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Autoprotilatky u systémovych onemocnéni pojiva
a ANCA asociovanych vaskulitid, jejich vztah
k intersticialnim plicnim procesim a prognoze

Martina Doubkova’, Jana Pokorna?

'Klinika nemoci plicnich a tuberkuldzy LF MU a FN Brno, pracovisté Bohunice
Laborator autoimunitni diagnostiky Dermatovenerologického oddéleni LF MU a FN Brno, pracovisté Bohunice

Souhrn

Plicni postizeni vcetné intersticidlniho plicniho postizeni (IPP) jsou ¢astou komplikaci systémovych onemocnéni
pojiva (SOP) a ANCA asociovanych vaskulitid (AAV - antineutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis).
Plicni komplikace jsou prognostickym faktorem SOP a vaskulitid. Vysetfeni autoprotildtek je soucasti diferencialné
diagnostického algoritmu plicnich onemocnéni. Jejich vyznam je pfevazné klinicko-diagnosticky. Pomoci nékte-
rych autoprotilatek, zejména u SOP, je mozné se vyjadfrit k prognéze plicni nemoci.
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Autoantibodies in systemic connective tissue disease and
ANCA-associated vasculitis, their relationship to interstitial lung
diseases and prognosis

Summary

Lung disease, including interstitial lung disease (ILD), is a frequent complication of systemic connective tissue disor-
ders (CTD) and ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic antibody) associated vasculitis (AAV). Pulmonary manifestations
are prognostic factor of CTDs and vasculitis. Autoantibodies assessment is a part of differential diagnosis algorithm
of lung diseases. Autoantibodies importance is mainly clinical-diagnostic. Using detection of some autoantibodies

it is possible to determine prognosis of lung involvement, especially in CTDs.
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Uvod

Plicni postizeni véetné intersticidlniho plicniho postizeni
(IPP) jsou castou komplikaci systémovych onemocnéni
pojiva (SOP) a ANCA asociovanych vaskulitid (AAV — anti-
neutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis).
Obsahem prace je klinicky a prognosticky vyznam auto-
protilatek u SOP a ANCA vaskulitid ve vztahu k plicnimu
ndlezu, zejména intersticidlnimu plicnimu postizeni.

I. Autoprotilatky u systémovych
onemocnéni pojiva

Systémova onemocnéni pojiva (SOP), starsim nazvem ko-
lagendzy, jsou heterogenni skupina imunologicky pod-
minénych zanétlivych onemocnéni projevujicich se mul-
tiorgdnovym postizenim [1]. U pacientd se SOP byva
postizena jakakoliv ¢ast respira¢niho Ustroji: dychaci cesty
(bronchiektazie, bronchiolitidy), pleura, plicni parenchym

(intersticialni plicni postizeni — IPP, difuzni alveolarni krva-
ceni, aspiracni pneumonie, pneumonie/oportunni infekce,
malignity), plicni cévni fecisté, dychaci svaly (branice). IPP
jsou heterogenni skupina prevazné chronickych nenado-
rovych a neinfekénich onemocnéni alveoll a intersticia.
Fenotypy postizeni plicniho intersticia jsou pro dané SOP
nespecifické a obvykle kopiruji fenotypy idiopatickych
intersticialnich pneumonii (IIP). IIP jsou skupinou akut-
nich, subakutnich a chronickych intersticidlnich plicnich
nemoci charakterizovanych rdznym stupném zanétu
a raznym stupném plicni fibrézy [2,3]. Postizeni plicniho
intersticia v ramci SOP je nejcastgji pfitomno u systémové
sklerodermie (SSc), revmatoidni artritidy (RA), polymyozi-
tidy/dermatomyozitidy (PM/DM), Sjogrenova syndromu
(SS), systémového lupus erythematodes (SLE), smisenych
chorob pojiva (mixed connective tissue disease - MCTD),
nediferencovanych SOP [1]. Frekvence vyskytu IPP u SOP,
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klinicky obraz, prognéza a odpovéd' na lé¢bu zavisi na his-
topatologickém obrazu (akutni intersticialni pneumonie —
AIP, bézna intersticialni pneumonie — UIP, nespecificka in-
tersticidlni pneumonie — NSIP, lymfocytarni intersticialni
pneumonie - LIP, obliterujici bronchiolitida s organizujici se
pneumonii — BOOP/OP, deskvamativni intersticidlni pneu-
monie — DIP, difuzni alveolarni hemoragie — DAH, granulo-
matoézni plicni postizeni, fibrobulézni postizeni a syndrom
kombinované fibrézy a emfyzému - CPFE — combined pul-
monary fibrosis and emphysema) a na typu SOP [4].
Autoprotildtky u SOP vznikaji proti vlastnim organo-
vym strukturdm. Proces jejich vzniku mdze byt vyvolén
modifikaci vlastnich struktur napf. zanétem, ktery vede
ke ztraté imunologické tolerance. Pfitomnost anti-to-
poizomerézy | (anti-Scl-70) u SSc je spojovana s vyvojem
IPP a je castéjsim nalezem u pacientt s difuznim koznim
postizenim, nekoreluje v3ak s tizi fibrézy [5-7]. Anticen-
tromerové protilatky jsou castéji spojeny s limitovanou
kozni sklerodermii a plicnim vaskularnim onemocnénim
(plicni arterialni hypertenze) a nebyvaji vétsinou spojo-
vany s tézkou intersticialni plicni fibrézou [6]. Vyskyt IPP
- PM/DM byvé pfitomen u 73 % nemocnych s pozitivitou
anti-histidyl-tRNA syntetdzy (anti-Jo-1) [8]. Pfitomnost
protildtek anti-Jo-1 u nemocnych s PM/DM znamena
vyssi riziko IPP v ramci antisyntetdzového syndromu [8].

Patogeneticky vyznam autoprotilatek u SOP

Jejich etiopatogeneticky vyznam neni plné objasnén.
Zakladnim mechanizmem vzniku plicniho postizeni
u SOP je pravdépodobné autoimunitni reakce, kterd

Tab. 1. Zakladni panel vySetfovanych autoprotilatek

u podezreni na systémové onemocnéni
pojiva

ANA (obligatné IF a ELISA metody), ev. imunoblot

ENA screening a typizace (ELISA) alespori na tyto Ag: SSA, SSB,
Scl-70, RNP, Sm, Jo-1, ev. imunoblot

anti-dsDNA (IF, ELISA), ev. imunoblot

RF IgM kvantitativné a dal3i izotypy (ELISA, resp. jiné techniky),
anti-CCP (ELISA)

stanoveni c-ANCA a p-ANCA pro diagnostiku vaskulitid (IF a ELISA
metody), event. imunoblot

antifosfolipidové protilatky (APLA)

= screening protilatek IgG (ELISA) proti APLA

= snaslednou (ELISA) typizaci pozitivnich sér proti monospecific-
kym antigendm
o ACLA (anti-kardiolipin)
o AB2GP1 (anti-B2 glykoprotein1)

v jednotlivych izotypech Ig

stanoveni organové specifickych protildtek metodami IF a dal$imi
imunoanalytickymi technikami

ANA - antinuclear antibodies APLA - antiphospholipid antibodies
CCP - cyclic citrullinated protein dsDNA - double-stranded DNA
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay ENA - anti-extractable
nuclear antigens IF - immunofluorescence Jo-1 - histidyl-tRNAsynthe-
tase RF - rheumatoid factor Scl-70 - topoisomerase |

SSA, anti SSB (Ro, La) - Sjogren’s syndrome related antigen A, B
U1-RNP - ribonucleoprotein

vede k tvorbé autoprotildtek zamérenych proti vlast-
nim strukturdm télesnych tkani se vznikem imunokom-
plext. Neni to ale jen mechanizmus imunokomplext
podilejicich se na vzniku plicniho postizeni u SOP, proti-
latkami navozena cytotoxicita a bunécny typ precitli-
vélosti se rovnéz Ucastni na rozvoji plicniho postizeni
u SOP [8]. Pod vlivem cytokinG, prozénétlivych a fibro-
proliferativnich, mlze dochazet i k nakupeni a prolife-
raci fibroblast( a k rozvoji plicni fibrézy [9,10].

Laboratorni diagnostika - detekce
autoprotilatek a jejich prognosticky vyznam

u SOP

Imunologickd vysetieni zahrnuji prikaz antinuklear-
nich protilatek (ANA) s rlznymi typy fluorescence
(homogenni, granularni, nukleoldrni, centromery aj)
a dalsi typizaci antinuklearnich protilatek (proti dvou-
vldknové jaderné deoxyribonukleové kyseliné ds-DNA,
proti nukleozomdm a histonlim) a proti extrahovatel-
nym jadernym antigendm ENA [anti-SS-A (Ro), anti-SS-B
(La), anti-Sm, ribonukleoproteinu U1-RNP, anti-DNA-to-
poizomeraze Scl-70, anti-histidyl-tRNA syntetdzy]. Déle
vysetfujeme pfitomnost revmatoidniho faktoru (RF),
protilatky proti cyklickému citrulinovému peptidu
anti-CCP, anti-Mi-2, ,lupus antikoagulans”, antifosfoli-
pidové protilatky. Nékteré autoprotilatky jsou vysoce
specifické a jsou soucasti diagnostickych kritérii. Za-
kladni panel vysetfovanych autoprotildtek u SOP a de-
tekovatelné protilatky u jednotlivych SOP uvadi tab. 1
atab. 2.

Tab. 2. Detekovatelné autoprotilatky u systémovych

onemocnéni pojiva. Upraveno podle [11]

sys't'emove onemocnen detekovatelné autoprotilatky
pojiva
systémova sklerodermie ANA, anti-topoizomeraza | (Scl70),

anti-centromera, RF
revmatoidni artritida ANA, RF, anti-CCP

polymyozitida/
dermatomyozitida

ANA, anti-aminoacyl-tRNA (anti-
histidyl Jo-1, anti-PL7, anti-PL12),
anti-MDAS5, anti-PM-Scl, anti-Mi-2

ANA, anti-dsDNA, anti-SS-A/Ro, anti-
SS-B/La, anti-Sm, protilatky proti
fosfolipiddim (APLA)

nejvétsi diagnosticky vyznam ma
anti-dsDNA

systémovy lupus
erythematodes

Sjogrentdv syndrom ANA, anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La, RF

smi3ené onemocnéni pojiva  ANA, anti-U1-RNP, RF, anti-CCP

ANA, RF, anti-Scl-70, anti-SS-A/Ro,
ani-SS-B/La, anti-Jo-1, anti-U1-RNP

nediferencované
onemocnéni pojiva

ANA - antinuclear antibodies CCP - cyclic citrullinated protein

dsDNA - double-stranded DNA Jo-1 - histidyl-tRNAsynthetase

MDA?5 - melanoma differentiation-associated protein MI-2 - nuclear
antigen (a component of the nucleosome of remodeling deacetylase
complex (NuRD) PM-Scl - antibodies asocciated with polymyositis and
systemic scleroderma RF - rheumatoid factor Scl-70 - topoisomerase |
SS-A, SS-B (Ro, La) - Sjogren’s syndrome related antigen A, B

U1-RNP - nuclear ribonucleoprotein
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Systémovy lupus erythematodes (SLE)

Vice nez 100 autoprotilatek mlize byt nalezeno u SLE [11].
Protilatky ds-DNA a anti-Smith antigen jsou specifické
pro SLE [11,12]. Korelace plicniho postizeni se zadnou
z autoprotilatek nebyla prokazéna, i kdyz v jedné studii
byl popsan vztah anti-SS-A a chronické intersticidlni
pneumonitidy a UT-RNP a IPP [11,13,14].

Revmatoidni artritida (RA)

Nalézéme pozitivitu RF, ACPA - protilatky proti citruli-
novym peptidiim (anticyclic citrullinated peptide an-
ti-CCP, antimutated citrullinated vimentin anti-MCV,
fibrinogen), anti-hnRNP (heterogeneous nuclear ribo-
nucleoproteins antibodies). RF a anti-CCP byly predik-
torem plicniho postizeni u RA, véetné IPP [11,15].

Sjogrentv syndrom (SS)

Nachézime pozitivitu anti-Ro (anti-SS-A) (antiSjogren’s
syndrome related antigen A) a anti-La (anti-SS-B).
Obé autoprotilatky jsou prediktory plicniho postizeni
[11,16,17].

Systémova sklerodermie (SSc)
Anti-topoizomerdza | (anti-Scl-70) je asociovéana s plicni
fibrézou. Pfitomnost Scl-70 znaci horsi prognézu a ve
20-65 % se vyvine difuzni forma onemocnéni. Proti-
latky proti centromerdm se vyskytuji u CREST syndromu
(C - kalcindza, R - Raynaudiv fenomén, E — porucha
motility ezofagu, S - sklerodaktylie, T - teleangiekta-
zie) u 60-80 % a jsou spojeny s plicni hypertenzi a jen
vzacné s IPP [7,11]. Anti-RNP (ribonucleoproteins anti-
bodies): anti-U11/U12 RNP maji vztah k IPP [11,18]. AECA
(antiendothelial cell antibodies) se mohou vézat na fib-
roblasty a podilet se na vzniku fibrézy [11,19].

Dermatomyozitida/polymyozitida (DM/PM)

Anti-aminoacyl-tRNA syntetazy (anti-ARS) jsou deteko-
véany u PM/DM a koreluji s pfitomnosti IPP [11,20,21].
Mezi anti-aminoacyl-tRNA syntetazy patfi: anti-Jo-1 (his-
tidyl-tRNA syntetdza), anti-threonyl (anti-PL7), anti-PL7,
anti-PL12, anti-EJ, anti-OJ, anti-KS a jiné t-RNA syntetazy.
Pritomnost anti-SRP (anti-signal recognition particle): anti-
-7SL RNA znamena obecné $patnou prognézu a tito pa-
cienti maji nejkratsi preziti [20]. Pacienti s anti-Mi-2 jsou
z hlediska mortality na stejné trovni, jako ti bez pfitom-
nosti této autoprotilatky [21]. Antisyntetdzovy syndrom
je kombinaci myozitidy, artritidy, intersticidlniho plicniho
procesu, Raynaudova fenoménu, , prstd mechanika“, ho-
recky a pozitivity nékteré z antisyntetazovych autoproti-
latek [22]. IPP je castéji pfitomno u pacientl s pozitivitou
anti-Jo-1, anti-PL12, anti-KS. U nemocnych s pozitivi-
tou anti-PL7 nebyla popsdna asociace s rozvojem rychle
zhorsujiciho se IPP [23]. Anti-MDA5 (melanoma differen-
tiation-associated protein 5) maji ze viech autoprotilatek
nejintimnéjsi asociaci s rapidné progredujicim plicnim
postizenim intersticia u dermatomyozitidy, respektive
predevsim u amyopatické dermatomyozitidy [24,25].
V 10-15 % ptipadl mize byt DM/PM projevem paraneo-
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plastického syndromu (karcinom ovarii, plic, kolorektal-
niho karcinomu). Pfitomnost anti-TIF-1 (transcriptional in-
termediary factor 1) je asociovana v 50 % s tumorem [26].

SmiSené onemocnéni pojiva

MCTD (Mixed Connective Tissue Disease) je kombinaci
SLE/SSC/PM. Pozitivita anti-UT-RNP a anti-SS-A (anti-
-Ro52) mé vztah k IPP [27].

Diferencialni diagnostika IPP a SOP

Udava se, ze 15-20 % pacientl s chronickou IPP mdze
mit frustni (pIné nevyjadienou) formu SOP nebo se mize
SOP nasledné pIné vyvinout [8]. Homma et al sledovali
68 nemocnych s IIP po dobu 1-11 let. U 13 nemocnych
(19 %) v priibéhu sledovani doslo k vyvoji SOP [28]. Nedi-
ferencovana onemocnéni pojiva maji rysy nékolika SOP,
ale nesplnuiji kritéria jednotlivych SLE, SSc, PM/DM, SS
(tab. 3). Prekryvné syndromy splnuji kritéria 2 nebo vice
SOP [11,29,30]. Intersticialni pneumonie s autoimunit-
nimi rysy (interstitial pneumonitis with autoimmune
features — IPAF) zahrnuiji jak pacienty s IPP pfi nediferen-
covaném onemocnéni pojiva, tak skupinu nemocnych
s IPP, ktefi nesplnuji diagnosticka kritéria systémové cho-
roby pojiva, a presto vykazuji zndmky autoimunitniho
onemocnéni [31].

Tab. 3. Diagnosticka kritéria nediferencovaného
onemocnéni pojiva. Diagnéza vyZaduje 1 nebo

vice pfiznaku ze skupiny A + 1 nebo vice
pfiznaku ze skupiny B. Upraveno podle [30]

Raynauduv fenomén
artralgie
fotosenzitivita
ubytek vahy
ranni ztuhlost
suché sliznice
A. alespon jeden poruchy polykani
horecky
gastroezofagealni reflux
kozni zmény
ulcerace v Ustech
neandrogenni alopecie
proximalni svalova slabost
ANA
RF
anti-Scl-70
B. pozitivita alespor jednoho
anti-SS/A a anti-SS/B
anti-Jo-1
sedimentace a CRP
ANA - antinuclear antibodies anti-Scl-70 - anti-topoisomerase |

CRP - C-reaktivni protein ENA - anti-extractable nuclear antibody
RF - rheumatoid factor SS/A SS/B - anti-SLE and Sjogren’s antibodies
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Il. Protilatky proti cytoplazmé neutrofilnich
granulocyti u systémovych vaskulitid
Vaskulitidy jsou heterogenni skupinou onemocnéni
charakterizovanych zanétem cévni stény. Na zakladé
prevazujici velikosti a typu postizenych cév se déli na
vaskulitidy malych, stfrednich a velkych cév. Podle revi-
dované nomenklatury vaskulitid z roku 2012 jsou vas-
kulitidy malych cév dale déleny na ANCA-asociované
vaskulitidy (antineutrophil cytoplasmic antibody-asso-
ciated vasculitis - AAV) a imunokomplexové vaskuli-
tidy [32,33]. ANCA-asociované vaskulitidy jsou vzacna,
ale velmi zavazna az zivot ohrozujici onemocnéni. Mezi
AAV fadime 3 klinické entity: granulomatézu s polyan-
giitidou (GPA, dfive nazyvanad Wegenerova granulo-
matoza), mikroskopickou polyangiitidu (MPA) a eozi-
nofilni granulomatézu s polyangiitidou (EGPA, dfive
zvana Churglv-Straussové syndrom) [32,33]. Jedna se
o primarni systémové nekrotizujici vaskulitidy postihu-
jici cévy malého az stfedniho prasvitu, které jsou aso-
ciovany ve vétsiné piipadl s pozitivitou ANCA. GPA je
charakterizovana nekrotizujici vaskulitidou s extravas-
kuldrnim granulomatéznim zdnétem, ktery neni pfito-
men u MPA. Ac¢koliv plicni a ledvinné postizeni je bézné
u obou GPA i MPA, granulomatézni postizeni hornich
a dolnich cest dychacich se jevi byt pfitomno zejména
u GPA. Plicni postizeni v¢etné intersticidlniho je ¢astou
komplikaci ANCA vaskulitid a ovliviuje jejich progndzu.
Protilatky proti cytoplazmé neutrofild (ANCA) jsou
sérologické markery pfitomné u nékterych idiopatic-
kych systémovych vaskulitid, cév malého prisvitu, jako
je GPA nebo MPA, a méné u EGPA. Termin ANCA-aso-

Obr. 1. Pfitomnost c-ANCA protilatek (cytoplaz-
maticka reakce) na etanolem fixovanych
neutrofilnich granulocytech. Nalez c-ANCA
vznika jako produkt vazby téchto protilatek
s neutralnimi nebo méné ,,vyjadrenymi*
cytoplazmatickymi proteiny. Jejich zrna jsou
volné rozptylena v cytoplazmé. Originalni
fotografie, zvétseni 800krat (nepfima IF,
konjugat FITC)

ciované vaskulitidy je pouzivan pro primarni vaskulitidy,
u kterych jsou ptitomny cirkulujici ANCA protilatky. Prvni
popis ANCA je z roku 1982 u nemocnych s nekrotizujici
glomerulonefritidou a symptomy systémové vaskuli-
tidy [34]. V roce 1985 byla ANCA popsana u Wegenerovy
granulomatoézy [35].

Patogeneze ANCA u AAV

ANCA jsou pfitomny u AAV, u jinych vaskulitid (Kawa-
sakiho nemoc nebo obrovskobunécna temporalni ar-
teriitida) nejsou detekovény nebo jen v malych titrech
[36]. Tyto autoprotildtky pravdépodobné nebudou
hlavni pfi¢cinou AAV, nicméné mohou zesilovat zanét-
livé procesy u nékterych pacientl a pfispivat k orga-
novému postizeni. Soucasné studie ukazuji na ulohu
ANCA a bunécné imunity v patogenezi AAV. ANCA,
T buriky, makrofagy a jiné slozky imunitniho systému
jsou zapojeny do patogeneze onemocnéni. V patoge-
nezi onemocnéni se mohou rovnéz uplatriovat vlivy
genetické a zevniho prostredi [37-41]. Je popsana ge-
neticka vazba mezi MPO-ANCA a HLA-DQ a PR3-ANCA
a HLA-DP [37,42].

Na patogenezi ANCA-asociovanych vaskulitid se
pravdépodobné podili vice faktor(. Jednim z moznych
vysvétleni je predpoklad predevsim vlivu virové nebo
bakterialni (stafylokokové) infekce, kterd aktivuje anti-
gen prezentujici buriky (antigen presenting cells - APC)
k produkci IL23 (interleukin 23). Z naivnich T-lymfocyta
pod vlivem IL23 vznikaji Th17 (T helper 17). Th17 zpu-
sobuje uvolnéni prozanétlivych cytokint TNFa (tumor
necrotizing factor a) a IL13 z makrofagd, které stimuluji

Obr. 2. Pfitomnost p-ANCA protilatek (perinuklearni
reakce). Nalez p-ANCA vznika jako produkt
vazby téchto protilatek se solubilnimi kationic-
kymi proteiny, které po permeabilizaci pfi
etanolové fixaci migruji smérem k opaéné
nabitému jadru burky, zrna a vznikly IF obraz
se tedy nachazeji v blizkosti jadra. Originalni
fotografie, zvétseni 800krat (nepfima IF,
konjugat FITC)
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neutrofilni granulocyty k expresi PR3 nebo MPO na
svém povrchu. To vede k tvorbé ANCA, které reaguji
s témito antigeny a zpUsobuiji aktivaci, adhezi, degra-
nulaci neutrofili, uvolnéni kyslikovych radikald a lyzo-
somalnich enzym vedoucich k poskozeni cévni stény.
Zhorsena funkce Treg a zvysené uvolnéni BAFF (B-cell
activating factor) z aktivovanych neutrofilnich granulo-
cytll vede k diferenciaci B bunék v plazmatické buriky
produkujici ANCA [38].

Laboratorni diagnostika - detekce ANCA

a jejich vyznam u ANCA vaskulitid

ANCA byly poprvé in vitro detekovény technikou ne-
pfimé imunofluorescence (indirect immunofluores-
cence - lIF), a to na etanolem fixovanych lidskych granu-
locytech. Jednotlivé slozky cytoplazmatickych granuli
se zde redistribuuji podle svého elektrického naboje.
IF (immunofluorescence) - reakce se jevi jako difuzni,
granularni, tj. cytoplazmatickd (cytoplasmic pattern,
c-ANCA) a perinuklearni (perinuclear pattern, p-ANCA),
obr. 1 a obr. 2. Klinické indikace testovani ANCA uva-
dime v pfehledu [46,47].

Klinické indikace testovani ANCA protilatek:

= glomerulonefritidy

= plicni hemoragie, pulmorendlini syndrom

= kozni vaskulitida se systémovymi pfiznaky

= mnohocetné plicni noduly

= destruktivni onemocnéni hornich cest dychacich

= dlouhodoba sinusitida a otitida

= subglotickd trachedlni stenéza

= mononeuritis multiplex

= retroorbitdlni masa

= plicni fibréza se systémovymi pfiznaky

= episkleritida, uveitida, retinalni vaskulitida

Komplikované je zejména pfifazovani a hodnoceni
p-ANCA obrazu nalézaného na etanolem fixovanych
granulocytech. Tento typ fluorescence mohou vykazo-
vat také nékteré protilatky proti jadernym antigendm
— ANA. Pozitivita p-ANCA IF pozorovana na etanolem
fixovanych neutrofilnich granulocytech je pak vysled-
kem pouhého ,prekryvu” se soubéznou pfitomnosti
protilatek ANA. ANA protilatky specifické pro buriky
myeloidni fady jsou oznacovany jako NANA (neutro-
phil associated nuclear antibodies) nebo GS-ANA (gra-
nulocyte-specific anti-nuclear antibodies) a vyskytuji
se velmi ¢asto u zanétlivych onemocnéni gastrointes-
tinadlni soustavy. Pfed vyslovenim zavéru, ze se jedna
0 p-ANCA, je dulezité verifikovat (respektive vyloucit)
je na substratu granulocyti fixovanych formalinem:
p-ANCA IF - obraz/ETOH (etanol) se zde méni na ty-
pickou c-ANCA - fluorescenci, zatimco protilatky ANA
zadny IF - vzor v cytoplazmé v prostiedi s formali-
nem netvofi. Jednotlivé ANCA Ize detekovat a kvanti-
fikovat (stanovenim jejich koncentrace) metodou ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay), do soucasné
doby ale nebyly rozpoznany viechny antigenni cile
ANCA [43-45]. Cilovym antigenem pro c-ANCA byva ve
vétsiné pfipadd autoprotilatka zamérena proti serinové
proteinaze-3 (PR3-ANCA). Nicméné neplati, ze poziti-
vita c-:ANCA rovna se pozitivita anti-PR3-ANCA. PR3 je
protein patfici mezi serinové protedzy a je obsazen nej-
vice v azurofilnich granulech neutrofilnich granulocytd.
Nejcastéjsim cilovym antigenem pfi pozitivité p-ANCA
je protildtka proti myeloperoxidédze (MPO-ANCA). Také
v tomto pfipadé plati, ze p-ANCA nerovna se poziti-
vita anti-MPO-ANCA. MPO je protein, enzym charak-
terizovany baktericidni aktivitou. Antigeny PR3 a MPO
jsou lokalizovany v primarnich azurofilnich granulech

0br 3. Neutrofilni granulocyt - obsah granuli a cile autoprotilatek. Obrazek ukazuje cilové antigeny u neutrofil-

niho granulocytu, nicméné autoprotilatky ANCA jsou namifeny i proti strukturam jinych bunék, napfiklad

lyzosomi monocytd. Upraveno podle [47]

primarni granula

myeloperoxidaza, proteinaza 3, katepsin G,

elastaza, lyzozym, BPI, B-glukuronidaza

jadro
DNA, histony,
nRNP/Sm,
HMG1/2

plazmaticka membrana

sekrec¢ni granula
alkalicka fosfataza, tetranektin

sekudami granula
laktoferin, lyzozym,

alkalicka fosfataza, cytoplazma kolagenaza, gelatindza,
cytochrom B359, enolaza, vitamin B, , vazajici protein,
FAD, B,-mikroglogulin  laktdtdehydrogendza aktivator plazminogenu

BPI - bactericidal/permeability-increasing protein HMG1/2 - high mobility group protein 1-2 MPO — myeloperoxidase nRNP - ribonucleoproteins

PR3 - proteinase 3
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polymorfonukledrd a monocytt (obr 3). Pod obrazem
p-ANCA se mohou objevit protilatky proti laktoferinu,
katepsinu, lyzozymu, elastaze a BPI (bacterial permea-
bility increasing protein). V bézné praxi tak ANCA zjis-
tujeme IF s antigen-specifickou konfirmaci ELISA, tato
kombinace metod dovoluje az 99% specifitu [46-48].
Dalsi metody priikazu ANCA zahrnuji chemiluminis-
cenci, nové metody ELISA [49,50].

Méné casta je pfitomnost cytoplazmatickych aty-
pickych (atypické c-ANCA), a atypickych ANCA (a-
ANCA, atypické ANCA ndélezy perinuklearni a cyto-
plazmické IF). Cilové antigeny jsou obvykle rozdilné od
PR3 a MPO a jsou namifeny proti komponentam jadra,
cytosolu nebo granulim. Patfi sem laktoferin, BPI, katep-
sin G, elastaza, lyzozym, kataldza, a enolaza, aktin, histon.

Jejich pfitomnost neni vSeobecné vztahovana k AAV
[49]. Souhrnné se jedna o IgG-ANCA protilatky izotypu
IgG (tfida imunoglobulin 1gG) [49]. Senzitivita IFFANCA
pro AAV je vysoka (= 80 %), zatimco specifita je nizka
(< 80%). To je zpusobeno pfitomnosti p-ANCA (nejsou
pozitivni protilatky proti MPO, atypickd p-ANCA) napt.
u idiopatickych stfevnich onemocnéni, systémovych
onemocnéni pojiva a také interferenci s ANA. P-ANCA
pozitivitu/MPO-ANCA negativitu mizeme vidét u za-
nétlivych stfrevnich onemocnéni, systémovych onemoc-
néni pojiva, primarni sklerotizujici cholangiitidy [47]. Po-
zitivitu PR3-ANCA vidime i u idiopatického stfevniho
onemocnéni (ulcerézni kolitida) [49], v takovych pfipa-
dech je vétsinou porzitivita PR3-ANCA spojena s atypic-
kou p-ANCA (dle IF) [49]; c-ANCA byly zaznamenany také

Tab. 4. Imunofluorescenéni nilez, antigen, specifita a klinicka asociace. Upraveno podle [46,47]

imunofluorescen¢ni obraz (fixace substratu
ETOH)

granuldrni fluorescence pravidelné distribuovana
po celé plose granulocyt(, s centralnim nebo
interlobularnim zvyraznénim, kdy bunécna jadra
zGstavaji nezasazena

c-ANCA PR3

BPI

c-ANCA
atypicka

ploché homogenni cytoplazmatické skvrny bez
interlobularniho zvyraznéni

prevazné hladka fluorescence, misty s jemnymi
granulemi stuzkovité obalujicimi bunéc¢na jadra
granulocytd, nejvice fluoreskuiji iseky okoli jadra
u MPO dochazi pfi fixaci substratu HCOH k
redistribuci granuli do jaderné membrany
cytoplazmy granulocyt

MPO

p-ANCA

cilovy antigen

BPI, MPO, katepsin G

casto vice antigennich
cild dohromady

asociované onemocnéni

granulomatdza s polyangiitidou (40-90 %)
mikroskopicka polyangiitida (15-20 %)
eozinofilni granulomatéza s polyangiitidou (< 10 %)

primarni pauciimunni nekrotizujici
glomerulonefritida (20-40 %)

infekce (subakutni bakterialni endokarditida)
cysticka fibréza (90 %)

zanétliva stfevni onemocnéni

revmatoidni artritida

primarni sklerotizujici cholangiitida
mikroskopicka polyangiitida (35-90 %)

primarni pauciimunni nekritizujici glomerulonefritida
(70-90 %)

eozinofilni granulomatdza s polyangiitidou (30-40 %)

zanétliva stfevni onemocnéni

revmatoidni artritida
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bez perinuklearniho zesileni

siroce nehomogenni perinuklearni zabarveni,
piipadné spolecné s difuznim cytoplazmatickym
vzorem bez zvyraznéni interlobularni zény,
mozna kombinace c-ANCA a p-ANCA IF

atypicka
ANCA

vice antigennich cila:
HMG 1/2, kataléza,
aenoldza, aktin,
laktoferrin, elastéza,
katepsin G, lyzozym,
BPI

MPO

katepsin G, lyzozym,
BPI, laktoferrin
elastaza (anti-PR3
pozitivni u 30-40 %)

systémovy lupus erythematodes
systémova sklerodermie
polékové vaskulitidy

lupus-like syndrom

autoimunitni jaterni onemocnéni
eozinofilni granulomatéza s polyangiitidou
polékové vaskulitidy

lupus-like syndrom

zanétliva stfevni onemocnéni
revmatoidni artritida

systémovy lupus erythematodes

kokain

BPI - bactericidal/permeability-increasing protein ETOH - ethanol, HCOH - formol HMG1/2 - high mobility group protein 1-2 IF - imunofluores-

cence MPO - myeloperoxidase PR3 - proteinase 3



u infekénich onemocnéni [46,47]; c:ANCA/PR3-ANCA
jsou zejména u pacientli s GPA, zatimco p-ANCA/MPO-
-ANCA jsou vice u MPA a CSS [49]. U 10-20 % paci-
entl s klasickou WG mazeme prokazat p-ANCA (MPO-
ANCA), a dokonce pacienti s MPA nebo EGPA mohou byt
c-ANCA (PR3-ANCA) pozitivni [46]. ANCA jsou deteko-
vény u 70-90 % aktivnich a generalizovanych GPA, ale
pouze u 40-50 % lokoregionalnich forem [49]. U EGPA
jsou ANCA pozitivni jen u 40 % pfipadl [49]. Ve studii
Sinico et al EGPA ANCA poxzitivita korelovala s jistym or-
ganovym postizenim (glomerulonefritida, mononeuritis
multiplex, purpura a plicni hemoragie). ANCA negativita
u EGPA byla spojena s vyssi prevalenci srde¢niho one-
mocnéni a plicniho postizeni [51].

Souvislost mezi IPP a ANCA, zejména pozitivita MPO,
byla popsana v fadé publikaci [52,53]. Kromé toho byly
také zaznamendny pfipady pacientt s IPP a ANCA po-
zitivitou, ale bez jinych projevi systémové vaskulitidy.
IPP (az typu plicni fibrézy) mize predchéazet klinické
manifestaci AAV. Ve vétsiné studii pacienti AAV s IPP
maji horsi progndzu nez pacienti bez IPP [54].

Atypickd ANCA-IF s cilovym antigenem neutrofilni
elastazy je zjistitelnd pfi kokainem indukovaném or-
ganovém postizeni, které mize napodobovat klinicky
GPA a u 30-40 % je popisovana pozitivita anti-PR3 [55].
Dalsi ANCA, jiné nez PR3 a MPO, které by mohly byt pfi-
tomny u vaskulitid, jsou predmétem dalsich vyzkumu
[56,571.

Detekce ANCA ma diagnosticky a prognosticky vyz-
nam, nicméné vysetfeni ANCA pozitivity v ¢ase ma ne-
jisty prognosticky vyznam v urceni aktivity onemoc-
néni nebo jeho vzplanuti [57-63]. V praci Tomasson et
al zjistili, Ze opakované méfeni ANCA v mésicnich inter-
valech béhem remise ma omezeny vyznam pro pied-
povéd relapsu AAV [61]. Verstockt et al ve své praci po-
pisuji nizkou pfedpovédni hodnotu rizika relapsu jen na
zékladé rutinniho sledovani ANCA v ¢ase bez klinického
korelatu. Pravdépodobnost relapsu se zvysuje pfi sou-
¢asném klinickém podezieni a narlstu nebo znovuo-
bjeveni ANCA. U pacientl s pozitivitou ANCA v dobé
diagnézy je névrat nemoci méné pravdépodobny pfi
negativité ANCA po dobu sledovani [63]. PR3-ANCA ve
srovnani s MPO-ANCA jsou spojeny s vy$si mortalitou
a jsou nezavislym prediktorem relapsu [63-66].

Diferencidlné diagnosticky vyznam ANCA a jejich
uplatnéni v klinické praxi shrnuje tab. 4.

Vyznam ANCA (anti-neutrophil cytoplasm

antibodies) k prukazu AAV v klinické

praxi - shrnuti

= detekce ANCA méd diagnosticky a prognosticky vyznam
pro AAV v dobé diagndzy, nicméné pozitivita ANCA
bez klinického koreldtu a histopatologického potvrzeni
neni diagnosticka pro AAV

= ANCA negativita u pacientt s klinickymi a histopato-
logickymi pfiznaky nevylucuje diagnézu AAV

= vySetfeni ANCA v Case jsou vyuzivana pro monito-
raci aktivity onemocnéni, ale maji omezeny vyznam
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pro predikci relapst v dobé remise, proto by jejich
zvyseni nebo pretrvavani bez klinického koreldtu
nemélo byt diivodem k rozhodnuti o zahajeni |é¢by

= pozitivita ANCA protilatek: 75-95 % pacientd s GPA
nebo MPA, 40-70 % u EGPA

= PR3-ANCA oproti MPO-ANCA jsou nezavislym pre-
diktorem relapsu onemocnéni a mortality

= ANCA pozitivita se vyskytuje u infekénich, zanétlivych
stfevnich onemocnéni, malignich hematologickych
onemocnéni, cystické fibrézy a pfi uzivani kokainu

= pfitomnost ANCA u intersticialnich plicnich postizeni,
bez klinického koreldtu AAV, je rizikem vyvoje AAV
v Case

= ANCA specifita ma pravdépodobné vliv na fenotyp
klinického onemocnéni

= ANCA pozitivita koreluje u EGPA s jistym orgadnovym
postizenim (glomerulonefritida, mononeuritis multi-
plex, purpura a plicni hemoragie)

= ANCA negativita u EGPA byva spojena s vyssi preva-
lenci srde¢niho onemocnéni a plicniho postizeni

Zaver

Plicni postizeni je béznou komplikaci u nemocnych
se SOP a vaskulitidami. Plicni komplikace jsou prognos-
tickym faktorem SOP a vaskulitid. Vysetieni autoprotila-
tek je soucasti diferencidlné diagnostického algoritmu
plicnich onemocnéni. Pomoci nékterych autoprotila-
tek, zejména u SOP, je mozné se na zakladé jejich de-
tekce vyjadrit k prognéze nemoci.
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