZARO, N., VILLALTA, D., GIAVARINA, D., et al.. Autoimmun Rev, 2012,

12, p. 97-106



Detekce autoprotilatek

Dg. Pocet aHST (%) |adsDNA |aNCS (%)
pacienti (%)

SLE 70 /52 14/46 70/69,2 93/75

SCL 20/39 0/5,1 0/8 5/17,9

MCTD 50 12 30 70

SS 50/15 0/0 4/4 4/4

Sanchez-Guerrero, J., Flores - Suares, L. et al.: Arthritis Rheum., 1995, 38 (10), 1485 - 91
Putovd, I, Dostdl, C., Becvdr, R.: Ces. Revmatologie,







2009 ACR/EULAR kriteria

RA Relativni
Zakladni Klouby BODY
Povinné kritérium: 1 velky 0
« Synovitida detekovana expertem 2-10 velkych 1
Y 1-3 malych (+/- tizeni velkych 2
alespon v 1 kloubu, malych (+/- postizeni velkych)
lougenim DIP ‘h MTP 4-10 malych (+/- postizeni velkych) 3
* Svyloucenim » a prvnic a >10 (alespon 1 maly kloub) 5
CMC, y
 ale zahrnujici prvni IP, Autoprotilatky
) o y . RF i ACPA negativni 0
« ktera neni lépe vysvéetlena jinou RE neho ACPA slabé pozitivii
diagnézou nebo slabe pozitivni
Netfeba relativni kdys: RF nebo ACPA vysoce pozitivni 3
] _ Trvani
Eroze na RTG popsana expertem jako L
_y . . < 6 tydnu 0
typicka pro RA jak z hlediska vzhledu o
tak umisténi = 6 tydnu 1
Reaktanty akutni faze
Klasifikovano jako RA, pokud CRP a EW normalni 0
je skore 26. CRP nebo FW zvysené 1

Aletaha D et al. Ann Rheum Dis. 2010,69:1580-8 Celkem 10



Anti-MCV IgG - ELISA

ELISA
— semikvantitativni stanoveni * Protilatky proti citrulinovanému
hladiny protildtek nebo vimentinu
kvantitativni stanoveni v’ vykazuji silny vztah k aktivité
protilatek v jednotkach U/ml a zavaznosti onemocnéni a Uspésnosti

;. |écb
Laboratorni interpretace: y

— Cut-off > 20 U/ml " Vyskyt:

v u 10 % anti-CCP negativnich a az u 30 %

IgM-RF negativnich pacient( s revmatoidni
artritidou

 Kombinovana pozitivita obou testu
predurcuje vyvoj revmatoidni artritidy
témer ve 100 %.

Vysetrujeme: anti MCV ELISA - Orgentec, Germany,
(ASCOMED, CR) Bang, H., Egerer, K. et al:, Arthritis Rheum. 2007; 56: 2503- 11

van Venrooij, W.J., Zendman, A.J., Pruuijn, G.J.: Autoimmun Rev.
2006; 6: 37-41.



Protilatky proti karbamylovanym
proteiniim — anti -CarP

° Anti Ca r P E  %intotal RA (1gG) F % in total RA (IgA)

OAnti CarP- ACPA-

BAnti CarP- ACPA+
mAnti CarP+ ACPA-
mAnti CarP+ ACPA+

OAnti CarP- ACPA-

mANti CarP- ACPA+
mAnti CarP+ ACPA-
mAnti CarP+ ACPA+

* Laboratorni interpretace:

Rozmezi detekce: £
\/ 1’56_100 U/ml (G %in ACPA negative RA (IgG)

16%

H % in ACPA negative RA (IgA)

Senzitivita testu:
v O,5U/m| 84%

K dispozici komeréni dg. souprava:

OACPA- Anti CarP-
WACPA- Anti CarP+

OACPA- Anti CarP-
WACPA- Anti CarP+

A Arginine Citrulline
° Hoo

Human anti-carbamylated Protein Antibody ELISA Kit -Sincere

amy Al SR
Biotech, China (Labmark,CR) : N
Citrullination L, +H20D iminase (PAD) L
Ca®" L
=g =o
50 L CN
B Lysinf s Homociturulline
= I I N
g 40 o ACPA H L ;lTl H "
T Carbamylation N . onE— — . T
— ¥ . Cyanate e
_2 - Antl"c e +,0, | Myeloperoxidase 1=
T XN /\ ., s ,
| ot NE=—s =
g - RF“gh Thiceyanate w,
a8
Y
(o]
X 10
° /
™™

M1 B0 87654502710
Shi J et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2011 Oct 18;108(42):17372-7 Years before diagnosis of RA


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=TfJ3kwuBMXIBkM&tbnid=Horr4uhEOUwlYM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.blackwellpublishing.com/acrmeeting/abstract.asp?MeetingID=799&id=108277&ei=MQELU8vbJIzIsgaR9oDIAw&psig=AFQjCNHrS9h2dwDrPPhL_Y3S-lC-JZPYxw&ust=1393316432071474

Calprotectin v séru - ELISA

Calprotectin:

Ca vazebny protein uvolnovany
predevsim z neutrofild
Spolehlivy, citlivy a specificky
marker zanétu v porovnani s CRP
novy marker aktivity onemocnéni
RA

hladiny v séru vykazuiji silny vztah
k aktivité onemocnéni

a uspesnosti l[écby
adalimumabem

Vysetfujeme: Buhlmann, xxx (BioVendor, CR)

Laboratorni interpretace:

Normalni rozmezi:
0,79-2,7 pg/mi

Senolt L: Int J Clin Rheumatol. 2012;7:127-9.

Hurnakova, J., Zavada, J et al.: Arthritis Res Ther. 2015 Sep
15;17:252.

Hammer HB, Fagerhol MK et al: Arthritis Res Ther.
2011;13:R178



Laboratorni diagnostika
DM/PM




Myositis LIA x Myositis WBI

e Spektrum vysetrovanych » Spektrum vysetfovanych antigenii:
antigeni: «  Mi-2~

e Mi-2  Mi-26

- TIF1
*  PM-Scl ¥

«  MDAS
* Ku «  NXP2
* Ul-snRNP « SAE1
* Jo-1 * Ku

« PMScl 75
« PI-7

«  PM Scl 100
i P I'12 ° .IO'1

* SRP

« PI-7

e PL-12
Vysetfujeme: M-LIA, IMTEC (LABMARK,CR) * H

- 0J

* Ro-52

Vysetfujeme: M-WBI, Euroimmun, Germany Dynex, CR)



Pocet pripadu

Pro myozitidu specifické

autoprotilatky
26
12
I
Jo-1 PL-7, PI-12 Jine OJ SRP Mi-2
18% 189  antisynt. 0,5% 18% 14%

3%



Pocet pripadi

S myozitidou asociovane

autoprotilatky
120 - 106
100 -
80 -
60 -
P10 23
20 - 11 3 17
il
PM/Scl PM/Scl  MAS R060 R052 La
100 75 2% 4% 25% 14%

6% 3%



Anti-Jo-1, anti-SRP a anti-Mi-2 u PM a DM

14

3%
1

Pocet pacienti

5

Anti-Jo-1 Anti-SRP Anti-Mi-2



Anti HMGCR (anti -200/100kDa) -
ELISA

3-hydroxy-3-metyiglutaryl * ELISA

koenzym A reduktaza * Laboratorni interpretace:

v’ u 5% pacient(l s myositidou — Cut-off - 220,0 U/ml
v’ silna asociace s imunitné ——
zprostredkovanou nekrotizujici
myopatii (IMNM) navozenou

predchozim uzivanim statinu
(63%)

v’ Statiny blokuji aktivitu HMGCR,
vedou ke zvyseni exprese

proteinu ve svalech «  Vysetfujeme: anti HMGCR — INOVA (Werfen Czech, CR)
L. . Werner, J.L., Christopher — Stine, L. et al. Arthritis Rheum
v’ Vysazeni hypolipidemické |écby 2012, Dec;64(12):4087-93
0 bvykl e neve d e k lj p ravé Ramanathan, S., Langguth. et al.:Neurol

.. , ., , Neuroimmunol Neuroinflamm. 2015 Apr 2 ;2(3):e96.
klinického stavu a byva nutna

imunosupresivni lécba



Anti—cN-1A

» cytosolic 5'-nucleotidase v’ Redukce poctu svalovych
1A biopsii/osobu

v’ Relativné vysokd prevalence
v sérech pacientii se SS a SLE
ELISA

Laboratorni interpretace:

v" U nemocnych s IBM

v Povazovano spise za
degenerativni onemocnéni

v Nyni se ukazuje, ze ¢ast ma
zfejmé autoimunitni podklad
* Cil:
v' Odliseni IBM od jinych svalovych
postizeni:
v" PM, DM, nekrotizujici myopatie,

svalova dystrofie, myasthenia gravis

Herbert MK et al.: Curr Opin Rheumatol. 2015 Nov;27(6):595-600
Goyal NA et al.: J Neurol Neurosurg Psichiatry (E pub) 2015

Pluk H et al.: Ann Neurol. 2013. 73: 397-407Laman HB et al.: Ann
Neurol.2013. 73: 408-418

Herbert MK et al.: Ann Rheum Dis. 2016 Apr;75(4):696-701

— <1,0 - negativni (index)
— 21,0 - pozitivni (index




Laboratorni diagnostika SCL




Scleroderma blot

Spektrum vysetrovanych Lab. interpretace:pozitivni/negativni
antigenii: ﬁ
Sc-70 B v,.,.,,. i
CENP-A == = = EE
CENP-B . [ FEmRCTe

RP 11 = ik

RP 155

Fibrilarin M ki

NOR-90 N iinsiiinisniinnsiiii
Th/To

PMScl 75,

PM-Scl 100

Ku

PDGFR

Ro 52

Vysetfujeme: Scleroderma blot: EUROIMMUN, Germany
(Dynex,CR)



RNA polymeraza lll - ELISA

RNA polym. Il

« ELISA
. Laboratorniinterpretace: v’ protilatky proti nukleolarnim
— Cut-off-27,9 U/ml antigenum

v’ |zolovana protilatkova
pozitivita (samostatna
sérologicka skupina)

v’ poji se s rozvojem renalni krize
v’ zvyseny vyskyt postizeni kize

v/ vyznamna asociace s rozvojem

Vysetfujeme: RNA polymerase I, . .
MBL,Japonsko(LABMARK, CR) ma I |gn It

v' Pfitomnost téchto protildtek v éasné fazi
onemocnéni by tak méla vést k podezreni na
SOBANSK, V., DAUCHET,L. et al.: Arthritis Rheumatol. 2014 paraneoplasticky fenomén a provedeni

MOINZADEH, P., FONSECA, C. et al.:Arthritis Res Ther, 2014, 16, R53
TAKADA,D., HOSHINO,J. et al.: Mod Rheumatol. 2016 Mar 4:1-4

Feb;66(2):407-17. onkologického screeningu.



ANCA protilatky - NIF

Vysetrujeme: NIF-INOVA

(Werfen Czech)

* Neprima IF - protilatky
proti cytoplasmé
neutrofilnich leukocytl

— na sklicku navazané neutrofily
(a eosinofily) fixované
ethanolem (odliSeni pANCA a
cANCA, ale poz. ANA) nebo
formalinem (neg. ANA)

* fedénisér1:20
e odliseni 2 typy fluorescence
+ atyp. ANCA

— CANCA (PR3)
— P ANCA (MPO)

SINICO, RA., RADICE, A.: Clin Exp Rheumatol, 2014,
32(Suppl. 82), $112-S117.

Postupy pro vysetrovani ANCA

IIF ON ETHANOL-FIXED GRANULOCYTES (LEUKOCYTES)

C ANCA| [P ANCA| |At ANCA NEG
’ANCA-PR:B HANCA—MPO (an&(Ra)’ (PRSIMP.O-ANCA)‘
[Pos | [NEG] [Pos | INEG NEG| [POS]

IANAHEpz | FORN

NIF : Senzitivita 80-90% , Specificita <80%, +
ELISA: Specificita az 298%

LOCHMAN, I.: Alergie &2, str. 147-148, 2012 (CSAKI
- SLi)



ANCA protilatky - ELISA

ANCA ELISA

c ANCA

— Proteinaza 3 (PR3)
p ANCA

— Myeloperoxidaza (MPO)
Laboratorni interpretace:

— >5,0 U/ml - pozitivni

Pozor!!!!l!!

V pfipadé podezreni na granulomatozu s
polyangiitidou se doporucuje provést oba testy.
Na korelaci hladiny c-ANCA s aktivitou nemoci
nelze spoléhat.

Existuje limitovand forma nemoci (priblizné 30
%), ktera nevykazuje pozitivitu ANCA
protilatek.

Priblizné v 10 % se u granulomatozy s
polyangiitidou vyskytuje také p-ANCA, ktera je
ale castéji pritomna u mikroskopické
polyangiitidy (60%).

Vysetfujeme: ANCA ELISA - Orgentec, Germany, (ASCOMED,

CR)

v Existuji i atypické formy ANCA, které nejsou
namireny proti PR3, ani proti MPO. Mohou se
vyskytovat u Fady systémovych revmatickych
onemocnéni nebo idiopatickych strevnich
zdnétu, ale neznamenaji pritomnost primdrni
vaskulitidy.

e ANCA combi ELISA

e Spektrum vysetrovanych
antigenu:
v’ protein zvysujici baktericidii a
permeabilitu (BPI)
v’ laktoferin
v’ elastdza,
v’ cathepsin G,
v lysozym
* Laboratorniinterpretace:
— >10,0 U/ml - pozitivni

SINICO, RA., RADICE, A.: Clin Exp Rheumatol, 2014, 32(Suppl.
82), S112-5117.



lgG4 - nefelometrie

Laboratorni interpretace:

Normalni rozmezi:
* 62-1127 mg/ml
v’ nad 18 let

Hybdskova J. et al: Otorinolaryng. a Foniat. /Prague/, 64,
2015, No. 3, pp. 163-167.

Brenn T, Calonje E et al: Am J Dermatopathol. 2002;24:385-
91

Kuo TT, Chen TC, Lee LY, Lu PH.. J Cutan Pathol. 2009
Oct;36(10):1069-73

Vysetfujeme: Binding Site

IgG 4 asociovana nemoc:
IgG4-RD

v’ systémové zanétlivé a
fibrotizujici onemocnéni
postihujici celou radu
organovych systému

— P hladina 1gG4 v séru

v' histopatologické zmény -
storiformni (tzv. rohozkovita)
fibroza, lymfoplazmocytarni
infiltrace a obliterujici
vaskulitida

v’ fada dfive popisovanych
chorob je nejspiSe organovou
manifestaci IgG4-RD.



* Indikace podle klinického obrazu
a dalSich nalezt u konkrétniho

pacienta

* Prukaz pozitivni autoprotilatky k

dg. nikdy nestaci

e Autoprotilatky se tvori u rady

systémovych revmatickych
onemocneéni, pricemz jejich
specifita je rznoroda

Zaver: Interpretace imunologickych testu

Nékteré autoprotilatky se mohou
vyskytovat u vice revmatickych
onemocneéni, ale jejich
pfitomnost mUze byt odhalenai u
jinych chorobnych stav(

Jedna autoprotilatka maze byt
analyzovana vétSim mnozstvim
laboratornich metodik (mozna
limitace pouzivanych metodik)
Pripadna pozitivita protilatky by
meéla byt potvrzena nejméné 2
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ANCA protilatky - NIF

Vysetrujeme: NIF-INOVA

(Werfen Czech)

* Neprima IF - protilatky
proti cytoplasmé
neutrofilnich leukocytl

— na sklicku navazané neutrofily
(a eosinofily) fixované
ethanolem (odliSeni pANCA a
cANCA, ale poz. ANA) nebo
formalinem (neg. ANA)

* fedénisér1:20
e odliseni 2 typy fluorescence
+ atyp. ANCA

— CANCA (PR3)
— P ANCA (MPO)

SINICO, RA., RADICE, A.: Clin Exp Rheumatol, 2014,
32(Suppl. 82), $112-S117.

Postupy pro vysetrovani ANCA

IIF ON ETHANOL-FIXED GRANULOCYTES (LEUKOCYTES)

C ANCA| [P ANCA| |At ANCA NEG
’ANCA-PR:B HANCA—MPO (an&(Ra)’ (PRSIMP.O-ANCA)‘
[Pos | [NEG] [Pos | INEG NEG| [POS]

IANAHEpz | FORN

NIF : Senzitivita 80-90% , Specificita <80%, +
ELISA: Specificita az 298%

LOCHMAN, I.: Alergie &2, str. 147-148, 2012 (CSAKI
- SLi)



ANCA protilatky - ELISA

ANCA ELISA

c ANCA

— Proteinaza 3 (PR3)
p ANCA

— Myeloperoxidaza (MPO)
Laboratorni interpretace:

— >5,0 U/ml - pozitivni

Pozor!!!!l!!

V pfipadé podezreni na granulomatozu s
polyangiitidou se doporucuje provést oba testy.
Na korelaci hladiny c-ANCA s aktivitou nemoci
nelze spoléhat.

Existuje limitovand forma nemoci (priblizné 30
%), ktera nevykazuje pozitivitu ANCA
protilatek.

Priblizné v 10 % se u granulomatozy s
polyangiitidou vyskytuje také p-ANCA, ktera je
ale castéji pritomna u mikroskopické
polyangiitidy (60%).

Vysetfujeme: ANCA ELISA - Orgentec, Germany, (ASCOMED,

CR)

v Existuji i atypické formy ANCA, které nejsou
namireny proti PR3, ani proti MPO. Mohou se
vyskytovat u Fady systémovych revmatickych
onemocnéni nebo idiopatickych strevnich
zdnétu, ale neznamenaji pritomnost primdrni
vaskulitidy.

e ANCA combi ELISA

e Spektrum vysetrovanych
antigenu:
v’ protein zvysujici baktericidii a
permeabilitu (BPI)
v’ laktoferin
v’ elastdza,
v’ cathepsin G,
v lysozym
* Laboratorniinterpretace:
— >10,0 U/ml - pozitivni

SINICO, RA., RADICE, A.: Clin Exp Rheumatol, 2014, 32(Suppl.
82), S112-5117.



* Indikace podle klinického obrazu
a dalSich nalezt u konkrétniho

pacienta

* Prukaz pozitivni autoprotilatky k

dg. nikdy nestaci

e Autoprotilatky se tvori u rady

systémovych revmatickych
onemocneéni, pricemz jejich
specifita je rznoroda

Zaver: Interpretace imunologickych testu

Nékteré autoprotilatky se mohou
vyskytovat u vice revmatickych
onemocneéni, ale jejich
pfitomnost mUze byt odhalenai u
jinych chorobnych stav(

Jedna autoprotilatka maze byt
analyzovana vétSim mnozstvim
laboratornich metodik (mozna
limitace pouzivanych metodik)
Pripadna pozitivita protilatky by
meéla byt potvrzena nejméné 2



Myositis specifické autoprotilatky (MSA)

Anti-ARS (aminoacyl-tRNA synthetases)

Anti-Jo-1
Anti-PL-7
Antti-PL-12
Anti-EJ
Anti-OJ
Anti-KS
Anti-Zo
Anti-YRS

Anti-SRP

Anti-7SL RNA

Anti-Mi-2
Anti-CADM-140
Anti-p155(/140)
Anti-M)
Anti-hPMS1

Histidyl-tRNA synthetase 15-20%
Threonyl-tRNA synthetase 5-10%
Alanyl-tRNA synthetase <5%
Glycyl-tRNA synthetase 5-10%
Isoleucyl-tRNA synthetase <5%
Asparaginyl-tRNA synthetase <5%
Phenylalanyl-tRNA synthetase <1%
Tyrosyl-tRNA synthetase <1%
Signal recognition particle 6 peptides 5-10%
(5-50%)
218/240 kDa helicase family proteins 5-10%
Melanoma-differenciation cytoplasmic 140 kDa protein (50%)
Transcriptional intermediary factor 1y (20%)
Nuclear matrix protein NXP-2 <5%
DNA repair mismatch enzyme <5%

Brouwer R et al, AnnRheumDis 2001; Hirakata M et al, Arthritis Rheum. 2007;
Betteridge Z et al, Rheumatol(Oxford)2007; Hashish L et al,. ArthritisRheum 2005



Protilatky asociované s myozitidou (MAA)

Anti-PM-Scl
Anti-U1RNP
Anti-Ku

Anti-Ro (52, 60)
Anti-56 kD
Anti-Fer

anti-KJ
Anti-MAS

Anti-proteasome (aC9)

Komplex 11-16 protein( v jadérku 8-10%
Malé jaderné RNP 10%

regulacni podjednotka DNA-PK 70/80 kDa (20-30%)

hY RNA + peptidy 10-30%
RNP protein (87%)
Prodluzovaci faktor o <1%
Translacni faktor 120 kDa <1%
protein vazajici tRNA>¢" (myalgie 50%)
20 S proteasom o 62%



Anti-aminoacyl-tRNA syntetazy (ARS)

- katalyzuji vazbu vzdy jedné aminokyseliny na tRNA

— Anti-Jo-1 Histidyl-tRNA syntetaza 20-25%
— Anti-PL-7 Threonyl-tRNA syntetaza <5%
— Anti-PL-12 Alanyl-tRNA syntetaza <5%
— Anti-EJ Glycyl-tRNA syntetaza <5%
— Anti-OJ Isoleucyl-tRNA syntetaza < 5%

— Anti-KS (AsnRS) Asparaginyl-tRNA syntetaza vzacné

— Anti-Zo Phenylalanyl-tRNA syntetaza vzacné
— Anti-YRS (Ha)  Tyrosyl-tRNA syntetaza vzacné

Brouwer R et al, AnnRheumDis 2001; Hirakata M et al, Arthritis Rheum. 2007;
Betteridge Z et al, Rheumatol(Oxford)2007; Hashish L et al,. ArthritisRheum 2005




