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Uvodni slovo MUDr. Tomase Sykory:

Brzy po nastupu své lékaiské praxe jsem si
uvédomil, Ze at je pacient jenom jeden,
jsou na néj rdzné pohledy. Jinak pacienta
vnima lékar psychiatr a jinak lékaf, ktery
se zabyva somatickou medicinou. Se zne-
pokojenim jsem vnimal, jak se medicina
rozdéluje na dva odlisné svéty. Na svét or-
ganu, svald, kosti a toho vieho, co se da
na clovéku vidét anebo se da zobrazit né-
jakou zobrazovaci technikou a druhy svét,
ktery se zabyva tim, co nelze zrentgeno-
vat, co nelze prohmatat, co se neda po-
slechnout fonendoskopem - svét lidské
psychiky a dusevnich nemoci. Svét pro nas
,somatické Iékafe” tak malo pochopitelny
a prece tolik ovlivijici vsechny ty déje
a orgdny co vysetiujeme a nachdzime na
nich anatomické poruchy nebo poruchy
funkce. Dodneska si kladu otdzku, pro¢
tyto svéty spolu tak malo komunikuji a tak
malo hledaji spole¢ného jmenovatele cho-
roby, kterou diagnostikujeme a lécime.
Jsem bytostné presvédéen o tom, Ze
pokud se ndm povede tyto dva svéty pro-
pojit, povede to k velkym lé¢ebnym Uspé-
chum a imunologie mGZe byt jednim
z obor(, které budou postupné objasfiovat
jejich propojenost.

Vice nez pred 10ti lety jsem zacal byt stale
ve vétsim a vétsim kontaktu s kolegy 7 la-
boratore, ktefi se po cely svij profesni Zivot
zabyvaji laboratorni medicinou. V té dobé
jsem zacal premyslet o tom, zda jesté neni

treti svét - svét laboratorni. Najednou jsem
si uvédomil, Ze myslime trochu jinak, Ze
nase pohledy na jeden problém jsou tro-
chu odlisné. Museli jsme spolu dlouho mlu-
vit, mnoho si vyjasiovat. Myslim si, Ze
nase soufZiti v laboratofi INTERIMUN nam
hodné dalo. J3 jako klinik jsem si zacal
mnohem vice cenit vysledka, které dosta-
vam, protoZe za nimi vidim tu svédomitou
praci, hluboké znalosti a ochotu hledat vy-
svétleni nesouladu laboratorniho nalezu
s klinickym stavem pacienta. ,Laboratorni
kolegové” se zacali divat trochu jinym po-
hledem na problémy klinické mediciny
a odhlédli od svych ,zkumavek” smérem
k pacientovi. Nase svéty se sblizily, moznd
i protnuly.

To, Ze jsme se pred nékolika lety rozhodli vy-
davat tento obcasnik AD INFORMADUM ME-
DICI, je mimo jiné snahou svét laboratorni
mediciny a svét klinické mediciny co nejvice
sblizit. Moje vlastni zkusenost ukdzala, ze
moznost konzultovat laboratorni ndlezy
s erudovanymi laboratornimi pracovniky je
vyhodou pro pacienta. Neobavejme se moz-
nost kontaktu s pracovniky laboratore vyuzi-
vat, jisté to povede k dalsimu pfiblizovéani
téchto dvou svétt a k zajimavym a obé

strany obohacujicim diskusim.

MUDr. Tomds Sykora
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Jaké komponenty vysetfit?

Maly privodce laboratorni diagnostikou alergického zanétu
pomoci stanoveni specifického IgE proti molekularné
definovanym alergenim (komponentam)

Cast 1. Potravni alergeny

Zivocisného pavodu

Alergeny kravského mléka

Kravské mléko patfi do lidského jidelnicku
jiz odhadem 9000 let. Domestikace hové-
ziho dobytka znamenala zésadni zménu
v expozici lidského organismu slozkdm
kravského mléka a masa. Dalsi vyznamny
meznik byl objev zpracovéni mléka na syry
piipisovany starovékym Rekim a Rima-
nim. Kravské mléko obsahuje priblizné
30-35 g bilkovin v jednom litru. Po pfidani
syfidla se tato bilkovinna frakce rozdéli na
dvé ¢asti, syfeninu, jejiz nejvyznamné;si
slozkou je kasein, a syrovédtku, kde mu-
7eme nalézt globularni bilkoviny jako beta-
lactoglobulin, alfa-lactalbumin, hovézi sé-
rovy albumin, lactoferin, imunoglobuliny
a dalsi slozky. Alergie na slozky kravského
mléka patfi k nejvyznamnéjsim alergiim
zvlasté v détském veku. Jeji prevalence se
v populaci pohybuje mezi 2-5%.

Bos d 8 (kasein) je z hlediska rizika doza-
jista nejvyznamnéjsi alergenni slozkou
kravského mléka. Je rovnéZ vyznamnym
alergenem syr0. Je termostabilni @ muU-
7eme se s nim setkat i v tepelné zpracova-

nych mlé¢nych produktech. Prevafeni nebo
pasterizace mléka pouze redukuje mnozstvi
kaseinu na cca 50% pavodniho obsahu.
Tvofi ho ¢tyfi frakce, a1, &2, B a k kaseiny.

Vysoké hladiny specifického IgE proti Bos
d8 jsou typické pro persistujici alergii na
kravské mléko. Tyto hodnoty se daji vyuzit
i k monitorovani pfipadného rozvoje tole-
rance na kravské mléko.

Bos d 4 (c-lactalbumin) je dalsi velmi
dllezity alergen kravského mléka. Je to
monomerni globulin vazajici vapnik a zi-
nek, jehoz hlavni Glohou je regulovat lak-
toza syntazu v mlécné zlaze. Md také bak-
tericidni a antiproliferativni efekt a je
schopen ovlivitovat apoptézu.

Bos d 5 (B-lactoglobulin) je posledni
z triddy klicovych alergent kravského
mléka. Tvofi az 50% proteinG syrovatky.
Patfi mezi lipocaliny, proteiny transportujici
malé hydrofobni molekuly, napf. tuky,
B-karoten. Lipocaliny se vyskytuji napfic zi-
vocisnou i rostlinou fisi a mnohé z nich jsou
vyznamnymi alergeny. Bos d 5 je ¢astetné
termolabilni, ale vykazuje vysokou odol-
nost vici hydrolyze a vaci pisobeni pro-
tedz pfi trdveni mlé¢nych bilkovin. To zvy-
Suje miru rizika u pacientd s alergii na
mléko.

Bos d 6 (hovézi sérovy albumin, BSA) je
hlavni protein krevni plasmy skotu. Je pfi-
tomen v hovézim mase i v kravském mléce.
Jednad se o termolabilni bilkovinu a tepelné
upravené mléko a maso je pro pacienty
reagujici na tento alergen pomérné bez-
pecné. Je také citlivy k protedzam béhem
traveni. Bos d 6 je méné vyznamny alergen
kravského mléka, nicméné pacienti sensi-
bilizovani na alergeny hovéziho masa mo-
hou reagovat i na mlé¢né produkty.

Bos d lactoferin je posledni ze skupiny vy-
setfovanych alergend kravského mléka.
Jeho obsah je pod 1%. Patfi mezi imunitni
mechanismy prvni linie obrany. Vaze velmi
ucinné Zelezo, coi souvisi s jeho antimi-
krobiaInim pGisobenim. MazZzeme ho nalézt
kromé kravského mléka i v dal3ich sekre-
tech jako jsou slzy, sliny, pankreatickd te-
kutina. Je ¢astecné termostabilni a odolny
vUcCi protedzam.

Lavér: Pfi podezieni na alergii na bilko-
viny kravského mléka je doporuceno
vysetfit v prvni fadé hladinu specific-
kych IgE protilatek proti klicovému aler-
genu Bos d 8 kaseinu spolu s dalSimi
dvéma neméné vyznamnymi alergeny
Bos d 4 o-lactalbuminem a Bos d 5
B-lactoglobulinem. Kompletni mozaiku
potom ve druhém kole muie doplnit
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Bos d 6 BSA a Bos d lactoferin. Je sa-
moziejmé, ie laboratorni nalez musi ko-
relovat s klinickym obrazem.

Bilek s 10% bilkovin rozpusténych ve vod-
ném roztoku spolu se Zloutkem obsahuiji-
cim 34% lipidd a 16% bilkovin ve smési
s vodou jsou hlavni soucasti slepiciho
vejce. Bilek funguje jako ochrana a zdroj 7i-
vin budouciho embrya. Hlavnimi bilkovi-
nami jsou ovalbumin, conalbumin, ovo-
mukoid, ovomucin a lysozym. Zloutek je
hlavnim zdrojem potravy embrya. Obsa-
huje Sirokou 3kalu bilkovinnych i lipido-
vych slozek, k nimZ pati lipoprotein, lipo-
vitellin, phosvitin a dalsi. Slepici vejce,
predevsim bilek, je povazovano za jeden
z nejvyznamnéjsich zdroji alergent pro
¢lovéka. Alergie na slozky slepiciho vejce je
velmi casta, zvlasté u déti. Prevalence
v populaci se udava kolem 1-2%.

Gal d 1 (ovomukoid) je dominantni aler-
gen vajecného bilku. Jeho obsah je pres
10%. Je vysoce alergenni a mize vyvolat
anafylaktické reakce. Jeho nebezpecnost
zvysuje i velkd odolnost vici zahféti (je
stabilni pfi 100°C po dobu 1 hodiny) a vici
pGsobeni pH a protedz. Vysoké hladiny
specifického IgE proti Gal d 1 jsou typické
pro persistujici alergii na slepici vejce.

Gal d 2 (ovalbumin) je nejvice zastou-
peny protein vajetného bilku. Jeho obsah
dosahuje 50%. Je méné termostabilni nez
ovomukoid a také méné odolny vaci pH
a protedzam pfi trdveni. Je vyrazné alergo-
genni a muZe byt obsazen ve stopovych

mnozstvich v matefském mléce kojicich
Zen po konzumaci slepicich vajec. Mize
byt také stopové pritomen v nékterych vak-
cinach pripravenych na slepicich embryich.

Gal d 3 (conalbumin, ovotransferin) pa-
tfi k méné vyznamnym alergentim slepi-
¢iho vejce. Jeho biologickd funkce je tran-
sport iontl Zeleza. Je termolabilni.

Gal d 4 (lysozym) je posledni z vyznam-
néjsich alergent vajecného bilku. Zavainé
reakce na vajecny lysozym jsou spise vy-
jimkou. PouZivd se jako aditivum a konzer-
vant (E1105) do nékterych farmaceutic-
kych a potravinaiskych vyrobka, po jejichz
poZiti muze vyvolat alergické reakce.

Gal d 5 (a-livetin) je nejvyznamnéjsi aler-
gen vajecného Zloutku. Je odpovédny za
reaktivitu nazyvanou ,eqgg-bird”. Jedna se
o alergickou reakci na dribezi maso, va-
jicko a ptaci pefi.

Zavér: Pfi podezieni na alergii na bilko-
viny slepiciho vejce je doporuceno vy-
Setiit v prvni fadé hladinu specifickych
IgE protildtek proti klicovému termo-
stabilnimu alergenu Gal d 1 ovomukoidu
spolu s dalsimi tfemi méné vyznamnymi
alergeny Gal d2 ovalbuminem. Gal d3
ovotransferinem a Gal d4 lysozymem.
Pii podezieni na reakci na drabeii maso,
vajicko a pefi je vhodné stanovit hla-
dinu specifického IgE proti dominant-
nimu alergenu vajecného iloutku, Gal
d5 o-livetinu.

A zajimavost na konec: Alergen oznaco-
vany «Gal a alergie na cervené maso
«Gal je oznaceni pro «-galaktézovy epitop,
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ktery je soucasti mnoha glykoproteind a gly-
kolipidu vsech savcd s vyjimkou primatd
a Cloveka. Cukerné struktury aGal mohou
vyvolat ¢asnou i opozdénou alergickou re-
akci po poiziti hovéziho nebo vepiového
masa. Tato reakce muze byt vyvoladna i ze-
latinou pfitomnou v riznych potravinaiskych
vyrobcich i léCivech. Prvotni sensibilizace je
spojena s napadenim klistétem nebo jinymi
parazity. Alergickd reakce na «Gal zpravidla
neni anafylaktickd a také nejsou Casté re-
spiracni komplikace typu astma bronchiale.

doc. RNDr. Ctirad Andrys, Ph.D.
ilustrace: Hana Kotlandova
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Téma

Vysetieni parametrd buiikami zprostiedkované imunity je
pfirozenou soucasti hodnoceni stavu imunity pacienta

Uvod. Uréeni parametrd imunitni soustavy
v krvi je nezbytnou soucdsti komplexnich
diagnostickych postup( v fadé chorobnych
stavd. Nabidka klinickych imunologickych
laboratofi je v tomto ohledu rozsahla a ne-
ustdle se rozsifuje. Z fady divodd musi 1é-
kaf zvaZovat, jaké parametry jsou pro jeho
konecné klinické rozhodnuti uzitecné. Voli
je podle klinického stavu a suspekce. V pfi-
padé parametrd humordini imunity je volba
laboratornich parametr( relativné jedno-
duchd a je mozné ji vhodnym zplsobem ci-
lit. V pfipadé buinkami zprostiedkované
imunity se lékaf musi spolehnout na ,ba-
licek” vySetfovanych parametrd, ktery by
mél poskytnout dostatek informaci pro jeho
rozhodovani. Stanoveni parametrd bu-
kami zprostiedkované imunity je v soucas-
nosti dobfe standardizované. Provadi se
pratokovou cytometrii, metodou s vysokou
mirou reprodukovatelnosti. Jsou realizovany
vnitini i vnéjsi kontroly kvality. Je tedy
mozné i dlouhodobé sledovani dynamiky
tohoto parametru u konkrétniho pacienta.
Déle stru¢né popiseme, které parametry
jsou soucasti vysetfovaciho ,balicku” a jaké
jsou klinické implikace tohoto vy3etreni.

Preanalyticka faze vysSetieni. Imunitni
burky cirkuluji v krvi, kterd je nejdostup-
néjsim materidlem pro uréeni buiikami
zprostiedkované imunity. Pro ziskani kva-
litnich vysledkd je nezbytné dodrzet pre-
analytické zdsady spojené s odbérem
a transportem vzorku do laboratofe. Krev
by méla byt odebrdna nalacno, nejlépe
v ¢asnych dopolednich hodinach do stan-
dardnich odbérovych souprav obsahujicich
heparin. Spolu s timto vzorkem je obvykle
uskutecnén odbér na stanoveni poctu leu-
kocytl a diferencialniho krevniho rozpoctu.
Tyto Udaje slouZi k vypoctu absolutniho
poctu lymfocyta, ktery je dale pouZit pro
vypocet absolutniho poctu jednotlivych bu-
nécnych populaci. Do transportu je tfeba
vzorky skladovat pfi pokojové teploté, ne
v chladnicce. Parametry bunécné imunity
je mozné stanovit v jinych télnich tekuti-
nach, jde vsak jiz o specializované vyse-
tfeni. Je povinnosti kazdé laboratofe, aby
méla urceny referencni hodnoty pro do-
spélé pacienty a pro zakladni skupiny pa-

cientd détského véku. Tyto hodnoty jsou
uvadény na vysledkovém listu. Je v3ak 73-
douci, aby byly dopInény slovnim komen-
tafem laboratorniho specialisty, ktery ve
svém hodnoceni vychdzi z Gdaju o klinic-
kém stavu, uvedenym na Zadance o vy3e-
tfeni, pfipadné z (daju, které ziska pfi te-
lefonické konzultaci s indikujicim |ékafem.

Populace a subpopulace T lymfocyta. V pe-
riferni krvi je stanoveno zastoupeni celko-
vych T lymfocytd, B lymfocytd a NK bunék.
K jejich ur€eni jsou vyuZivany specifické
membranové molekuly, které jsou vyjadreny
ve vysledkovém listu jako CD znaky. Stano-
vujeme zastoupeni celkovych T lymfocytd
nesoucich znak CD3. Jejich rozmezi uvaddime
mezi 60-80% lymfocytd. Stanovujeme imu-
noregulacni subpopulace T lymfocytd, tj. po-
mocné CD4+ T lymfocyty, s rozmezim mezi
35% a 50% lymfocyt a CD8+ cytotoxické tlu-
mivé T lymfocyty s rozmezim 19% aZ 39%
lymfocytd. Zvyseni ¢i snizeni celkovych T lym-
focytd a jejich imunoregulacnich subpopulaci
mdzZe mit rozmanité pficiny a jejich stanoveni
ma dobrou vypovédni hodnotu. Zmény ve
smyslu zvySeni, zvIasté D4+ T lymfocytd,
nachazime bézné u nemocnych s imunopa-
tologickymi chorobami, napf. roztrousenou
sklerézou. Snizeni subpopulace pomocnych
(D4+ T lymfocytl se zvySenim subpopulace
(D8+ T lymfocytd je typické pro virové in-
fekce. Charakterizuje v krdtkodobé dynamice
akutni virové infekce charakteru infekéni mo-
nonukleézy. Dlouhodoby pokles pomoc-
nych T lymfocytu je typicky pro infekci virem
HIV. V détské populaci je prechodné zvy-
Seni T lymfocytl obvykle zpisobeno viro-
vymi podnéty. Rozpocet T lymfocytl a imu-
noregulacnich subpopulaci T lymfocytd maze
ovlivnit i protizdnétova ¢i imunosupresivni
[écba. Je-li v nasi laboratofi zjisténa abnormita
v zdkladnich parametrech, provadime rozsi-
fené vyseteni, které pfindsi dodatecné udaje
s moznym klinickym dopadem. Vsimdme si
zejména zvyseného zastoupeni T lymfo-
cytl nesoucich receptor pro antigen TcR
gamma/delta. Jejich podil je zvysen u ne-
mocnych v ur¢ité dynamice virovych in-
fekci. Provazeji infekce intraceluldrné para-
zitickymi bakteriemi, napi. M. tuberculosis
a bakteridlnimi pivodci zoonéz. Je mozné

urcit fenotyp pamétovych T lymfocytd sta-
novenim povrchové molekuly CD45Ro
a odlisit je od naivnich T lymfocytd CD45Ra.
Za aktivacni znak, indukovany zvl3sté
akutni virovou infekci, povazujeme expresi
molekuly CD38. Za fyziologickych okolnosti
v periferni krvi koluji subpopulace D4+
nebo CD8+ T lymfocytd. U nékterych dét-
skych pacientl, ale i v dospélosti napf.
v souvislosti s virovou infekci, mGzeme za-
znamenat vyznamné zastoupeni dvojité
pozitivnich (D4+/CD8+ T lymfocytu. Jejich
pritomnost je obvykle prechodna.

B lymfocyty a B lymfoproliferace.

V periferni krvi koluji zralé B lymfocyty,
které urcujeme jako buiky nesouci znak
(D19. Jejich podil je pro dospélé mezi 5-
15% z lymfocytd. V détském véku je vyssi,
nejvyssi podil B lymfocytd je u kojencd. To
je pfirozeny ontogeneticky stav. V détském
véku ¢3st B lymfocytd nese soucasné znak
(D5. Tento subset B lymfocytu je oznaco-
van jako B1 a je v détském véku fyziolo-
gickym jevem. V dospélosti je ndlez vy-
znamnéjsi frakce (D19/CD5 B lymfocytl
suspektni s ohledem na tvorbu autoproti-
ldtek nebo dokonce muzZe pfedstavovat
nadorovy klon B-CLL. Podrobnéjsi analyzou
je mozné klon definitivné urcit. I na B lym-
focytech je mozné nalézt aktivacni znaky
a znaky pamétovych a naivnich bunék.
Disproporce mezi T a B lymfocyty v dét-
ském véku mohou byt zpisobeny jednak
ontogenetickou nevyzralosti, jednak in-
fekénimi, predevsim virovymi pficinami.

Prirozené zabije¢ské NK buiiky. Treti bu-
nécnou populaci, kterou uréujeme rutinné
v periferni krvi, jsou pfirozené zabijecské
NK bunky. Ty se urcuji jako (D3-/
(D16+/(D56+ elementy. Jsou vyznamnou
soucasti bunécnych mechanism@ vrozené
imunity. Jedna se o fenotypové i funkéné
velmi heterogenni buné¢nou populaci, ze
které vyjimdme pouze vybranou frakci. Po-
dil téchto elementd u dospélych je mezi
5-23% z lymfocytu. V détské populaci je je-
jich zastoupeni nizsi. Podil NK bunék je
vysoce individudini. MGZe byt ovlivnén
protizanétovou terapii, na kterou NK buiiky
silné reaguji. Jsou snizeny i u nemocnych



|écenych inhalacnimi kortikoidy. Uvedend
populace se podle nasich zkusenosti mize
vyskytovat pfedevsim u pacientd s vyso-
kym vékem ¢asto ve velmi zvyseném za-
stoupeni. Nejsou vyjimkou pacienti bez
vyznamnych klinickych pfiznak(, ktefi maji
az 80 % lymfocyta periferni krve tvoreny
,NK bunkami”. Souvisi to s ontogenetic-
kym piesmykem typickym pro stafi, kdy
jsou pocetné i funkéné snizeny aktivity
specifické T lymfocytarni imunity. Tyto pro-
mény jsou kompenzovany narustem cyto-
toxické aktivity. U nemocnych s vysokym
zastoupenim ,NK bunék” je vhodna jejich
podrobnéjsi charakterizace. Lze jednoduse
odlisit NK buniky C(D56+/ (D16-. Ty jsou po-
vazovany spise za regula¢ni subset, tvorici
interferony I. i Il. typu. Bufiky CD16+/CD56-
jsou oznacovany jako zabijecské (K-buiiky),
které usmrcuji ter¢ové bunky mechanis-
mem na protildtce zavislé cytotoxicity
(ADCC). Nase dlouholeté zkusenosti uka-
zUji, Ze u pacientd s dlouhodobym a ex-
trémnim zvysenim ,NK bunék” je tato po-
pulace obvykle tvorena pravé K-buikami.

Klinické implikace. Nelze jednoduse na-
vrhnout, kdy je vhodné stanovit parametry
buné¢né imunity u nemocnych. Jsou nepo-
chybné soucasti vysetrovaciho postupu vidy,
pokud je suspekce na stav imunitni nedos-
tatecnosti, at primarni ¢i sekundarni. V né-
kterych pripadech je vhodné monitorovat
zastoupeni bunécnych populaci i u nemoc-
nych s imunopatologickymi stavy. Stanoveni
zastoupeni zakladnich buné¢nych populaci je
velmi vhodné u viech nemocnych, ktefi maji
relativni ¢i absolutni lymfocytdzu v periferni
krvi nebo se u nich projevuje lymfadenopa-
tie. Zakladnim vysetienim, které je podle
potieby rozsifeno, lze vyloucit ¢i potvrdit prit-
omnost klonu B lymfoproliferativniho one-
mocnéni, nejcastéji B-CLL. V détském véku,
ale i v ¢asné adolescenci, se mohou akutni
virové infekce charakteru infekéni mononu-
kledzy prezentovat velmi dramaticky, az se
suspekci na akutni leukemii. Diferencialné di-
agnosticky zasadné pomuze urceni bunéc-
nych populaci v periferni krvi, které obvykle
potvrdi reaktivni stav. Vyhodou stanoveni bu-
nécné imunity je fakt, ze vysledek mize byt
k dispozici do cca 2 hodin po obdrzeni vzorku
v laboratori. Je samoziejmosti, 7e v nasi kli-
nické laboratofi vysledky vsech vysetieni,
které jsou z pohledu fenotypu neobvyklé, jsou
aktivné konzultovany s indikujicimi Iékafi. Je-
nom tak Ize zajistit kvalifikovany komentar,
ktery poslouzi pro klinickd rozhodovani.

prof. RNDr. Jan Krejsek, CSc.

Prispévek k diagnostice PBC
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Autoprotilatky proti sp 100 a gp 210

Autoprotildtky proti antigenim sp100
a gp210 jsou vysoce specifické pro pri-
marni bilidrni cirh6zu. Mohou byt pfitomny
i u nezanedbatelného poctu pacientd, ktefi
nemaji antimitochondridIni protilatky. Je-
jich prukaz proto navysuje citlivost sérolo-
gické diagnostiky PBC. Pfitomnost protild-
tek proti gp210 navic upozorfiuje na riziko
rychlejsi progrese onemocnéni.

0Oba tyto antigeny jsou pritomny v bunéc-
ném jadru. Protilatky proti nim zpGsobuji
pozitivni ANF u pacientd s PBC a davaji ty-
picky fluorescencni obraz. Potvrzeni pfit-
omnosti téchto protildtek je ale vhodné
provést specidlnim testem s definovanymi
antigeny (blot, ELISA), ktery ma rovnéz
vyhodu vyssi citlivosti.

Sp100 a gp210 jsou nyni nové soucasti
nami pouzivaného ,jaterniho” imunoblotu,

kterym zéroven zjistujeme pfitomnost pro-
tilatek proti SLA, LC1 a aktinu.

JAnti- LKM1 ELISA 1A
| [ Jaterni blot 1A
SLA, LC1, F-aktin, sp100, gp210) | ler

J Anti- hladky sval (ASMA)(fluoresc.) E

tn

IDiabetes - autoprotilatky: | [
J Anti- inzulin Poz"aj
JAnti- GAD 65 je za§

J Anti- ostrivkové buriky,ICA

J Anti- tyrozinfosfataza,|A-2A
DalSi organ. autoprotilatky:

IAnti— parietalni bunky (fluoresc.

JAnti- H+/K+ ATP4za (ELISA)

| NH Luniténi) faltar

intringi

(Pozn. Pies navySeni poctu antigenu za-
hrnutych v tomto testu jej vykazujeme po-
jistovnam stejnym vykonem jako pivodné.)

Pharm.Dr. Jana Havlasovd, Ph.D.

Protilatky proti sp100 Protilatky proti gp210

Antigen

soluble nuclear protein 100

glykoprotein 210

,cetné jaderné tecky”
v matrix jadra

Fluorescencni obraz
na HEp-2 bunkach
(pozitivni ANF)

pory jaderné membrany

95-97%;
vyjimecné u AlH nebo PSC
(overlap syndrom?)

Specifita pro PBC

>99%,;
vyjimecné u AlH

Popsany i u malého poctu pacientl s revmatickymi onemoc-
nénimi (Sjogrentv syndrom, revmatoidni artritida, SLE, poly-
myositida, aj.), kterd jsou ale zaroven ¢asto asociovéna s PBC.

Frekvence vyskytu

u PBC (AMA/M2 pozi- cca 30% 20-40%
tivni nebo negativni)

Frekvence vyskytu

u PBC s negativnimi 10-50% 20-50%

AMA/M2 protilatkami

Pacienti maji zavaznéjsi
prabéh PBC s rychlejsi progresi
k jaternimu selhani, pfipadné

i s extrahepatalnimi projevy
(artritida).
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Rozsifujeme spektrum vysetreni

Pocet antigenu u paraneoplastickych
antineuronalnich protilatek zdvojnasoben

Paraneoplastické antineurondlni protilatky
jsou produkovany jako soucast autoimu-
nitniho procesu indukovaného nddorem.
Proces je namifen proti tzv. onkoneural-
nim antigentm, exprimovanym normalni
nervovou tkani a v pfipadé malignity i na-

JAnti- PLA2R

IAnti— neurony (asialoGM1,
GM1, GM2, GD1a, GD1b, GQ1b)

[|Paraneoplastické protilatky

(Hu, Yo, Ri, amphiphysin, CV2, PNMA2,
recoverin, SOX1, titin, Zic4, GAD65, Tr)

[Antiinfek¢ni imunologie:

vnej IASLO

H. pylori - prikaz ve stolici

*Quantiferon-T1B Go

dorovymi buikami. Postihuje periferni
a/nebo centrdlni nervovy systém, nebo
nervosvalovou ploténku a zahrnuje obvykle
kromé protilatkové odpovédi i bunécnou
slozku. Nasledné neurologické obtize jsou
fazeny mezi tzv. paraneoplastické neurolo-
gické syndromy (PNS).

Prikaz paraneoplastickych antineuronal-
nich protilatek je duleZitou soucasti diag-
nostickych kritérii paraneoplastickych neu-
rologickych syndrom@. Pfitomny jsou ale
pouze u nékterych pacientd s PNS (cca
60 %), takze jejich negativita tuto diagnoézu
nevylucuje.

PNS jsou relativné vzacné, postihuji zhruba
1 % pacient(i s nddorovym onemocnénim.
Neurologické projevy ale mohou byt po-

mérné vyrazné a Casto predchdzeji diag-
n6ze nadorového onemocnéni, a to i o né-
kolik let. Priikaz paraneoplastickych proti-
latek u pacienta s odpovidajicimi pfiznaky
by mél vést k intenzivnimu patrani po pfi-
¢inném ndadoru. Umozni tak casnou diag-

AR TE 3.
26/03/2015

AL\

5032602751
ks

noézu nadoru a ¢asné zahajeni onkologické
[écby. Lécba nadoru mlze vést i k Ustupu
neurologickych potizi. Paraneoplastické an-
tineuronalni protilatky maji vysokou pred-
povidaci hodnotu pro nddorovéd onemoc-
néni. Proto pokud se nddor nepodafi nalézt,
malignitu nelze vyloucit a pacient by mél
byt dél peclivé sledovan.

Vysetieni paraneoplastickych antineuro-
ndlnich protildtek je indikovano v dife-
rencidlni diagnostice neurologickych po-

tiZi bez jasné priciny, které mohou byt
paraneoplastického pivodu:

« encefalomyelitida, limbicka encefali-
tida, kmenova encefalitida

« opsoklonus - myoklonus

« subakutni cerebelarni degenerace
(cerebeldrni ataxie)

 Lambertav-Eatoniv myastenicky syn-
drom, stiff-person syndrom

« subakutni senzitivni neuropatie a au-
tonomni neuronopatie

V diagnostice paraneoplastickych antineu-
rondlnich protildtek Ize pouZit dva typy test(:
nepiimou imunofluorescenci, pracujici s fezy
nervové tkdné (opici mozecek, ktery mize
byt dopInén opicim stfevem a perifernimi
nervy), pfipadné s bufikami uméle transfe-
kovanymi pfislusnymi antigeny. Nebo, ve
druhém pripadé, specificky test (imunablot,
event. ELISA test) s vysoce purifikovanymi
nativnimi antigeny nebo s rekombinantnimi
antigeny. Imunofluorescence i pfi dodrZeni
podminky odecitani zkusenym pracovnikem
neurci s naprostou jistotou konkrétni cilovy
antigen. Vysledek je tfeba konfirmovat spe-
cifickym testem. Piitomnost ANA protildtek
mUZe zpUsobit faleSnou pozitivitu imuno-
fluorescence nervové tkdné. ANA protildtky
mohou také maskovat nizsi hladiny anti-
neurondlnich protilatek. Vyhodou imuno-
fluorescence je jeji schopnost detekovat pro-
tildtky proti vzacnéjsim antigendm, které
v imunoblotu nejsou obsazeny.

V laboratofi Interimun stanovujeme para-
neoplastické antineurondlni protilatky po-
moci imunoblotu, ktery nyni nové obsa-
huje 12 vysoce purifikovanych diagnosticky
vyznamnych antigen (viz. tabulka).

Material k vysetieni: sérum

Pharm.Dr. Jana Havlasovd, Ph.D.

Poutita literatura:
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immunity. Vol. 8/2011, GFID, Dresden.

2. Graus, F, Delattre, J.Y., Antoine, J.C., et al.:
Recommended diagnostic criteria for para-
neoplastic neurological syndromes. J. Neu-
rol. Neurosurg. Psychiatry, 2004, 75: 1135-
1140.
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Informace ke spektru stanovovanych paraneoplastickych antineurondlnich protilatek

Cilovy antigen

Neurologicky synd
Casty

Lokalizace

antigenu

Jiny popsany

rom

Casté

Ndadorové onemocnéni
Jiné popsané

Encefalomyelitida,

SSN, limbicka encefa-
litida, polyneuropatie
(autonomni, senzoric-
kd, senzomotorickd)

Jadra neurond
v CNS i PNS
ANNA (Anti-Neuronal

Nuclear Antibodies) pse

PCD,
epilepsie, POM,
chron. intestindlni

LEMS, fokalni
SC

udoobstrukce,
retinopatie

Neuroblastom, karcinom
prostaty, mocového
méchyfe, vajecnikl, prsu,
pankreatu, nadory trdvici-
ho traktu

LC

Nejcastéji prokazované paraneoplastické protilatky. U ¢dsti pacientti nalézame vzdjemné kombinace vice typii protildtek (Hu, Ri, CV2, amphiphysin).
Hodgkinav lymfom,
, SCLC, Y
B} . PCD, kmenovd . non-Hodgkintv lymfom,
Jadra neurond v CNS POM o karcinom o
encefalitida s neuroblastom u déti,
P karcinom vajecnik(
Karcinom Adenokarcinom jicnu,
| vaietniki karcinom moc. méchy-
) FV“?Phaémavk PCD POM J ‘| Te, prostaty, Hodgkindv
Purkynovych bunék PCA prsu, lymfom, non-Hodgkindv
(Purkinje Cell Antibo- delohy lymfom, thymom
dies !
o ) PCD Limbickd Hodgkinav
Klasicke encefalitida lymfom
onkoneuralni o P PR p I
. Protilédtky proti Yo jsou druhé nejcastéji prokazované paraneoplastické protildtky.
antigeny gy SN . s
Vzhledem k asociaci s gynekologickymi nddory jsou prokazovéany prevazné u Zen.
leblgka POM, PCD, . SCVLC, karcmom.p[lu’srllch
, . encefalitida, (g Karcinom ilaz, prsu, vajecnika,
Jadérka neuront . fokalni epilepsie ’ L .
kmenova . . varlat tlustého streva, ledvin,
- retinopatie
encefalitida lymfom
u miadsich pacient( (pod 45 let), muz.

Protildtky proti PNMA2 jsou nalézany vétsinou

PCD, polyneuropa-
tie, SSN, retino-

patie, uveitida,

Bergmanovych glii

Cytoplazma Limbickd encefalitida, . P SCLC, .
. . L chron. intestinalni Sarkom délohy
oligodendrocytl encefalomyelitida thymom
pseudoobstrukce,
LEMS, POM, fokalni
epilepsie
Jadra LEMS, PCD SSN els

Priikaz protiltek proti SOX1 u pacient(i s LEMS vykazuje 95% specifitu pro SCLC a 70% senzitivitu.

Dalsi
antigeny

T

Karcinom endometria,

buiiky Langerhansovych
ostrivkd pankreatu

epilepsie rezistentni
na lécbu

Fotoregeptor ocnt retinopatie SCLC prostaty,
sitnice
thymom
LLinc fingers” mozecku PCD SCLC
Protildtky proti Zic4 jsou c¢asto doprovdzeny i protildtkami proti dalsim antigenim (Hu, CV2).
Pricne pvru’hovane Myasthenia gravis Thymom
a srdecni svaly
LEMS,
polyneuropatie,
Membrana SSN, Karcinom Thymom,
synaptickych vezikul SPS encefalomyelitida prsu, Hodgkinav lymfom,
neuronu s rigiditou, SCLC karcinom tlustého stieva
cerebeldrni ataxie,
POM
okoli synaptickych Cerebelalr_nl g.e?(e,_
vezikul( neuront, beta nerace, limbicka
4 SPS encefalitida, - -

Protilatky proti GAD65 u pacientii se SPS: jsou nalézany v ndsobné vyssich titrech neZ u pacientu s diabetem I. typu,
jsou pritomny i v likvoru; zigjmé se ticastni patogeneze onemocnéni.

“0znaceni vzniklo dle prvnich pismen pfijmeni nebo jména pacientu, u kterych byly protilatky poprvé popsany.

Poutité zkratky: CNS - centralni nervovy systém, LEMS - Lambert(iv-Eatontv myastenicky syndrom, PCD - paraneoplastickd cerebelarni
degenerace, PNS - periferni nervovy systém, POM - paraneoplasticky opsoklonus myoklonus, SCLC - malobuné¢ny karcinom plic, SPS -

stiff-person syndrom, SSN -

subakutni senzitivni neuropatie
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okénko do imunofluorescencnich naleza

Co vidame imunofluorescencnim

Antinuklearni protildtky (ANF, ANA)

Anticentromerové protilatky (ACA)

Antinukledrni protildtky Ize charakterizovat
jako skupinu protildtek namifenych proti kom-
ponentam bunécného jadra (DNA, histony,
nehistonové chromozomalni proteiny, jadernd
membrana a jeji pory, jadérko, polypeptidy,
enzymy, RNA, jadernd matrix a dalsi). V praxi
je tato jednoznacnd definice obcas poruso-
vana a mezi antinuklearni protilatky jsou fa-
zeny (z praktického hlediska) i protilatky proti
nékterym cytoplazmatickym komponentam.

Nejcastéji uzivanou technikou prikazu anti-
nukledrnich protildtek je metoda nepiimé
imunofluorescencni mikroskopie na prepa-
rdtu HEp-2 bunék (bunétnd linie odvozend
od lidského karcinomu hrtanu). Vysledkem
jsou fluorescen¢ni obrazy, které mohou byt
velmi rozmanité v zavislosti na cilové struk-
tufe pfitomné autoprotildtky. Zdkladni
screeningoveé fedéni séra je 1:80. Labora-
torni vySetfeni autoprotildtek pfispiva k di-
agnoze autoimunitniho onemocnéni, even-
tudlné k posouzeni jeho aktivity. Na nalez
pozitivity testu ANA by mélo navdzat vy-
Setfeni ENA (extrahovatelnych nukledrnich
antigen(). Pritomnost urcitého typu auto-
protilatky maze byt Gzce asociovana s kon-
krétnim onemocnénim. Nalez autoprotila-
tek vSak neznamend automaticky diagndzu
autoimunitniho onemocnéni.

Mezi atraktivni fluorescencni nédlezy s po-
mérné Uzkou asociaci s konkrétni diag-
nézou patii pfitomnost protildtek proti an-
tigenim centromer (ACA). Na preparatu
se v pozitivnim pfipadé zobrazi mnozina
ohranicenych bodu, jejichi pocet odpo-
vidad poctu chromozom(. Béhem mitdzy,
ve stadiu interfdze, lze pozorovat kon-
denzovany chromatin, pfipominajici ob-
razek ,zipu”. ACA rozpozndvaji 4 proteiny
(CENP-B, 80kDa, CENP-A, 17kDa, CENP-C,
140 kDa a CENP-D). CENP-D jsou rozpo-
zndvany jen v ojedinélych pfipadech. 0d-
liSny obraz poskytne pfitomnost protilatek
proti antigenu CENP-F. Antigeny, proti kte-
rym jsou namifeny ACA se nachdzi na
vnitfni i vnéjsi strané kinetochoru.

mikroskopem

Klinicka asociace: predevsim CREST syn-
drom a diftzni forma sklerodermie, Ray-
naudav syndrom, PBC. S mensi frekvenci je
Ize detekovat u pacientu se SLE, polymyo-
sitidou/dermatomyositidou, primarni pul-
monalini hypertenzi, chronickou aktivni he-
patitidou a Sjogrenovym syndromem.
Pacienti se Sjogrenovym syndromem a po-
zitivitou ACA tvoii podskupinu, u které lze
pozorovat tendenci k rozvoji systémové
sklerdzy. Vzacné Ize jejich tvorbu indukovat
D-penicilaminem.

RNDr. Marcela Drahosova
ilustrace: Hana Kotlandova

Mate zajem o rychly internetovy
pristup k vysledkim laboratoie?

Program vam umozni:

Laboratof Interimun Pardubice nabizi spolupracujicim Iékaiéim pFistup do databéze vysledki
pomoci programu WebLIMS pardubické firmy Stapro.

= Néhled do kompletni databaze laboratofe od roku 2003

= Pistup pres internet odkudkoli (https://weblims.interimun.cz/weblims)

= Vysledky k dispozici ihned po potvrzeni laboratoi

= Pozadovand vy3etfeni k dohledani okamzité po pfijeti vzorku laboratofi

= Vysledky formou piehledného kumulativniho nalezu pacienta (zmény vysledki v case)
= U vaich pacientii zobrazi i vySetieni vyzadana jinym lékarem

= Moznost tisku vysledkového listu (ve formatu pdf)

Program ma jednoduché intuitivni ovladani. Jeho moznosti vim mizeme predvést béhem par minut pfimo na vasem pracovisti.

Pouzivani programu bude pro vas zdarma, naklady jsou na strané laboratoie. Zajemce prosime, kontaktujte nas na adrese:
interimun@interimun.cz.




