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Vyuzitie nepriamej imunofluorescencie pri detekcii autoprotilatok
asociovanych so systémovou sklerézou
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Systémova sklerdza je autoimunitné ochorenie charakteristické pritomnostou antinuklearnych protilatok pro-
ti roznym extrahovatelnym antigénom. V sérach pacientov mozno detegovat autoprotilatky Specifické pre sys-
témovu sklerézu (autoprotilatky proti topoizomeraze |, centromére-A, centromére-B, RNA polymeraze Il -RP11,
-RP155) a autoprotilatky asociované so systémovou sklerézou (autoprotilatky proti fibrilarinu, NOR90, Th/To,
PM-Scl100, PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Jednotlivé typy autoprotilatok mézu byt asociované s roznymi klinic-
kymi prejavmi pacienta a ich spravna detekcia méze napomact pri diagnostike, prognéze a v manazmente ocho-
renia.
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Use of indirect immunofluorescence in the detection of autoantibodies associated with systemic sclerosis

Systemic sclerosis is an autoimmune disease characterised by the presence of antinuclear antibodies against
various extractable antigens. In patient’s sera, we can detect autoantibodies specific for systemic sclerosis (au-
toantibodies against topoisomerase I, centromere-A, centromere-B, RNA polymerase Il -RP11, RP155) and au-
toantibodies associated with systemic sclerosis (autoantibodies against fibrillarin, NOR90, Th/To, PM-Scl100,
PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Individual types of autoantibodies may be associated with various clinical mani-

festations of the patient, which may help in the diagnosis and management of the disease.
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Systémova skler6za (SSc) je zriedkavé, chronické auto-
imunitné ochorenie spojivového tkaniva s neznamou prici-
nou vzniku. Charakterizuje ho vyrazna fibréza koze, dege-
nerativne zmeny a vaskularne abnormality, ktoré postihuju
kozu, kiby a vnitorné organy (najma pazerak, gastrointesti-
nalny trakt, pltca, srdce a oblicky)™. Na celom svete trpi tym-
to ochorenim priblizne 2 — 50 zo 100 000 l'udi, pricom posti-
huje 3-4x Castejsie Zeny ako muzov (obvykle medzi 44. az
55. rokom zivota).

Vzhladom na to, Ze SSc sa prejavuje réznymi formami
a na réznych Castiach tela, pricom sa dokonca méze dostat
aj do pokojovej fazy, klinicka diagn6za je pomerne ndro¢na®.

Formy SSc:

1. Diftizna sklerodermia (dcSSc) — zhrubnutie koZe na tvari,
trupe a na hornych i dolnych koncatinach.

2. Limitovana sklerodermia (IcSSc) — zhrubnutie koze na
obmedzenych miestach distalne od laktov a kolien, ale
postihuje tiez tvar a krk. Synonymom je CREST syndrém
(C - podkozna kalcifikacia, R — Raynaudov fenomén, E -
porucha motility pazerdka, S — sklerodaktylia, T — telean-
giektazia).

3. Bez koznej sklerodermie — bez zjavnych klinickych koz-
nych prejavov (s vynimkou tvare), ale s charakteristickymi
zmenami na vnutornych organoch, cievnymi prejavmi a so
sérologickymi nalezmi.

4. Prekryvajlici sa syndrém — SSc spifajtca zarover aj kri-
térid systémového lupus erythematosus (SLE), reumatoid-
nej artritidy (RA) alebo polymyozitidy (PM).

5. Nediferencované ochorenie spojivového tkaniva/OVER-
LAP syndrém — Raynaudov fenomén s klinickymi a/alebo
laboratérnymi prejavmi SSc (anticentromérové protilatky,
zmeny mikrovaskulatury, ischemické defekty, edém a ul-
ceracie prstov), ale bez nalezu zhrubnutia koZe a organo-
vych prejavov systémovej sklerodermie®”.

Pritomnost autoprotilatok je charakteristickou ¢rtou SSc,
ale aj inych autoimunitnych ochoreni. Stanovenie autoproti-
latok v sérach pacientov s SSc je zvlast dolezité — napoma-
ha pri sledovani priebehu ochorenia, prognéze a diferencial-
nej diagnostike (najmé odlisenie od inych kolagendz — napr.
SLE, PM, Sharpov syndrom, Sjogrenov syndrom)@34,

Priblizne v 95 % SSc pripadov mozno najst v sére pacien-
tov antinuklearne protilatky (ANA). ANA su detegované me-
tédou nepriamej imunofluorescencie (NIF) na kultivovanych
Hep-2 bunkach v kombindcii so substratom opicej pecene.
Tato metdda sluzi ako skriningovy test na detekciu autopro-
tilatok, pretoze je vysokosenzitivna a poskytuje zakladné in-
formécie o detegovanej strukture. Na Hep-2 bunkach mozno
vo vSeobecnosti popisat fluorescen¢né obrazy, napr. homo-
génne jadro, jemne zrnité/zrnité/hrubo zrnité jadro, jadierka
a iné struktury, ktorych pritomnost je spésobena réznymi an-
tigénmi. Na potvrdenie konkrétneho antigénu je indikovany
imunospecificky test (ELISA, imunoblot a pod.). Imunoblot
je metdéda detekcie, pri ktorej st na stripoch fixované vsetky
v sUcasnosti zname autoantigény charakteristické pre SSc,
ktoré sa rozdeluju do dvoch skupin: SSc $pecifické (topoizo-
meraza |, centroméra-A, centroméra-B, RNA polymeraza I
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-RP11, -RP155) a SSc asociované (fibrilarin, NOR90, Th/To,
PM-Scl100, PM-Scl75, Ku, PDGFR, Ro-52). Prevalencia auto-
protilatok proti SSc antigénom je uvedend v tabulke 712345,

Autoprotilatky proti centroméram (anti-CENP)

Anti-CENP rozozndvaju 4 proteiny, najCastejSie CENP-A,
-B, -C, -D. Centromérové proteiny umoznuju vazbu kinetoché-
rov na centromérovu oblast chromozémov a interakciu s vre-
tienkom mitotického aparatu pocas mitézy©®.

Anti-CENP sa CastejSie vyskytuju prilcSSc alebo pri CREST
syndrome. Pritomnost tychto autoprotilatok je asociovana
s lepSou prognézou a oneskorenym nastupom postihnutia
vnutornych organov. Takito pacienti maju limitované kozné
ochorenie bez postihnutia srdca i obliCiek a zriedkavo za-
vaznu intersticialnu fibrézu plic (IF). Napriek tomu u viac ako
polovice pacientoy, ktori zomieraju v suvislosti s SSc, je prici-
nou Umrtia pokrocild plticna hypertenzia (PHT). U pacientov
s anti-CENP protilatkami sa nevyvinie dcSSc a v takom pri-
pade nemusia byt monitorovani pre pripadnu rendlnu krizu
a intersticialnu fibrézu®34. Anti-CENP protilatky boli njde-
né aj v sérach pacientov s SLE, primarnou bilidrnou cirhézou
(PBC), RA a so Sjogrenovym syndrémom (SS)®.

Tabulka 1. Prehlad SSc specifickych a SSc asociovanych auto-
protilatok@414

Autoprotilatka Hlavny autoantigén m

Anti-centroméra CENP-A, CENP-B 80 - 95 % limitovana
Anti-Scl70 DNA topoizomeraza | 25 =75 % difizna
Anti-RNA . o e
polymeraza Ill RNA polymeraza 4 % difazna
Anti-Th/To H1/8-2.a Th/7-2 RNA, <5 % vzacna
komponenty RN-azy
Anti-fibrilarin U3-RNP 5-10 % difuzna
Anti-NOR90 jadierkovy organizator <5 %vzacna
antigénovy komplex 11-16

- polypeptidov, o i

Anti-PM-Scl hlavné antigény PM-Scl100, 18 % difuzna
PM-Scl75
anti-Ku 80 a.70I,(Da [?NA Vi?ZUCi < 5% vzacna
diméricky protein

anti-PDGFR PDGFR

Obrazok 1. Anti-CENP@)

Mikroskopicky obraz NIF ANA: 40 - 60 bodiek v interfazo-
vom jadre, bodkovana fluorescencia chromatinovej platnic-
ky pocCas mitézy (obrazok 1)®. Vzhladom na to, Ze anti-CENP
vykazuje charakteristicky fluorescencny obraz, nie je potreb-
né potvrdenie imuno$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti topoizomeraze | (anti-Scl70)

Scl70 (70kDa) je degradacnym produktom topoizomera-
zy-l (topo I). Topo | je enzym lokalizovany v nukleoplazme, ja-
dierkach a v oblasti organizatora jadierka. Jeho funkciou je
katalyzovat odvijanie dsDNA pred syntézou dcérskych vla-
ken DNA pocas replikacie®.

Henault a kol. odhalili priame patogénne ucinky autopro-
tilatok najdenych v SSc. Vo svojej Studii uviedli, ze autoanti-
gén topo | uvolneny z apoptotickych endotelidlnych buniek
sa Specificky viaze na fibroblasty, kde ho u pacientov s SSc
rozpozna protilatka anti-Scl70. Tato vazba nasledne induku-
je adhéziu a aktivaciu monocytov, ktord vedie k vyvoju SSc(.

Protilatky anti-Scl70 su u pacientov s SSc povazované za
marker zlej progndzy. Ich pritomnost je asociovana s dcSSc
a so skorym nastupom postihnutia vnutornych organov.
U pacientov s tymto typom autoprotilatok je vyssia pravde-
podobnost vyskytu IF v skorych stadiach, periférnej vaskular-
nej choroby, postihnutia srdca, renalnej krizy a malignit. R6z-
ne Studie opisuju asocidciu protilatok anti-Scl70 s vysokou
umrtnostou, pricom pacienti s IF zomieraju na komplikacie
priemerne do 10 rokov po diagnostikovani SSc*®. Anti-Scl70
sa zvyCajne nevyskytuje u zdravych jedincoy, ani u pacientov
s Raynaudovym syndrémom alebo s inymi ochoreniami spo-
jivového tkaniva. Pravdepodobnost vyskytu anti-Scl70 a an-
ti-CENP sucasne je velmi nizka a vyskytuje sa lenu 0,5 % pa-
cientov®,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnita az homogén-
na fluorescencia jadra v interfaze, pozitivha fluorescencia
chromatinovej platnicky po¢as mitdzy, ¢asto s pozitivnymi
jadierkami (obrazok 2)®. Vzhladom na to, Ze fluorescencny
obraz anti-Scl70 nie je vzdy jednoznacny, je potrebné potvr-
denie imunospecifickym testom.

Obrazok 2. Anti-Scl70@
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Autoprotilatky proti RNA polymeraze Il (anti-RNAP 111)

RNA polymeraza lll je enzym, ktory katalyzuje prepis tRNA,
¢ast rRNA a niektorych malych RNA. Ide o komplex proteinov
pozostavajlci z > 12 podjednotiek, napr. RP11 a RP155, kto-
ré su asociované s SSc('",

Anti-RNAP Il sa vyskytuju u pacientov s SScv 5 - 20 %
a su asociované s dcSSc a progresivnym zhrubnutim koze,
vysokym rizikom pre vyvoj rendlnej krizy, progresivnejsSim
priebehom ochorenia, malignitami, bez pritomnosti IF. Pre-
Zivanie pacientov s anti-RNAP Il je v porovnani s anti-Scl70
lepsSie, pretoze renalna kriza je v sucasnosti l'ahSie lieCitelna
ako IF. Pritomnost protilatok anti-RNAP Ill u pacientov s SSc
moze byt povazovana za marker rozvoja renalnej krizy®s91,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnita fluorescen-
cia jadra v interfaze bunky, chromozomalna oblast pocas
mitozy je negativna (obrazok 2)'?. Fluorescencny obraz pri
anti-RNAP lll nie je jednoznacne odlisitelny od inych autopro-
tilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné potvrde-
nie imunospecifickym testom.

Autoprotilatky proti Th/To

Protilatky anti-Th/To rozozndvaju 40kDa protein spolo¢ny
pre dva malé ribonukleoproteiny obsahujlice 7-2 RNA (RNa&-
za MRP — RNA zloZka mitochondrialnej RNA endoribonuklea-
zy) a 8-2 RNA (RNAé&za P - ribonukleaza P)®.

Anti-Th/To protilatky su asociované prevazne s IcSSc
formou, hoci celkova frekvencia u pacientov s SSc je iba
2 = 5 %. Pacienti s protilatkou anti-Th/To maju sklon ku
kratSiemu trvaniu Raynaudového syndrému pred nastupom
inych symptémoy, ako je napr. opuch ruk. Zavazné ischemic-
ké komplikacie su zriedkavé, avsak pritomnost tejto protilat-
ky sa spdja s IF a PHT, ktoré sa ¢asto vyskytuju uz v sko-
rom $tadiu ochorenia. Tato zvysena frekvencia a zdvaznost
pldcnych komplikacii vedu k horSiemu prezivaniu v porovna-
ni s pacientmi s IcSSc bez pritomnosti tejto protilatky©¢+9,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Bodkovana fluorescencia
jadierok v interfaze bunky, chromozomalna oblast po¢as mi-
t6zy je negativna®. Fluorescencny obraz pri anti-Th/To nie
je jednoznacne odlisitelny od inych autoprotilatok s podob-
nou fluorescenciou, preto je potrebné potvrdenie imunospe-
cifickym testom.

Autoprotilatky proti fibrilarinu/lUSRNP

Hlavnym autoantigénom anti-U3RNP je fibrilarin, 34kDa
protein, zloZzka U3-ribonukleoproteinového komplexu®©®).

Prevalencia antifibrilarinu je u pacientov s SSc 4 — 10 %©.
Anti-U3RNP protilatky st vSeobecne povazované za protilat-
ky Specifické pre SSc a vzdjomne sa vyluCuju s protilatka-
mi anti-CENP, anti-Scl70 a anti-RNAP, boli v§ak opisané aj
u pacientov s SLE, nediferencovanym ochorenim spojivové-
ho tkaniva (UCTD) a Raynaudovym syndrémom. Niektoré kli-
nické priznaky su ovplyvnené etnicitou. Belosi, Afroamerica-
nia a Japonci s anti-U3RNP trpia prevazne dcSSc, periférnou
vaskulopatiou, vredmi a gangrénou. U belochov a Afroame-
ricanov je v porovnani s Japoncami opisané CastejSie po-
stihnutie organov, IF, PHT ¢i renalna kriza a s nimi sivisiaca
horsia progndza. Pritomnost anti-U3RNP u pacientov s [cSSc
vylucuje rozvoj PHT®),

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Chuchvalcovita fluo-
rescencia jadierok v interfaze, bunky v mitéze vykazuju

perichromozomalnu fluorescenciu . Fluorescenény obraz
pri anti-U3RNP nie je jednoznacne odliSitelny od inych auto-
protilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné po-
tvrdenie imunos$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti NOR90

Protilatky anti-NOR90 su namierené proti oblasti organiza-
cie jadierka (NOR), kde sa po mitéze formuju jadierka. Stu-
die preukazali, ze autoantigénom pre protilatku anti-NOR90
je transkripcny faktor RNA polymerdzy | viazuci sa proti sme-
ru transkripcie (hUBF)G#),

Anti-NOR90 nepatria medzi SSc Specifické protilatky, av-
Sak boli detegované u pacientov s ochoreniami spojivového
tkaniva ako Raynaudov syndrom, RA, SLE, SS a u pacientov
s malignitami. Coraz astejsie sa spomina asociacia medzi
protilatkami anti-NOR90 a IcSSc, miernou formou postihnu-
tia koZe a priaznivou prognézou @4,

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Zrnita fluorescencia jadie-
rok pocas interfazy. V chromatinovej oblasti mitotickej bun-
ky pozorované bodky, ktoré st povazované za oblast orga-
nizacie jadierka®. Fluorescencny obraz pri anti-NOR90 nie
je jednoznacne odlisitelny od inych autoprotilatok s podob-
nou fluorescenciou, preto je potrebné potvrdenie imunospe-
cifickym testom.

Autoprotilatky proti PM-Scl75, PM-Scl100

Autoantigén PM-Scl je makromolekulovy komplex 11 - 16
polypeptidov, z ktorych najdélezitejSie maju molekulovu
hmotnost 75kDa a 100kDa: anti-PM-Scl75, anti-PM-Scl100.
V bunkovom jadre sa zucastiuje na Stiepeni prekurzorovej
rRNA a v cytoplazme napomaha degradovat zreliG mRNA®9,

Zatial Co autoprotilatky proti CENP a Scl70 su typické pre
SSc, o autoprotilatkach proti PM-Scl75 a PM-Scl100 sa uva-
zuje ako o sérologickych markeroch pre overlap syndrom,
pricom PM-Scl75 by mohol pdsobit ako hlavny cielovy anti-
gén pri dcSSc. Anti-PM-Scl protilatky sa najcastejSie vysky-
tuju u pacientov s prekryvajicim sa syndrémom PM a SSc
(31 %), vzacnejsie pri samotnej myozitide (8 — 11 %) alebo
SSc (2 %)('%19). Pacienti s tymto typom autoprotilatok casto
trpia subakutnou myozitidou, Raynaudovym fenoménom
a sklerodermiou koze®. Dokaz tychto autoprotilatok je spo-
jeny s lepsou prognézou ochorenia™®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Homogénna fluorescen-
cia jadierok a sucasne slabsia, jemne zrnita fluorescencia
nukleoplazmy v interfaze, negativna fluorescencia chromati-
novej platnicky pocas mitdzy(¥. Fluorescenény obraz pri an-
ti-PM-Scl75, -100 nie je jednoznacne odlisitelny od inych au-
toprotilatok s podobnou fluorescenciou, preto je potrebné
potvrdenie imunos$pecifickym testom.

Autoprotilatky proti Ku

Anti-Ku protilatky boli opisané ako marker overlap syndré-
mu sklerodermie/PM, avS§ak zaznamenany bol aj ich vyskyt
pri inych autoimunitnych ochoreniach. Autoantigénom pre
anti-Ku je protein Ku s dvoma podjednotkami, viazuci DNA,
zUcCastnujuci sa na oprave dsDNA. Prevalencia anti-Ku proti-
latok u SSc pacientov je 1,5 — 16 %1617,

Anti-Ku je primarne detegované u SSc pacientov s over-
lap syndrémom. Vacsina pacientov ma typické priznaky ako
Raynaudov fenomén, sklerodermia koZe a obvykle aj IcSSc®.

96

2/2017
newsla




Prehladové prace

Anti-Ku sa zriedkavo vyskytuje aj u pacientov s SLE bez zna-
kov SSc, pricom dalSie autoprotilatky asociované s SLE, na-
pr. anti-dsDNA, su vzdy pozitivne. Menej ¢asto sa vyskytuje
postihnutie vnutornych organov, ktoré je vSak mierne, zatial
Co artritida je bezna. Anti-Ku protilatka je taktiez asociovana
s mensim poc¢tom vaskularnych prejavov, ako je napr. telea-
ngiektazia®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Jemne zrnitd az Skvrni-
ta fluorescencia jadra v interfaze, chromozomalna oblast
pocas mitdzy je negativna. Anti-Ku mozno odli$it od inych
autoprotilatok na zaklade substratu opicej pecene, na kto-
rom vykazuje perinuklearnu az chumadcikovitu fluorescen-
ciu®. Vzhladom na to, Ze fluorescencny obraz anti-Ku nie je
vzdy jednoznacny, je potrebné potvrdenie imunospecifickym
testom.

Autoprotilatky proti PDGFR (platelet derived growth
factor - rastovy faktor odvodeny od trombocytov)
Anti-PDGFR patria medzi protilatky asociované s SSc a bo-
li detegované aj priinych ochoreniach: SLE, SS, RA a IF®. Jed-
nym z prvych prejavov v patogenéze SSc je mikrovaskulatér-
ne poskodenie a akumuldcia buniek exprimujucich receptor
PDGFR. Autoprotilatky anti-PDGFR hraju tlohu v patogenéze
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SSc, pretoze konvertuju normalne fibroblasty in vitro na bun-
ky podobné SSc, ktoré s schopné indukovat fibrézu in vivo.
Dalsie $tudie tychto protildtok mézu poméct v prevencii za-
vaznych komplikacii, ako su ulceracie, PHT a rendlna kriza,
ktoré st zodpovedné za podstatné skratenie Casu prezivania
a zhorsenie kvality Zivota®.

Mikroskopicky obraz NIF ANA: Nie je opisany Specific-
ky fluorescenény obraz, preto jedind moznost dékazu an-
1i-PDGFR je imunospecificky test.

Zaver

Autoprotilatky detegované pri SSc su velmi Specifické
a asociované s roznymi klinickymi prejavmi pacienta. Ich pri-
tomnost by mala byt zvaZzena pri monitorovani pacienta, sta-
noveni liecby a dalSej prognéze. Objasnenie Specificity SSc
protilatok a s nimi suvisiacich odlisnych klinickych prejavov
by mohlo napomoct lepsie pochopit patogenézu SSc. Vyz-
nam autoprotilatok pri SSc ochoreni je stale pomerne nejas-
ny, aj ked ¢oraz viac studii nasvedcuje tomu, Ze tieto protilat-
ky nie su len diagnostickymi markermi ochorenia, ale taktiez
vedia predpovedat vyvoj ochorenia ¢&i pripadné postihnutie
organov.
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