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Szanowni Panstwo,

Nowoczesna medyczna diagnostyka laboratoryjna choréb autoimmunologicznych jest istotnym uzupetnieniem i potwier-
dzeniem diagnozy klinicznej. Opracowany 13 lat temu materiat wymagat ponownego spojrzenia i uzupetnienia. Uwzgled-
niono w nim postep technologii i wymagania lekarzy zwigzane z szybszym trybem otrzymywania szczegétowe] informadgji
o wynikach pacjenta.

Autoimmunologia jest dziatem medycznej diagnostyki laboratoryjnej, w ktérym jakos¢ uzyskanych wynikéw
warunkowana jest w szczegoélnosci poziomem wiedzy i doswiadczenia specjalistow.

Przez te lata od 2003 roku, czyli od momentu otwarcia pracowni warszawskiej pod kierownictwem dr Zofii Kotacinskej
(1952-2012), wybitnego specjalisty w tej dziedzinie, rozwinelismy te gataz diagnostyki bardzo istotnie. Pracownia krakow-
ska pod opiekg dr. hab. n. med. Jakuba Swadzby ewoulowata do najnowoczesniejszych rozwigzan technicznych i meto-
dycznych dostepnych w Europie i na swiecie. Istotg realizowanego procesu diagnostycznego jest nie tylko rodzaj zleconego
badania, ale réwniez wybor metody jego wykonania. W obecnym opracowaniu przedstawimy Pafnstwu nowe spojrzenie
i wzajemne relacje miedzy stosowanymi metodami, wykorzystane w nowoczesnym podejsciu do tego rodzaju diagnostyki.

Niezmienne najistotniejsza jest jakos¢ wykonanych badan przez odpowiednio wyszkolony zespét. Od ich wiedzy i doswiad-
czenia zalezy m. in. prawidfowa ocena immunofluorescencyjnych preparatéw mikroskopowych oraz interpretacja uzyskiwa-
nych wynikow.

Obecnie w Diagnostyce Sp. z 0.0. funkcjonujg dwie pracownie zajmujace sie diagnostyka autoimmunologiczng w Warsza-
wie i Krakowie. Warszawska pracownia specjalizuje sie w diagnostyce chordéb tkanki tacznej oraz pecherzowych choréb
skory i celiakii. W Krakowie zespét zajmuije sie diagnostyka zespotu antyfosfolipidowego, choréb uktadowych tkanki tgcznej,
nieptodnosci oraz weryfikacji autoprzeciwciat narzgdowo specyficznych. Dodatkowo oprécz badan autoimmunologicznych
pojawita sie diagnostyka choréb infekcyjnych i pasozytniczych z wykorzystaniem met IIF (np. krztusiec, lamblie). Petny wykaz
badan wykonywanych przez obie pracownie zajdziecie Paristwo na koncu opracowania.

Wyniki badan autoimmunologicznych wykonanych przez naszych specjalistéw opatrzone sg komentarzami weryfikowanymi
przez dr hab. n. med. Jakuba SwadZbe merytorycznego opiekuna obu pracowni oraz kierownikéw obu pracowni dr Hanne
tabedzka w Warszawie i mgr Elzbiete Krawczyk w Krakowie. Proponujemy ciekawy projekt dotyczacy schematu diagno-
stycznego zlecania oznaczania PPJ. Jest to autorska interpretacja dr hab. n. med. Jakuba SwadZzby. Projekt powstat w celu
utatwienia lekarzom zlecania badan oraz umozliwienia szybkiego uzyskanie ostatecznej informacji, przydatnej diagnostycz-
nie. Oferowana forma wspotpracy wyznacza europejskie standardy w oparciu o relacje lekarz - diagnosta w zintegrowanym
systemie kompleksowej diagnostyki Pacjenta.

Oddajemy w Panstwa rece opracowanie zawierajgce kompendium wiedzy w zakresie badan autoimmunologicznych ofero-
wanych w ogdlnopolskiej sieci laboratoriow medycznych DIAGNOSTYKA Sp. z 0. 0.

Zapraszamy do wspdtpracy.

Zespot Redakeyjny

Skfad Zespétu redakcyjnego :

1. Dr hab. n. med. Jakub Swadzba
2. Dr n. biol. Tomasz Ochatek

3. Mgr. farmacji Danuta Koztowska
4. Mgr. Barbara Dziarek

5. Mgr. Elzbieta Krawczyk

W opracowaniu wykorzystano materiaty dr n. med. Zofii Kotacinskiej-Strasz (1952-2012) bytego Konsultanta Krajowego ds. Badarn Auto-
immunologicznych. W opracowaniu wykorzystano rdwniez dokumentacje fotograficza udostepniong przez Klinike Dermatologiczng MUW
reprezentowang wowczas przez panig dr n. med. Zofie Kofacinska-Strasz.
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|. METODY STOSOWANE W DIAGNOSTYCE
AUTOIMMUNOLOGICZNEJ

Metoda immunofluorescenciji (IF)

Technika ta, wprowadzona ponad 40 lat temu, wcigz pozostaje standardowg technikg immunolo-
giczng (,gold standard technique”) szeroko stosowang w wielu laboratoriach na swiecie. Charak-
teryzuje sie bardzo dobra czutoscig i swoistosdcig, zwtaszcza, gdy postuguje sie nig zespot z wielo-
letnim doswiadczeniem. W metodzie immunofluorescencji zrédtem natywnych (niezmienionych)
antygendw sa substraty tkankowe i rozmazy komdrkowe pozwalajgce na wykrywanie szerokiego
spektrum przeciwciat. Historycznie rozpoczynajac prace z tg metoda jako podstawowe wyposazenie
pracowni, niezbedne do wykonywania badan immunofluorescencyjnych byt kriostat (urzadzenie
pozwalajace na krojenie zamrozonych tkanek) oraz mikroskop fluorescencyjny, w ktérym ogladato
sie preparaty po przeprowadzonej reakcji immunologicznej. Obecnie standardem jest postugiwa-
nie sie zestawami przygotowanymi przez renomowane firmy produkujgce gotowe preparaty ze
skrawkéw tkankowych czy zawiesin komdrek odpowiednio przygotowanych do przeprowadzenia
reakcji immunochemicznej. W mikroskopie wykorzystuje sie obecnie lampy ledowe (zamiast rte-
ciowych), ktére dajg stabilny strumien swiatta pozwalajagcy na powtarzalng ocene intensywnosci
i rodzaju $wiecenia. Niezmienna pozostata zasada znakowania fluorochromem przeciwciata ktére
sprawia, ze w miejscu zwigzania ze swoistym antygenem w tkance, w mikroskopie obserwuje sie
charakterystyczng zétto-zielong fluorescencje.

Stosuje sie dwa podstawowe warianty metody immunofluorescencji (IF):
- metode bezposrednia (DIF - Direct ImmunoFluorescence)
- metode posrednig (IIF - Indirect ImmunoFluorescence)

£ -antygen £ -antygen

Jl - przeciwciato zwierzece JL - przeciwciato ludzkie

6% -1 h . .
ve8 - uorochrom JU - przeciwciato zwierzece

\ig
--,?{- - fluorochrom
metoda bezposrednia metoda posrednia

Metode bezposrednia stosuje sie do wykrywania immunoglobulin i dopetniacza zwigzanych in
vivo w tkankach. Jest to metoda jednofazowa, w ktérej skrawki tkanki umieszczone na szkietku
inkubuje sie ze znakowanym przeciwciatem zwierzecym skierowanym przeciw ludzkim immunoglo-
bulinom.

Metoda posrednia jest metodg dwufazowg, 10-krotnie bardziej czutg niz metoda bezposrednia.
Jest stosowana rutynowo do wykrywania przeciwciat krazacych. Technika ta oparta jest na zdolno-
Sci wigzania sie przeciwciat krazacych z odpowiednim antygenem obecnym w tkance uzytej jako
substrat antygenowy. W drugim etapie skrawek tkankowy lub umieszczona na szkietku zawiesina
komorek ze zwigzanym ludzkim przeciwciatem inkubuje sie z przeciwciatem zwierzecym znakowa-
nym fluorochromem (koniugatem).

W badaniu pétilosciowym poprzez inkubowanie substratu tkankowego w pierwszym etapie reakdji
IF z kolejnymi rozcienczeniami badanej surowicy okresla sie poziom (miano) przeciwciat.



Immunodyfuzja

Metoda immunodyfuzji jest wazng metodg pomocniczg przy wykrywaniu przeciwciat precypituja-
cych, skierowanych przeciw grupie rozpuszczalnych antygenéw jadrowych (ENA - Extractable Nuc-
lear Antigen). Nalezg do nich, Ro, La, Jo1 Scl-70, nRNP, Sm. Zrédfem antygendw w tej metodzie jest
specjalnie przygotowany wycigg grasicy cielecej lub innej tkanki bogatej w materiat jadrowy. Metoda
polega na podwdjnej dyfuzji w zelu agarozowym surowicy z badanymi przeciwciatami i ekstraktu
grasicy cielecej, ktéry jest mieszaning rozpuszczalnych antygendw jadrowych i cytoplazmatycznych.
W miejscu spotkania przeciwciata z odpowiednim antygenem w zelu powstaja linie precypitacyjne.
Poréwnanie tych linii z liniami precypitacyjnymi uzyskanymi ze znanymi przeciwciatami (surowice
standardowe z przeciwciatami La, Sm, Ro itd.) pozwala okresli¢ swoistos¢ przeciwciata w badanej
surowicy w zaleznosci od tego czy uzyskana linia jest identyczna, czesciowo identyczna, czy tez nie-
identyczna z linig precypitacyjng znanego przeciwciata. Metoda odznacza sie wysokg swoistoscig,
a jej duzg zaletg jest uzycie natywnych, niezdenaturowanych antygendw. Niestety brak wystanda-
ryzowanych wzorcéw dla wiekszosci przeciwciat i czas reakcji zmniejszajg przydatnosc tej metody.

Metoda immunoblot

Ta technika rozwineta sie w ostatnim dziesiecioleciu niezmiernie dynamicznie. Otrzymanie rozdziatu
poszczegodlnych antygendw np. na pasku lub membranie okazato sie najszybsza sciezkg diagno-
styczng.Wykonanie samego badania jest bardzo proste, gdyz odpowiedni pasek lub membrane
z naniesionymi punktowo antygenami, inkubuje sie z surowicg badang, a nastepnie z koniugatem
przeciw ludzkim immunoglobulinom (przeciwciato zwierzece sprzezone z enzymami, skierowane
przeciw ludzkim immunoglobulinom). W ostatnim etapie reakcji paski inkubuje sie z substratem
enzymatycznym, ktéry w wyniku dziatania enzymu (peroksydaza, fosfataza alkaliczna) daje barwny
produkt w miejscu gdzie na pasku znajduje sie odpowiedni antygen. Wyrafinowana i doktadna
technika immunoblotu pozwala wykrywad przeciwciata w niskich mianach. Umozliwia tez doktadne
okresdlenie podjednostki antygendw, z ktérymi taczg sie przeciwciata.

ELISA

Testy oparte na metodach immunoenzymatycznych (ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
s zadziej stosowane niz opisane wyzej IIF i immunoblot. W tej metodzie otrzymujemy wyniki ilo-
$ciowe. Technika ELISA wykorzystywana jest najczesciej do obserwowania terapii, czy potwierdzenia
obecnosci pojedynczych antygentéw przy rozpoznawaniu schorzen autoimmunologicznych. Moze
by¢ testem jakosciowym jesli do reakcji wykorzysta sie mieszanine réznych antygendw.

Inne metody

- koagulometryczne - do oznaczania antykoagulantu toczniowego,

- nefelometryczne - do oznaczania czynnika reumatoidalnego,

- chemiluminescencyjne - uzywane w automatach immunodiagnostycznych.




Il. NAJWAZNIEJSZE GRUPY AUTOPRZECIWCIAL
PRZECIWCIALA WYKRYWANE W CHOROBACH TKANKI tACZNEJ

Przeciwciata przeciwjgdrowe i przeciwcytoplazmatyczne

Przeciwciata przeciwjadrowe (ANA - Anti Nuclear Antibodies) swojg nazwg obejmujg heterogenna
grupe przeciwciat skierowanych przeciw réznym antygenom zaréwno jadrowym, jak i cytoplazma-
tycznym. ANA inkubowane z substratem antygenowym dajg rézne typy fluorescencji (patterns),
w zaleznosci od lokalizacji antygenu, przeciw ktéremu sg skierowane. Typ fluorescencji jest cha-
rakterystyczny i dostarcza niezwykle waznych informacji na temat swoistosci przeciwciata, ktéra

nastepnie jest weryfikowana za pomocg metody immunodyfuzji.

Podstawowe typy fluorescencji jadrowe;j: Podstawowe typy Swiecenia cytoplazmatycznego:

- homogenny - granularny np. mitochondialny
- obwodowy - fibrylarny np. aktynowy

- ziarnisty

- nuclear dots

- centromerowy(ACA)
- jaderkowy

W metodzie IIF niezwykle wazny jest dobdr wtasciwego substratu do reakcji. W Pracowniach Auto-
immunologicznych DIAGNOSTYKI substratami z wyboru sg: przetyk matpy, przetyk swinki morskiej,
komdorki watroby matpy oraz komarki linii HEp-2. Surowica jest badana na réznych substratach
zwierzecych dajac czesto nieco rézne reakcje z kazdym z nich, co pozwala na bardziej szczegéto-
wa charakterystyke poszukiwanego przeciwciata i utatwia interpretacje wyniku zwiekszajgc diagno-
styczne znaczenie testu.

ANA s3 charakteryzowane na ludzkich komdérkach nabtonkowych wywodzacych sie z raka krtani
(komorki HEp-2). Ocena typu fluorescencji jadrowej na komoérkach HEp-2 jest duzo fatwiejsza niz
na substratach tkankowych ze wzgledu na duze rozmiary jgdra komérkowego. Komérki HEp-2 za-
wierajg ponadto ludzkie antygeny, dlatego spektrum antygendw HEp-2 lepiej odpowiada swoistosci
ludzkich przeciwciat. Nie bez znaczenia jest réwniez fakt, ze komérki HEp-2, oprdcz interfazalnych,
prezentujg pewien odsetek komdrek mitotycznych. Umozliwia to identyfikacje przeciwciat przeciw
specyficznym strukturom mitotycznym, jak rowniez pewniejsza identyfikacje przeciwciat np. przeciw
centromerom. Wiele przeciwciat przeciwjadrowych, ktére moga by¢ wykryte przy uzyciu komérek
HEp-2, nie reaguje z substratami tkankowymi, a z kolei istnieje pewien niewielki procent przeciwciat
przeciwjadrowych, ktére nawet przy wysokim mianie nie s wykrywane na komérkach HEp-2, lecz
moga by¢ zidentyfikowane przy zastosowaniu substratu tkankowego. Wtasciwa diagnostyka ANA
wymaga wiec réwnolegtego badania surowicy Pacjentéw na substratach: komdérkach HEp-2, watro-
bie matpy, skrawkach przetykdéw matpy i Swinki morskiej.

Szczegolnym Zrodtem antygendw jadrowych jest komdrka wiciowca Crithidium luciliae, uzywana
jako swoisty substrat do wykrywania przeciwciat przeciw dwuniciowemu (natywnemu) DNA (dsD-
NA).

Po okresleniu typu $wiecenia oraz miana przeciwciat dalsza ich identyfikacja prowadzona jest meto-
dag immunodyfuzji lub metodg immunoblotu.



Podstawowymi rodzajami przeciwciat przeciwjgdrowych sa:

marker ciezkich postaci tocznia trzewnego (SLE), a w szczegdlnosci jego
postaci z zajeciem nerek

obecne w toczniu indukowanym lekami (szczegdlnie prokainamidem
histonowe i hydralazyna), rzadko w SLE bez etiologii polekowej, wystepujg takze
w reumatoidalnym zapaleniu stawéw (RZS)

dsDNA

marker mieszanej choroby tkanki tagcznej (MCTD), Sharp Syndrom

UT-nRNP u 95-100% pacjentéw i SLE o tagodnym przebiegu
obecne w réznych postaciach tocznia, w zespole Sjégrena i w twardzinie
Ro (SS-A)/La (SS-B) uktadowej, pierwotnej marskosci zétciowej watroby, w toczniu noworod-
kowym
Rybosomalne biatko P wysoka specyficznos¢ dla LUPUS ERTHEMATOSUS DISSMINUTAS
Sm marker ciezkich postaci tocznia, czesto z zajeciem uktadu nerwowego
Scl-70 marker twardziny uktadowej

ACA (przeciwciata marker tagodnej postaci twardziny, zespotu CREST

antycentromerowe)

Jo-1 marker zapalenia wielomiesniowego (polymyositis)
oraz skorno-miesniowe

U3-nRNP-(fibrylarynowe) obecne w twardzinie uktadowej

RNA-polimeraza obecne w twardzinie uktadowej

PM-SCL (PM-1) \évr;:)srtfé:)téjlz \F/)sz’elsD[,)\;l)igfgznPaSlgadania,W 50-70% pacjentéw z overlap syn-

PCNA (cyklinowe) wystepujg w toczniu uktadowym trzewnym

Ku obecne w toczniu uktadowym, twardzinie, w zespotach naktadania

Mi-1 i Mi-2 wystepuja w zapaleniu skérno-miesniowym (dermatomyositis)

Antyrybosomalne obecne w toczniu z zaburzeniami psychicznymi

ANUA Wyste_pujq w toczniu trzewnym, Wykorzy_stywane sg do réznicowania
tocznia trzewnego od twardziny uktadowej

Aktyna autoimmunologiczne zapalenie watroby (AlH)

AMA-M?2 charakterystyczne dla pierwotnej zétciowej marskosci watroby

Nuclear dotsy pierwotna zdtciowa marskos¢ watroby

NAJCZESTSZE CHOROBY TKANKI tACZNEJ

Toczen trzewny (Systemic Lupus Erythematosus) — SLE

W surowicach chorych na SLE wystepujg przeciwciata przeciw wielu antygenom jagdrowym: dsDNA,
histonom, Sm, nRNP, Ro (SS-A) i La (SS-B), rybosomom, Ku, PCNA, AnuA. Czestos¢ wykrywania ANA
w aktywnym okresie choroby wynosi 95-100%, a w okresie nieaktywnym 85-100%. Przeciwciata Sm
i dsDNA sg wysoce swoiste dla SLE, natomiast inne majg mniejsze znaczenie w diagnostyce, gdyz
wykrywane s3 takze w innych kolagenozach. Przeciwciata przeciw dsDNA s3g najbardziej swoiste
dla tocznia trzewnego z zajeciem nerek (lupus nephritis) i sg jednym z najwazniejszych kryteridw
diagnostycznych SLE. Dodatkowo istnieje korelacja pomiedzy aktywnoscig procesu chorobowego
a poziomem tych przeciwciat i dlatego ocena ich miana stuzy do kontroli terapii. W zaleznosci od ak-
tywnosci choroby przeciwciata przeciw dsDNA wystepujg w 30-50% przypadkéw SLE. Drugim obok
dsDNA markerem patognomonicznym dla SLE sg przeciwciata przeciwjgdrowe Sm wystepujace
u 5-20% chorych. Sg one charakterystyczne dla ciezkich postaci tocznia, czesto z zajeciem ukta-
du nerwowego. Innymi przeciwciatami wykrywanymi w SLE sg przeciwciata przeciw nukleosomom
(AnuA), ktdre stwierdzane sg u 75-90% pacjentdw z toczniem trzewnym.

Skérna postac tocznia trzewnego (Discoid Lupus Erythematosus) — DLE
W DLE w 30-40% przypadkéw wykrywa sie przeciwciata Ro (SS-A). Miana tych przeciwciat s niskie
w poréwnaniu z ich poziomem w innych chorobach autoimmunologicznych.
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Podostra skérna postac tocznia trzewnego (Subacute Cutaneous Lupus Erythematosus — SCLE
W SCLE wystepujg gtéwnie przeciwciata Ro (SS-A) i La (SS-B). Stwierdza sie je w ok. 70% przypad-
kéw tej choroby.

Zespot Sjogrena
Przeciwciata Ro/La wykrywa sie w zespole Sjdgrena (40-90%) i w tej jednostce najczesciej wystepuja
one razem.

Mieszana choroba tkanki facznej (Mixed Connective Tissue Disea—e) - MCTD

W chorobie tej wystepujg w wysokich mianach przeciwciata przeciw rybonukleoproteinie jadro-
wej (UT-nRNP). Czestos$¢ wystepowania przeciwciat przeciw U1-nRNP wynosi 95-100% przypadkéw,
a ich miano koreluje z aktywnoscig choroby. Przeciwciata przeciw U1-nRNP wystepujg réwniez
u 30-40% pacjentdw z SLE, ale na ogdt w nizszych mianach i prawie zawsze razem z przeciwciatami Sm.

Twardzina uktadowa (Systemic Scleros—is) - SSc

W twardzinie uktadowej ANA wykrywa sie w ponad 95% przypadkéw. Najbardziej swoiste dla tej
choroby sg przeciwciata przeciw antygenowi Scl-70 (przeciw enzymowi topoizomerazie | DNA)
i przeciwciata ACA. Chociaz immunofluorescencja, jakg dajg przeciwciata Scl-70 jest bardzo cha-
rakterystyczna to wykrywanie tego przeciwciata powinno by¢ zawsze potwierdzone w metodzie
immunodyfuzji lub immunoblotu. W przebadanej w Pracowni Autoimmunologii serii ponad 500
przypadkdw SSc, przeciwciato Scl-70 wystepowato w okoto 80% przypadkéw twardziny uktadowej
rozsianej dSSc (diffuse Systemic Sclerosis) i w okoto 50% twardziny ograniczonej LSSc (Limited Sys-
temic Sclerosis).

Zespot CREST

Drugie co do czestosci wystepowania przeciwciata przeciw centromerom (ACA) sg markerem zespotu
CREST. W tych przypadkach mogag miec¢ one znaczenie prognostyczne i Pacjenci powinni by¢ obser-
wowani w zwigzku z mozliwoscig rozwiniecia sie petnoobjawowej twardziny uktadowej. Poza dwo-
ma podstawowymi markerami SSc w surowicach chorych z twardzing uktadowag wystepujg réwniez
przeciwciata skierowane przeciw antygenom jaderkowym. Nalezg do nich przeciwciata fibrylaryno-
we (U3-nRNP) dajgce w IIF jaderkowy typ Swiecenia zwany ,,clumpy” oraz przeciwciata przeciw poli-
merazie | RNA dajgce ziarnisty typ Swiecenia jaderkowego. Homogenny typ fluorescencji jagderkowe;
jest charakterystyczny dla przeciwciat PM-Scl, ktére s markerem scleromyositis tj. zespotu tgczgcego
w sobie cechy twardziny uktadowej i myositis.

Zapalenia wielomiesniowe (Polymyositis) i skdrno-miesniowe (Dermatomyositis) - PM i DM

Swoistym dla DM przeciwciatem jest przeciwciato Mi-2, dajgce charakterystyczng drobnoziarnistg
przypominajaca koronke fluorescencje jadrowa. Wystepuje ono jednak dos¢ rzadko, bo tylko w ok.
15-20% przypadkéw tej choroby. W PM najczesciej wykrywanym przeciwciatem jest Jo-1. Prze-
ciwciata Jo-1 daja ziarnistg fluorescencje cytoplazmy interfazalnych komérek HEp-2 i wymagaja po-
twierdzenia metodg immunodyfuzji lub immunoblotu. Skierowane sg przeciw antygenowi cytopla-
zmatycznemu, ktéry zidentyfikowano jako syntetaze histydylowsa. Przeciwciata Jo-1 sg wykrywane
w polymyositis (ze srédmigzszowym zwtdknieniem ptuc), a czestos¢ ich wykrywania wynosi 25-35%.



RODZAJE BADAN PRZECIWCIAL W CHOROBACH TKANKI £tACZNE)J:

ANA 1 (Badanie 600)

Badanie przesiewowe metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komérek HEp-2, na
obecnos¢ lub brak przeciwciat przeciwjadrowych i antycytoplazmatycznych.

Wynik ogdlny: dodatni/ujemny. Surowica dodatnia standardowo jest bankowana na okres 1 miesigca,
co umozliwia wykonanie diagnostyki rozszerzonej o badania od ANA 2 do ANA 10.

Czas oczekiwania na wynik: 3 dni robocze.

ANA 2 (Badanie 601)

Badanie metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komérek HEp-2, okreslajgce typ
Swiecenia oraz miano przeciwciat przeciwjgdrowych i antycytoplazmatycznych.

Dla homogennego typu Swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie metodg immunofluorescengji
posredniej (IIF) z zuzyciem substratu Critidium luciliae do oznaczenia przeciwciat dsDNA, z podaniem
ich miana. W przypadku cytoplazmatycznego typu swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie me-
todg immunofluorescencji posredniegj (IIF) z uzyciem substratu tkanki swinki morskiej do oznaczenia
przeciwciat AMA, z podaniem ich miana.

Dla wszystkich wynikéw dodatnich wykonujemy badanie DID w celu potwierdzenia obecnosci lub
braku mozliwych antygendw.

Wynik obejmuje: typ swiecenia i miano oraz informuje o obecnos¢ lub braku linii dla odpowiedniego
ekstraktu DID. Surowica dodatnia jest standardowo bankowana na okres 1 miesigca w celu rozszerze-
nia diagnostyki o badania od ANA 3 do ANA 9.

Czas oczekiwania na wynik: 6 dni roboczych.

ANA 3 (Badanie 602)

Badanie okreslajace HEp-2 obecnosé przeciwciat przeciw 16 antygenom rozpuszczalnym i nieroz-
puszczalnym: DSF 70, nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, PM-Scl, Jo-1, Centromer B (CENP B),
PCNA, dsDNA, nukleosomom, histonom, rybosomalnemu biatku P (Ryb. biatku P) i AMA-M2.
Wynik jakosciowy w postaci: + ; - ; +/- dla poszczegdlnych antygendw.

Czas oczekiwania na wynik: 4 dni robocze.

ANA 4 (Badanie 605)

Badanie metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komérek HEp-2, okreslajgce typ
Swiecenia oraz miano przeciwciat przeciwjgdrowych i antycytoplazmatycznych.

Dla homogennego typu Swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie metodg immunofluorescengji
posredniej (IIF) z uzyciem substratu Critidium luciliae do oznaczenia przeciwciat dsDNA, z podaniem
ich miana. W przypadku cytoplazmatycznego typu swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie me-
todg immunofluorescencji posredniegj (IIF) z uzyciem substratu tkanki Swinki morskiej do oznaczenia
przeciwciat AMA, z podaniem ich miana.

Dla wszystkich badanych okreslamy metodg immunoblotu obecnos¢ przeciwciat przeciw 16 antyge-
nom rozpuszczalnym i nierozpuszczalnym: DSF 70, nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, PM-Sdl,
Jo-1, Centromer B (CENP B), PCNA, dsDNA, nukleosomom, histonom, rybosomalnemu biatku P (Ryb.
biatku P) i AMA-M2.

Wynik obejmuje:

typ Swiecenia i miano oraz informuje o obecnosci lub o braku przeciwciat dla poszczegdlnych anty-
genow: + ; - ; +/-.

Czas oczekiwania na wynik: 4 dni robocze.

ANA 5 (Badanie 619)

Badanie metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komdérek HEp-2, okreslajgce typ
Swiecenia oraz miano przeciwciat przeciwjgdrowych i antycytoplazmatycznych.

Dla homogennego typu Swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie metodg immunofluorescendji
posredniej (IIF) z uzyciem substratu Critidium luciliae do oznaczenia przeciwciat dsDNA, z podaniem
ich miana. W przypadku cytoplazmatycznego typu swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie me-
todg immunofluorescencji posredniegj (IIF) z uzyciem substratu tkanki swinki morskiej do oznaczenia
przeciwciat AMA, z podaniem ich miana.

Dla wszystkich wynikéw wykonujemy diagnostyke ENA (przeciwciata dla 7 antygenéw rozpuszczal-
nych) metoda immunoblotu: nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, Jo-1.

Wynik obejmuje:

typ swiecenia i miano oraz informuje o obecnosci lub braku przeciwciat dla poszczegdlnych ENA,
w postaci: + ; -; +/-.

Czas oczekiwania na wynik: 4 dni robocze.
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ANA 6 (Badanie 3297)

Badanie okreslajgce metoda immunoblotu obecnos¢ przeciwciat dla antygendéw ENA (7 antygendw
rozpuszczalnych): nRNP/Sm, Sm, SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, Jo-1.

Wynik jakosciowy: + ; - ; +/-, oznaczajacy obecnos¢ lub brak przeciwciat dla poszczegélnych ENA.
Czas oczekiwania na wynik: 4 dni robocze.

ANA 7 (Badanie 3306)

Badanie okreslajgce metoda ELISA obecnos¢ przeciwciat dla panelu 9 antygenéw: nRNP/Sm, Sm,
SS-A, Ro-52, SS-B, Scl-70, Jo-1, PCNA, PM-Scl, rybosomalnemu biatku P (Ryb. biatku P). Surowica
dodatnia standardowo jest bankowana na okres 1 miesigca w celu rozszerzenia diagnostyki o ba-
danie od ANA 2 do ANA 10.

Wynik ogélny dla panelu: dodatni/ujemny.

Czas oczekiwania na wynik: 5 dni roboczych.

ANA 8 (Badanie 3281)

Badanie okreslajace metoda DID obecnos¢ przeciwciat dla 6 antygendw rozpuszczalnych, ENA: La,
Ro, Jo-1, Scl-70, nRNP, Sm. W badaniu stwierdza sie obecnos¢ lub brak przeciwciat tych samych
co w badaniu ANA 6 (metoda immunoblotu). W pewnych przypadkach ANA 8 stosowane jest do
weryfikacji wynikéw uzyskanych metoda immunoblotu (jako metody ,, nadczutej”).

Wynik stwierdza obecnos¢ przeciwciat dla okreslonych antygenéw panelu.

Czas oczekiwania na wynik: 8 dni roboczych.

ANA 9 (Badanie 3280)

Badanie metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komérek HEp-2, okreslajgce typ
Swiecenia oraz miano przeciwciat przeciwjgdrowych i antycytoplazmatycznych. Badanie alternatyw-
ne do ANA 1, moze byc¢ zlecane dodatkowo obok ANA 2.

Wynik obejmuje: typ swiecenia i miano.

Czas oczekiwania na wynik: 4 dni roboczych.

ANA 10 (Badanie 695)

Badanie metodg immunofluorescencji posredniej (IIF) z uzyciem linii komérek HEp-2, okreslajgce typ
Swiecenia oraz miano przeciwciat przeciwjgdrowych i antycytoplazmatycznych. W przypadku homo-
gennego typu swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie metodg immunofluorescencji posred-
niej (IIF) z uzyciem substratu Critidium luciliae do oznaczenia przeciwciat dsDNA, z podaniem mia-
na. W przypadku cytoplazmatycznego typu Swiecenia poszerzamy diagnostyke o badanie metoda
immunofluorescencji posrednigj (IIF) z uzyciem jako substratu tkanki swinki morskiej do oznaczenia
przeciwciat dla AMA, z podaniem miana.

Dla wszystkich wynikéw dodatnich wykonujemy badanie DID w celu identyfikacji przeciwciat dla
antygendéw rozpuszczalnych (ENA): La, Ro, Jo-1, Scl-70, nRNP, Sm.

Wynik obejmuje: typ Swiecenia i miano oraz obecnos¢ przeciwciat dla okreslonych antygenu panelu.
Czas oczekiwania na wynik: 12 dni roboczych.

Przeciwciata przeciw dsDNA (Badanie 603 i 3260)

Test ten zlecany jest u Pacjentow z podejrzeniem o lapus nephritis w przypadkach wczesniejszego
wykrycia przeciwciat dsDNA, w celu monitorowania zmiany poziomu tych przeciwciat. Jest to istot-
ne z klinicznego punktu widzenia gdyz odzwierciedla aktywnos¢ procesu chorobowego. Najczesciej
monitorowanie miana dsDNA stosuje sie w przypadku leczenia tocznia nerkowego lekami immu-
nosupresyjnymi.

Przeciwciata przeciw nukleosomom (ANuA) (Badanie 602 - jeden z parametrow)

Badanie w kierunku przeciwciat przeciw nukleosomom szczegélnie wskazane jest w przypadku réz-
nicowania pomiedzy SLE a SSc, gdy w badaniu ANA 2 nie stwierdza sie przeciwciat dsDNA. Testy
wykorzystujgce tzw. nukleosomy Il generacji stosowane do oznaczen przeciwciat przeciw nukleoso-
mom posiadaja wysoka specyficznosé¢ wzgledem SLE siegajgcg 72-100% - metoda immunoblot.

Badania tkankowe (badania obecnosci przeciwciat w tkankach metoda DIF (direct immu-
nofluorescence) (Badanie 687)

W SLE w wycinkach skéry zdrowej i w zmianach skérnych wykrywa sie przede wszystkim ztogi
immunoglobulin na granicy skérno-naskérkowej. Ztogi majg na ogét charakter ziarnisty lub linij-
no-ziarnisty. Wykrycie tego zjawiska w skérze zdrowej ma duze znaczenie diagnostyczne dla SLE
i zostato nazwane ,lupus band test - LBT".



W ztogach na granicy skérno-naskérkowej wykrywa sie na ogét przeciwciata klasy 1gG, 1gA, IgM
i skfadowa C3 dopetniacza. Intensywnos¢ fluorescencji na granicy skérno-naskérkowej koreluje z ak-
tywnoscig procesu chorobowego i poziomem przeciwciat przeciw natywnemu DNA. Zjawisku temu
moze towarzyszy¢ fluorescencja ztogéw immunoglobulin w $cianach powierzchownych naczyn
w skorze oraz fluorescencja jader keratynocytow w naskoérku.

Test DIF jest dodatni w przypadku 50-100% wycinkdéw ze zmian skérnych w SLE. Czestos$¢ wykrywa-
nia dodatniego LBT jest nizsza w skérze zdrowej i zalezna od tego czy jest to cze$¢ odstonieta czy
zastonieta. Leczenie immunosupresyjne wyraznie obniza czesto$¢ dodatniego LBT w SLE.

W SCLE ztogi zimmunoglobulin na granicy skérno-naskdérkowej mogg byc réwniez obecne (gtéwnie
w klasie 1gG i IgM), natomiast zjawiskiem bardziej charakterystycznym dla tej jednostki jest wystepo-
wanie drobnoziarnistej fluorescencji , dust” w cytoplazmie i jadrach komdrek naskérka.

W DLE ztogi immunoglobulin na granicy skérno-naskérkowej stwierdza sie w wycinkach ze zmian
skérnych. Majg one charakter linijny lub linijno-ziarnisty i s3 grubsze niz ztogi na granicy skérno-na-
skérkowej w SLE.

Dla potwierdzenia diagnozy DLE najbardziej odpowiednim miejscem pobrania wycinka do badania
DIF jest stara nieleczona zmiana skérna. W skérze zdrowej w DLE nie stwierdza sie ztogéw immuno-
globulin na granicy skérno-naskoérkowej (LBT - ujemny).

MCTD taczy w sobie skérne i narzadowe cechy SLE oraz twardziny uktadowej (SSc). DIF wycinkéw
skory jest czesto dodatni i ma charakterystyczng morfologie. Ztogi immunoglobulin wykrywa sie
gtéwnie w jadrach komorek naskérka w postaci ich gruboziarnistej fluorescencji, a rzadko na granicy
skérno-naskérkowe.

W twardzinie uktadowej (SSc) nie wykrywa sie szczegdlnych zjawisk immunologicznych w biopta-
tach i nie majg one znaczenia diagnostycznego.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W ZAPALENIACH NACZYN (VASCULITIS)

Przeciwciata przeciw antygenom cytoplazmy neutrofiléw (ANCA)

Wystepujg one w réznych chorobach naczyniowych. Wykorzystujgc metody immunofluorescencji
posredniej wyrdznia sie ich dwa podstawowe typy:

- cytoplazmatyczny (cANCA) zwigzany z ziarniniakowatoscig Wegenera, chorobg Crohna, Churg
-Straussa, polyarteritis nodosa. Antygenem reagujgcym z surowicg pacjenta jest proteinaza 3 (PR3)
znajdujaca sie w cytoplazmie granulocytéw.

- perinuklearny (pANCA) zwigzany z innymi zapaleniami naczyn, np. polyangiitis microscopica
i niekiedy z innymi chorobami np. glomerulonephritis czy colitis ulcerosa. Antygenami reagujacymi
z surowica pacjenta sg mieloperoksydaza (MPO), elastaza, laktoferyna, lizozym lub katepsyna G
dyfundujace do bfony jadrowej granulocytéw. Badanie wykonuje sie uzywajac rozmazu ludzkich
granulocytéw utrwalonych etanolem.

Najwieksze znaczenie diagnostyczne testu ANCA wykazano w ziarniniakowatosci Wegenera. Jest to
w 2/3 przypadkéw wielonarzadowa choroba, ktérej objawy czesto przypominaja ciezkie zakazenie
lub rozsiany proces nowotworowy. Wskazania do wykonania testu sg bardzo rézne, co wynika
z wielkiej réznorodnosci objawoéw klinicznych i radiologicznych. Sg to zaréwno pojedyncze objawy
jak: krwioplucie, krwawienia z nosa, przewlekta niedroznos¢ nosa, przewlekty ropny proces w ob-
rebie gornych drég oddechowych, owrzodzenia skéry, skrzydetek nosa, jezyka, krtani towarzyszace
zmianom w ptucach, przedtuzajace sie objawy ogdlne jak: wysoka cieptota ciata, utrata masy ciata,
ostabienie oraz cate zespoty chorobowe m.in. przewlekajace sie objawy zapalenia ptuc, niereagujace
na leczenie przeciwpratkowe stany podejrzane o etiologie gruzlicza.

Odrebng grupe wskazan stanowig nieprawidiowe obrazy radiologiczne ptuc w postaci mnogich
cieni okragtych, zmian rozsianych, obecnos¢ ptynu w optucnej, zmian naciekowych z duzym roz-
padem, ktére nie odpowiadaja typowym jednostkom chorobowym. Dodatkowsa trudnoscig w dia-
gnostyce ziarniniakowatosci Wegenera jest fakt, iz nawet obraz histologiczny zajetych narzaddw
czasem budzi watpliwosci w réznicowaniu z gruzlicg i innymi chorobami ziarniniakowymi. Dzieki
zastosowaniu testu ANCA jednoznacznie identyfikuje sie pacjentéw z ziarniniakowatoscig Wegene-
ra, a jego czutos¢ jest bliskg 95% w aktywnym stadium choroby i 30-40% w remisji. Miano prze-
ciwciat skorelowane jest z kliniczng aktywnoscig choroby.
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PRZECIWCIALA WYKRYWANE W CHOROBACH PECHERZOWYCH
SKORY

Autoimmunologiczne choroby pecherzowe s3 wynikiem odpowiedzi immunologicznej na czasteczki
adhezyjne komdrek naskorka i btony podstawowej naskérka (BMZ).

Pecherzyca zwykta (PV-pemphigus vulgaris) i pecherzyca lisciasta (PF-pemphigus foliaceus).

Metoda IIF

W pecherzycy przeciwciata skierowane sg przeciw biatkom desmosomalnym obecnym na powierzch-
ni keratynocytéw; w pecherzycy zwyktej przeciw desmogleinie 3 i czesto réwniez desmogleinie 1,
a w pecherzycy lisciastej wytgcznie przeciw desmogleinie 1. Dowiedziono, ze przeciwciata w obu
postaciach pecherzycy, oddziatujgc na funkcje desmosomow, sa odpowiedzialne za powstawanie
akantolizy i tworzenie sie pecherzy srédnaskérkowych. W IIF surowice pemphigus reagujg z substan-
cjg miedzykomadrkowa nabtonka przetyku matpy i przetyku swinki morskiej. Przeciwciata pemphigus
vulgaris (PV) barwig przestrzenie miedzykomdrkowe nabtonka w catym nabtonku przetyku matpy
(bogaty w desmogleine 3) i stabiej oraz w nizszych mianach reaguja z przetykiem $winki morskiej
(bogaty w desmogleine 1). Przeciwciata pemphigus foliaceus reaguja tylko z gérnymi warstwami
substancji miedzykomdérkowej nabtonka matpy (nazywamy to typem foliaceus) dajgc przy tym inten-
sywng fluorescencje i czesto wyzsze miana na przetyku swinki morskiej (bogaty w desmogleine 1).
W pecherzycy miano przeciwciat krgzacych koreluje z aktywnoscig procesu chorobowego. Dlatego
wykonywanie testu IIF w regularnych odstepach czasu jest niezwykle waznym czynnikiem w moni-
torowaniu stanu pacjentéw z tg chorobg. Szczegdlnym typem pecherzycy jest pecherzyca paraneo-
plastyczna (PNP). W tej postaci oprocz przeciwciat przeciw desmogleinie 1 i 3 wystepujg dodatkowo
przeciwciata przeciw desmoplakinom (1 i 2) oraz przeciw periplakinie i envoplakinie. Te ostatnie
w odrdznieniu od przeciwciat w pecherzycy zwyktej i lisciastej reagujg z substancjg miedzykomérko-
wa nabtonkéw przejsciowych. Najlepszym testem na ich wykrycie jest reakcja z nabtonkiem peche-
rza moczowego Swinki morskiej i/lub matpy. Badajac surowice chorych z PNP stwierdza sie dodatko-
wo w wiekszosci przypadkdéw wystepowanie przeciwciat przeciwcytoplazmatycznych skierowanych
przeciw cytokeratynom komorek nabtonka. Przeciwciata te dajg charakterystyczng homogenna flu-
orescencje komorek nabtonka przetyku oraz swiecenie cytoszkieletu w cytoplazmie ludzkich komé-
rek nabtonkowych HEp-2.

Wszystkie wymienione przeciwciata pemphigus wystepujg w klasie IgG. W rzadkich przypadkach
pemphigus przeciwciata wystepujg w klasie IgA i skierowane sg przeciw desmogleinie 1. Wykrywal-
nos¢ przeciwciat pemphigus w aktywnym okresie choroby wynosi ponad 98%.

Badania tkankowe - METODA DIF

W wycinkach skérnych pobranych ze skéry niezmienionej z najblizszego otoczenia zmiany we
wszystkich typach pecherzycy obserwujemy fluorescencje substancji miedzykomaorkowej, ktéra jest
wynikiem wigzania sie in vivo przeciwcial pemphigus z biatkami desmosomalnymi na powierzchni
keratynocytéw. Typ fluorescencji w przestrzeniach miedzykomaorkowych skéry niezmienionej obser-
wowany w PV i PF jest podobny. Jesli wycinek obejmuje réwniez zmiane skérna, to w PV obserwuje
sie tworzacy sie pecherz srédnaskérkowy z obfitg akantolizg i Swiecgcymi obwodowo komadrkami
akantolitycznymi. W PF tworzenie sie pecherza i zjawisko akantolizy wystepuje czesciej w wyzszych
partiach naskoérka. Wynik DIF jest pozytywny u okoto 100% pacjentéw w aktywnym okresie choroby,
o ile wycinek skéry lub btony sluzowej zostat wtasciwie pobrany (z najblizszego otoczenia pecherza
lub nadzerki).

Podnaskérkowe choroby pecherzowe
Bullous pemphigoid (PB), epidermolysis bullosa aqusita (EBA), cicatricial pemphigoid (CP), linear IgA
bullous dermatosis (LABD), dermatitis herpetiformis

Metoda IIF

W wymienionych powyzej jednostkach chorobowych przeciwciata klasy IgG w surowicy skierowane
sg przeciw antygenom bfony podstawnej (BMZ), w BP i CP przeciw hemidesmosomom i lamina luci-
da, w EBA przeciw typowi VIl kolagenu. Wyniki dodatnie stwierdza sie w okoto 75% przypadkéw BP



i 50% EBA. Typ fluorescencji - linijne swiecenie bfony podstawnej nabtonka przetyku nie pozwala na
réznicowanie BP i EBA. Pomocna w ich réznicowaniu jest IIF skéry zdrowej inkubowanej w roztwo-
rze NaCl celem wytworzenia sztucznego pecherza podnaskérkowego (metoda splitu). Fluorescencja
btony podstawnej w pokrywie pecherza jest charakterystyczna dla BP, a fluorescencja ograniczona
wyfgcznie do dna pecherza jest typowa dla EBA. Przeciwciata klasy IgA przeciw antygenom btony
podstawnej sg charakterystyczne dla LABD. Spotyka sie je w 30-50% przypadkdéw. W dermatitis her-
petiformis w ok. 70% przypadkdéw wykrywa sie przeciwciata klasy IgA przeciw endomysium (EmA
IgA). Przeciwciafa te sg takze markerem glutenozaleznej enteropatii (CD) i wystepujg u okoto 100%
przypadkdéw CD po prowokacji glutenem.

Metoda bezposrednia DIF

Wykrycie w tej metodzie ztogdw immunoglobulin w bfonie podstawnej (BMZ) jest charakterystyczne
dla podnaskérkowych choréb pecherzowych skéry. Ztogi przeciwciat 1gG i sktadowej C3 dopetniacza
stwierdza sie w BP, CP i EBA. Ztogi najczesciej maja charakter linijny. W BP intensywnos$¢ fluorescencji
ztogdw przeciwciat IgG jest czesto stabsza niz sktadowej C3 dopetniacza, w EBA na ogét ztogi prze-
ciwciat IgG $wiecg mocniej niz sktadowa C3. Obecnos¢ w BMZ innych immunoreaktantéw takich
jak przeciwciata IgA i IgM jest bardziej charakterystyczna dla EBA. Istotnym badaniem w chorobie
Duhringa pozostaje tez wykrycie ziarnistych ztogéw przeciwciat IgA w brodawkach skory.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W GLUTENOZALEZNEJ ENTEROPATII

Przeciwciata przeciw transglutaminazie tkankowej w klasie 19gG (anty-tTG IgG) oraz w klasie
IgA (anty-tTG IgA)

Transglutaminaza tkankowa stanowi docelowy antygen dla przeciwciat przeciw endomysium miesni
gtadkich przewodu pokarmowego (EmA). Metody wykorzystywane do ilosciowej analizy anty-tTG
IgA (immunochemiluminescencja) i anty-tTG IgG (ELISA), charakteryzujg sie swoistoscig i czutoscig
w zakresie 90-100%. Anty-tTG uznawane sg za wysoce specyficzny marker celiakii, poniewaz nie
wystepujg u 0séb zdrowych, a takze u chorych z innymi schorzeniami przewodu pokarmowego. Ze
wzgledu na mozliwos¢ wspoétwystepowania niedoboru IgA z celiakig, zaleca sie jednoczesne ozna-
czanie anty-tTG IgA oraz anty-tTG IgG.

Przeciwciata przeciw deamidowanej gliadynie (DPG) w klasie IgG oraz w klasie IgA
Przeciwciata przeciw deaminowanej gliadynie, wystepuja u chorych z objawami enteropatii glute-
nozaleznej (celiakia) i w chorobie Duhringa. Sa to formy gliadyny powstajace na skutek oddziaty-
wania transglutaminazy tkankowej in vivo. Prawie zawsze wystepujg w klasie IgA, rzadko w klasie
IgG i wéwczas moga wystepowac tez u oséb zdrowych (mniejsza swoistosé). Zmiana ich poziomu
koreluje z aktywnoscig schorzenia, a ich badanie jest przydatne do kontroli diety bezglutenowej.
Przeciwciata przeciw deaminowanej gliadynie w aktywnych schorzeniach zazwyczaj wspotwystepuja
z przeciwciatami przeciw endomysium.

Przeciwciata przeciw endomysium w klasie I9G (EMA 1gG) oraz w klasie IgA (EMA IgA)

Markerem glutenozaleznej enteropatii pozostajg rowniez przeciwciata przeciw endomysium miesni
gtadkich przewodu pokarmowego (EMA). Antygenem dla tych przeciwciat jest enzym - transgluta-
minaza tkankowa (tTG). Wystepujg one najczesciej w klasie IgA, a w klasie 1gG zazwyczaj tylko przy
niedoborach immunoglobuliny A.

EMA IgA wykrywa sie réwniez w chorobie Duhringa (w ok. 70% przypadkéw), natomiast w celiakii
wystepujg w okoto 100% przypadkéw u chorych po prowokacji glutenem. Przeciwciata te sg naj-
bardziej swoiste z opisanych dotychczas przeciwciat (przeciw retikulinie, przeciw gliadynie) i s3 one
indukowane przez gluten (zanikajg pod wptywem diety bezglutenowej i pojawiaja sie ponownie po
podaniu glutenu).

Badania poréwnawcze wykonywane w naszym Laboratorium metodami IIF i ELISA (gdzie antyge-
nem jest oczyszczona transglutaminaza tkankowa tTG) wykazaty zbiezno$¢ zdecydowanej wiekszo-
$ci wynikow otrzymanych przy uzyciu obu metod, przy czym metoda IIF okazata sie bardziej czuta.
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| Przeciwciata przeciw retikulinie w klasie IgG (ARA IgG) oraz w klasie IgA (ARA IgA)
{ Przeciwciata ARA s3a skierowane przeciw innym epitopom peptydowym (92,5kD) inaczej niz EMA
B IgA (82kD). Sa one wykrywane w naszym laboratorium metoda immunofluorescencji posrednie;

przy uzyciu (jednoczesnym) nerki i watroby szczura jako substratéw antygenowych.

Petny algorytm powstepowania diagnostycznego rozpoznawania celiaki, uwzgledniajacy badania
genetyczne wg. ESPGHAN 2012 przedstawiamy w opracowaniu pt. , Diagnostyka celiaki - badania
przeciwciat i diagnostyka molekularna.”

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W AUTOIMMUNOLOGICZNYCH
CHOROBACH WATROBY

W zaleznosci od typu wystepowania autoprzeciwciat mozna wyréznic trzy typy przewlektego auto-
immunologicznego zapalenia watroby:

I. Z obecnoscig przeciwciat przeciwjadrowych (ANA) i przeciwciat przeciw miesniom gtadkim (ASMA).
Il. Z przeciwciatami przeciw mikrosomom watroby i nerki (anty-LKM).

lll. Z przeciwciatami przeciw rozpuszczalnemu antygenowi watrobowemu i watrobowo-trzustko-
wemu (anty-SLA/LP).

Innym markerem AIH Il sg przeciwciata przeciw antygenowi cytoplazmatycznemu watroby typu 1
(anty-LC-1).

Pierwotna zétciowa marskos¢ watroby (PBC - Primary Biliary Cirrhosis) jest inng ciezkg chorobg auto-
immunologiczna watroby. Wystepuje ona okoto 10 razy czesciej u kobiet niz u mezczyzn. Postepu-
jaca destrukcja matych i srednich kanalikéw zétciowych z wtdknieniem doprowadza do catkowite)
marskosci watroby i czesto nawet do $mierci. Najbardziej specyficznymi markerami tego schorzenia
sg przeciwciata przeciwmitochondrialne typu M2. Dodatkowo w tej chorobie mozna stwierdzi¢
obecnos¢ przeciwciat przeciwjgdrowych o typie $wiecenia ,nuclear dots” (NSp-1, Sp100). Ich fluore-
scencja, zwtaszcza na komaorkach HEp-2, przypomina fluorescencje ACA. W réznicowaniu pomocne
sg jednak komarki mitotyczne w metafazie HEp-2, ktore w przypadku NSp-1 sg w obrebie chroma-
tyny ujemne, podczas gdy ACA dajg charakterystyczne swiecenie chromosomow w réznych fazach
podziatu. Przeciwciata NSp-1 w PBC na ogét towarzyszg AMA. Ponadto w 75% przypadkéw w tej
chorobie mozna stwierdzi¢ przeciwciata przeciw kanalikom zétciowym.

Przeciwciata przeciwmitochondrialne (AMA)

Przeciwciata przeciwmitochondrialne wykrywa sie najczesciej metoda immunofluorescencji posred-
niej z uzyciem jako substratu antygendéw nerki szczura i komdrek HEp-2. Antygenem sg liczne sub-
stancje biochemiczne wystepujace zarébwno po wewnetrznej jak i po zewnetrznej stronie btony mi-
tochondriéw. Wystepujg one w pierwotnej zétciowe] marskosci watroby (PBC), ale takze w toczniu
trzewnym, zapaleniu miesnia sercowego, kile, zespole antyfosfolipidowym i twardzinie uktadowej.

Przeciwciata przeciwmitochondrialne (AMA) typu M2

Specyficznym i czutym markerem pierwotnej zétciowe] marskosci watroby sg przeciwciata prze-
ciwmitochondrialne przeciw zespotfowi antygenow okreslanych jako M2. Jest on zespotem trzech
spokrewnionych komplekséw multienzymatycznych wewnetrznej btony mitochondrium, ktory
uczestniczy w tancuchu oksydacyjnej dekarboksylacji pirogronianu, a—ketoglutaranu i o—ketokwa-
s6w. Przeciwciata mitochondrialne typu M2 sg wykrywane w 96% u chorych z PBC. Przeciwciata
przeciwmitochondrialne z réznicowaniem w kierunku typu M2 mozna diagnozowac metodg immu-
nofluorescencji posredniej przy uzyciu kombinacji substratéow ztozonych z nerki szczura i powierzch-
ni optaszczonych antygenami M2. Mozna tez do réznicowania réznych podtypdw przeciwciat prze-
ciwmitochondrialnych zastosowa¢ metody immunoblotu.

Przeciwciata przeciw kanalikom zétciowym

Stwierdzane sg w 75% przypadkdw pierwotnej zétciowej marskosci watroby.



Przeciwciata przeciw miesniom gtadkim (ASMA)

Standardowe badania wykonuje sie metodg immunofluorescencji posredniej z uzyciem jako substra-
toéw tkanek szczura (zotadka, przetyku i jelit). W autoimmunologicznym zapaleniu watroby najwaz-
niejszym antygenem docelowym jest aktyna F. Przeciwciata przeciw aktynie mozna wykry¢ metoda
immunofluorescencji posredniej z uzyciem jako substratéw komarek HEp-2 i watroby. Wysokie mia-
na przeciwciat przeciw miesniom gtadkim sugeruja autoimmunologiczne zapalenie watroby typu |,
a zmiana ich mian moze korelowac z aktywnoscig choroby. Przeciwciata przeciw miesniom gtadkim
mozna tez wykry¢ w mononukleozie zakaznej, infekcjach wirusowych, w marskosci poalkoholowej,
raku sutka i jajnika oraz w czerniaku ztosliwym.

Przeciwciata przeciw mikrosomom watroby i nerki (anty-LKM)

Przeciwciata te sg markerem autoimmunologicznego zapalenia watroby typu Il. Antygenem dla tych
przeciwciat jest cytochrom P4501ID6 zlokalizowany w mikrosomach. W technice immunofluorescen-
¢ji posredniej z uzyciem jako substratéw nerki i watroby szczura dajg charakterystyczng fluorescen-
cje na obu substratach.

Przeciwciata przeciw rozpuszczalnemu antygenowi watrobowemu i watrobowo-trzustkowe-
mu (anty-SLA/LP)

Uwazane sg za najbardziej specyficzne przeciwciata dla diagnostyki autoimmunologicznego zapa-
lenia watroby. Kazdy wynik dodatni, o ile wystepuja odpowiednie objawy kliniczne, potwierdza
rozpoznanie autoimmunologicznego zapalenia watroby. W podziale zapalen watroby zwigzane sa
z Ill typem tej choroby.

PRZECIWCIAtA WYKRYWANE W ZESPOLE ANTYFOSFOLIPIDOWYM (APS)

Badania przeciwciat antyfosfolipidowo-biatkowych

Badanie przeciwciat antyfosfolipidowo-biatkowych jest wykorzystywane w diagnostyce zespotu an-
tyfosolipidowego, ktérego charakterystycznymi objawami sg zakrzepica (zylna, tetnicza, drobnych
naczyn) oraz niepowodzenia potoznicze u kobiet. Moga im towarzyszy¢ takze matoptytkowosc,
zmiany skoérne o typie livedo reticularis czy zmiany na zastawkach serca. Wykonanie badania wska-
zane jest takze w przypadku rozpoznanej kolagenozy, fatszywie dodatnich wynikéw VDRL oraz przy
niejasnych przedtuzeniach aPTT (czas kaolinowo-kefalinowy).

Rozpoznanie APS mozna postawic, jezeli stwierdzono co najmniej jedno kryterium kliniczne i jedno
kryterium laboratoryjne, o ile nie dzieli je wiecej niz 5 lat. Wyniki dodatnie badan laboratoryjnych
muszg by¢ potwierdzone w odstepie co najmniej 12 tygodni. W diagnostyce APS, w pierwszej
kolejnosci nalezy wykona¢ oznaczenia obecnosci przeciwciat antykardiolipinowych w klasach IgM
i 1gG i antykoagulantu toczniowego. Zgodnie z najnowszg definicjg zespotu antyfosfolipidowego
(kryteria Sydney) w przypadku wynikéw ujemnych powinno sie dodatkowo oznaczy¢ przeciwciata
przeciw B,-glikoproteinie |, by ostatecznie wykluczy¢ zesp6t antyfosfolipidowy. W sytuacjach niejed-
noznacznych, ktére wymagajg dalszej diagnostyki, mozna dodatkowo oznaczy¢ przeciwciata prze-
ciw: protrombinie, fosfatydyloserynie lub przeciwko kompleksowi protrombina —fosfatydyloseryna
oraz fosfatydyloinozytolowi

Antykoagulant toczniowy (Lupus anticoagulant, LA)

Antykoagulant toczniowy to heterogenna grupa przeciwciat antyfosfolipidowo-biatkowych, ktére
in vitro przedtuzajg czasy krzepniecia osocza zalezne od fosfolipidéw. Procedura oznaczania LA
jest tréjstopniowa. W pierwszym etapie obserwuje sie przedtuzenie czaséw krzepniecia, takich
jak wrazliwe na LA aPTT (activated Partial Thrombin Time) lub dRWT (dilute Russel Viper Venom
Time). W drugim etapie prowadzi sie testy mieszania osocza badanego i kontrolnego. Korekcja
przedtuzonego czasu krzepniecia $wiadczy o niedoborze czynnikdw krzepniecia, a brak korelacji o
obecnosci antykoagulantu. W trzecim etapie wykonuje sie testy potwierdzajgce. Polegaja one na
skroceniu czasow krzepniecia po dodaniu nadmiaru fosfolipidéw. Wielu badaczy uwaza, ze LA naj-
lepiej koreluje z ryzykiem powiktah zatorowo-zakrzepowych wsrdd wszystkich rodzajéw przeciwciat
antyfosfolipidowych. Kazdy dodatni wynik antykoagulantu toczniowego oznaczonego dwukrotnie
w odstepie nie krétszym niz 12 tygodni, daje podstawy do rozpoznania zespotu antyfosfolipidowe-
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go (przy wspdfistnieniu objawoéw klinicznych). Nalezy pamietac, ze dla diagnostyki antykoagulantu
toczniowego bardzo wazna jest faza przedlaboratoryjna, w tym wtasciwe pobieranie materiatu oraz
wirowanie prébki.

Algorytm diagnostyczny przy antykoagulancie toczniowym

LA aPTT dep LA dRVVT dep
CONFIRMATION CONFIRMATION
SCREEN
LA aPTT dep LA dRVVT dep
SCREEN SCREEN
LA aPTT dep LA dRVVT dep
mix i conf conf i mix

COMPLEX (+), 12 tyg COMPLEX
COMPLEX (4), 12 tyg
i AT G

Przeciwciata antykardiolipinowe w klasie IgG i IgM

Przeciwciata te sg najczesciej wykonywanymi oznaczeniami w diagnostyce zespotu antyfosfolipido-
wego. Nalezy jednak pamietac, ze wykluczenie APS wymaga wykonania oznaczen LA i przeciwciat
przeciw B,-glikoproteinie |. Kazde badanie przeciwciat antykardiolipinowych z wynikiem dodatnim
nalezy powtdrzy¢ po 12 tygodniach - dopiero dwa wyniki dodatnie uzyskane w odstepie co najmnie;
12-tu tygodni dajg podstawe do rozpoznania zespotu antyfosfolipidowego. Duze ryzyko powikfan
zwigzane jest z wystepowaniem przeciwciat antykardiolipinowych w $rednich lub wysokich mia-
nach. Wyniki nisko dodatnie traktuje sie natomiast jako watpliwe i niedajace podstaw do rozpozna-
nia choroby (stanowig one jedynie przestanke do dalszej obserwacji i ewentualnego powtarzania
badania).

Przeciwciata przeciw f,-glikoproteinie | w klasie IgG i IgM (anty B,-GPI)

Prawdopodobnie B,-glikoproteina | jest wiasciwym epitopem dla przeciwciat antyfosfolipidowo-biat-
kowych. Uwaza sie, ze test ten jest bardziej specyficzny, ale mniej czuty w odniesieniu do obecno-
$ci objawodw zespotu antyfosfolipidowego od testu na obecnos¢ przeciwciat antykardiolipinowych,
natomiast ich korelacja z objawami choroby jest bardzo podobna. Wydaje sie, ze najwazniejszym
wskazaniem do oznaczenia tych przeciwciat jest mocne podejrzenie zespotu antyfosfolipidowego
przy ujemnych wynikach przeciwciat antykardiolipinowych w klasach IgG i IgM oraz antykoagulantu
toczniowego.

Przeciwciata przeciw protrombinie w klasie IgG i IgM

Protrombina wydaje sie by¢ drugim najwazniejszym kofaktorem przeciwciat antyfosfolipidowych.
Przeciwciata przeciw protrombinie sg w niektérych przypadkach zwigzane ze zjawiskiem antykoagu-
lantu toczniowego. Ich korelacja z objawami klinicznymi zespotu antyfosfolipidowego jest stabsza
niz poprzednich dwdch grup przeciwciat.



Przeciwciata przeciw fosfatydyloserynie w klasie IgG i IgM

Fosfatydyloseryna wydaje sie by¢ znacznie bardziej fizjologicznym kofaktorem B,-glikoproteiny | czy
protrombiny niz kardiolipina, gdyz wystepuje ona na powierzchni aktywowanych bfon komarko-
wych ptytek krwi i Srédbtonka. W praktyce przeciwciata przeciw fosfatydyloserynie oraz przeciwciata
antykardiolipinowe czesto wspdtistniejg ze soba.

Przeciwciata przeciwko kompleksowi protrombina — fosfatydyloseryna

Przeciwciata oceniane metoda ELISA stanowia mieszanine aPT i aPS/PT znalazty zastosowanie dia-
gnostyce u chorych na TRU, wykryto ich zwigzek zwiekszym ryzykiem wystapienia zakrzepicy zylnej
i tetniczej oraz zawatu serca. W doniesieniach z ostatnich lat wskazuje sie na ich wieksza przydat-
nos¢ diagnostyczng, niz oznaczanie przeciwciat przeciw protrombinie i fosfatydyloserynie osobno.

Przeciwciata przeciw fosfatydyloinozytolowi w klasie IgG i IgM

Obecnos¢ przeciwciat przeciw fosfatydyloinozytolowi czasami wspdtistnieje z obecnoscia innych
przeciwciat antyfosfolipidowych. W badaniach wykonywanych w pracowni DIAGNOSTYKI ich obec-
nosc¢ szczegdlnie wigzata sie z tendencjg do wystepowania poronien u kobiet.

PRZECIWCIALA ZWIAZANE Z AUTOIMMUNOLOGICZNYMI
PRZYCZYNAMI NIEPLODNOSCI

Przeciwciata przeciw plemnikom w surowicy

Badanie wykonywane jest technikg immunofluorescencji posredniej z uzyciem ludzkich plemnikéw.
Przeciwciata przeciwplemnikowe moga wigzac sie z réznymi czesciami morfologicznymi plemnika
i w zaleznosci od tego miec rézne znaczenie kliniczne. Przeciwciata, ktére maja miejsce wigzania na
gtéwce plemnika (zwtaszcza w okolicy akrosomu) utrudniaja reakcje plemnika z komérka jajowa.
Wedréwke plemnika moga zaburzad¢ przeciwciata wigzace sie z jego witka. Badanie na obecnos¢
przeciwciat przeciwplemnikowych winno wiec okresla¢ miejsce ich wigzania. Tylko w bardzo duzych
mianach przeciwciata przeciwplemnikowe hamujg ptodnos¢ catkowicie, a w niskich nie majg zna-
czenia lub jedynie zmniejszajg ptodnosc. Przeciwciata przeciwplemnikowe mozna badac zaréwno
u kobiet jak i u mezczyzn.

Przeciwciata przeciwplemnikowe w nasieniu

Pomimo, ze wiekszos¢ stosowanych technik wykorzystuje dla celow przesiewowych surowice, fak-
tyczne intensywne wytworzenie przeciwciat przeciwplemnikowych wystepuje w samej plazmie na-
sienia. Przeciwciata przeciwplemnikowe optaszczajg plemniki prowadzac do zmniejszenia ich zdol-
nosci do zaptodnienia. Obecno$¢ przeciwciat przeciwplemnikowych w nasieniu moze byc¢ przyczyna
zmniejszenia ptodnosci lub catkowitego jej zahamowania.

Przeciwciata przeciw antygenom jajnika

Przeciwciata przeciw tkankom jajnika wigzg sie z nieptodnoscig oraz z zespotem przedwczesnego
wygaszania czynnosci jajnikow (POF - Premature Ovarian Failure). Przeciwciata przeciw antygenom
ostonki przezroczystej (zona pellucida) odgrywajg role w nieptodnosci. Obecnie ze wzgledu stabg
jakos¢ skrawkow tkankowych ( brak oocytéw w odpowiednim stadium) w proponowanych zesta-
wach do IIF, postugujemy sie metodg ELISA ,ktérg mozemy ilosciowo oznaczyc¢ obecnosé przeciwciat
przeciwjajnikowych w trzech klasach IgA, M, G. Studzienki testu ELISA zostaty optaszczone ludzkimi
biatkami jajnikdw. Oznaczanie tych przeciwciat jest istotne w pierwotnej niewydolnosci jajnikéw
oraz przy autoimmunologicznych poliendokrynopatiach. Osobnym testem ELISA okreslamy obec-
nos¢ przeciwciat przeciw ostonie przejrzystej. Ich obecnos¢ utrudnia wigzanie plemnikéw z komaorka
jajowa oraz jej penetracjg. Oznaczane sg tacznie z testem dla przeciwciat przeciwjajnikowych.

Przeciwciata przeciw komérkom Leydiga jader
Przeciwciata te moga by¢ jedng z przyczyn nieptodnosci meskiej.

Przeciwciata przeciw antygenom tozyska
Przeciwciata te majg znaczenie dla diagnostyki wczesnych poronien i nieptodnosci zenskie.
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PRZECIWCIALA ZWIAZANE Z CHOROBAMI
AUTOIMMUNOLOGICZNYMI TARCZYCY

Przeciwciata przeciw peroksydazie tarczycowej (anty-TPO)

Przeciwciata antyperoksydazowe nazywane byty dawniej przeciwciatami antymikrosomalnymi, gdyz
stwierdzano je na powierzchni mikrosoméw komérki tarczycy. Sq to autoprzeciwciata, gtéwnie klasy
IgG, rozpoznajgce rézne epitopy na czasteczce peroksydazy tarczycowej - tkankowo specyficznej
glikoproteinie stanowigcej podstawowy enzym w syntezie hormondw tarczycy. Zwigzanie prze-
ciwciata z epitopem w centrum aktywnym enzymu prowadzi do inhibicji aktywnosci enzymatycznej
peroksydazy. Uszkodzenia tarczycy przez przeciwciata anty-TPO wigze sie z aktywacjg dopetniacza.
Anty-TPO wykrywane sg u 80-99% chorych na chorobe Hashimoto i w 60-70% przypadkéw choroby
Gravesa-Basedowa. Przeciwciata te oznaczane sg zautomatyzowang metoda chemiluminescencyjna.

Przeciwciata przeciw tyreoglobulinie (anty-TG)

Przeciwciata przeciw tyreoglobulinie sg autoprzeciwciatami gtéwnie klasy IgG, niewigzgcymi dopet-
niacza i rozpoznajacymi rézne epitopy na powierzchni czasteczki tyreoglobuliny. Uszkadzaja tkanke
na drodze zaleznej od przeciwciat cytotoksycznosci komérkowej. Anty-TG wykrywane sg u 35-90%
chorych na chorobe Hashimoto i do 50% przypadkéw choroby Gravesa-Basedowa. Oznaczanie
poziomu przeciwciat anty-TG znajduje zastosowanie rowniez w monitorowaniu choréb nowotwo-
rowych tarczycy. Przeciwciata te oznaczane s3 zautomatyzowang metoda chemiluminescencyjna.

Przeciwciata przeciw receptorom TSH (TRAb)

Przeciwciata przeciw receptorom TSH doprowadzajg do stymulacji tarczycy analogicznie jak po
zwigzaniu TSH (wzrost syntezy hormondw tarczycy i rozrost tarczycy). TRAb wystepujg w 70-100%
przypadkdw choroby Gravesa-Basedowa i rzadko w autoimmunologicznym zapaleniu tarczycy (cho-
roba Hashimoto). Oznaczanie poziomu TRAb znajduje zastosowanie w diagnostyce nadczynnosci
tarczycy, monitorowaniu i prognozowaniu leczenia choroby Gravesa-Basedowa oraz przewidywaniu
nadczynnosci tarczycy u dzieci kobiet ciezarnych obcigzonych chorobg Gravesa-Basedowa. lloscio-
we oznaczenia TRAb wykonuje sie metodg ELISA.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W DIAGNOSTYCE
REUMATOIDALNEGO ZAPALENIA STAWOW

Przeciwciata przeciw cyklicznemu biatku bogatemu w cytruline (anty-CCP)

Przeciwciata przeciw CCP nalezg przewaznie do klasy IgG. Sg to przeciwciata skierowane przeciw
cytrulinie (aminokwas) bedacej sktadnikiem biatka fillagryny (sktadnik filamentéw keratynowych).
Test charakteryzuje sie wysoka specyficznoscig dla RZS (do 97%, vs. RF 62%) przy zachowaniu po-
rownywalnej z czynnikiem reumatoidalnym (RF) czutosci (anty-CCP: 80%, RF: 79%). W odréznieniu
od czynnika RF przeciwciata anty-CCP pojawiajg sie przed wystapieniem petnoobjawowego RZS.
Wystepuja one we wczesnej fazie choroby i cechuje je duza wartos¢ prognostyczna: Pacjenci z prze-
ciwciatami anty-CCP prezentujg znacznie czesciej zmiany radiologiczne, niz Pacjenci anty-CCP nega-
tywni. Przeciwciata te wystepujg we wczesnym okresie choroby u ok. 79% Pacjentéw. Ze wzgledu
na swojg wysoka specyficznos¢, anty-CCP mogag by¢ pomocne w réznicowaniu RZS z innymi zapale-
niami stawdw przebiegajgcymi z dodatnimi czynnikami reumatoidalnymi. Anty-CCP pozwalajg takze
na potwierdzenie diagnozy u pacjentéw z seronegatywnym RZS. Anty-CCP wykonuje sie za pomoca
metody ELISA i jest to badanie ilosciowe.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W DIAGNOSTYCE MIASTENII

Przeciwciata przeciw receptorom acetylocholiny (anty-AChR)

W laboratorium DIAGNOSTYKI obecnos¢ autoprzeciwciat AChR wykrywa sie za pomocg metody
radioimmunoenzymatycznej (RIA). Antygenem w tym fescie jest receptor acetylocholinowy wyod-
rebniony z ludzkiego miesnia. Receptory znakuje sie '»°' a-bungarotoksyng (toksyna jadu zmiji). Au-



toprzeciwciata obecne w surowicy pacjenta wigzg sie z tak wyznakowanymi receptorami, a powstaty
kompleks ulega precypitacji z przeciwciatami przeciw ludzkim IgG. Odczytana ilo$¢ radioaktywnosci
jest wprost proporcjonalna do stezenia autoprzeciwciat AChR w badanej prébce. Badanie to wy-
konuje sie w celu potwierdzenia miastenii. Miastenia (myasthenia gravis) jest chorobg o podtozu
autoimmunologicznym.

W schorzeniu tym, dochodzi do uszkodzenia przewodnictwa nerwowo-miesniowego spowodowa-
nego zniszczeniem receptoréw cholinergicznych (AChR) przez autoprzeciwciata skierowane przeciw
tym receptorom. Podstawowgq cechg choroby jest ostabienie i zmeczenie miesni po wysitku ustepu-
jace po odpoczynku. Przeciwciata antycholinergiczne wykrywa sie u 80-90% pacjentéw z postacig
uogolniong miastenii i u 55-70% pacjentéw z miastenig oczng. Poziom przeciwciat koreluje z nasile-
niem objawoéw choroby z wyjgtkiem miastenii ocznej i w okresie remisji. Istnieje tez grupa chorych,
u ktérych nie stwierdza sie przeciwciat anty-AChR. Negatywne wyniki na obecnos¢ przeciwciat prze-
ciw receptorom acetylocholiny (seronegatywna posta¢ miastenii) najczesciej wystepuja w grupie
chorych z miastenig oczng (11-76% pacjentdw). Niski (niewykrywalny) poziom opisywanych au-
toprzeciwciat wystepuje réwniez na poczatku choroby, w remisji po leczeniu immunosupresyjnym
oraz po tymektomii. Przeciwciata przeciw receptorom acetylocholiny wykrywa sie takze w przebiegu
takich choréb jak: SLE, choroba Gravesa-Basedowa, grasiczak, w stwardnieniu zanikowym bocznym.

Przeciwciata przeciw miesniom poprzecznie prgzkowanym

Badanie metodag immunofluorescencji posredniej z uzyciem miesni poprzecznie prazkowanych po-
zwala wykry¢ autoprzeciwciata u 90% chorych na miastenie z towarzyszagcym grasiczakiem (bez
grasiczaka u 20%). Wykrywano je tez w przewlektych zapaleniach watroby, grasiczakach bez mia-
stenii i rakowiaku.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W DIAGNOSTYCE CUKRZYCY TYPU 1

Cukrzyca typu 1 (DMT1 - Diabetes mellitus type 1) jest chorobg autoimmunologiczng, w ktorej
na skutek zniszczenia komorek trzustki dochodzi do niedoboru lub catkowitego braku wydziela-
nia insuliny. W przypadku DMT1 praktycznie caty proces chorobowy prowadzacy do destrukgji ko-
morek trzustki przebiega bezobjawowo (okres prediabetes). Dopiero, gdy ok. 80% tych komdrek
ulegnie zniszczeniu pojawiajg sie typowe zespoty objawdw zwiastujacych kliniczny poczatek cho-
roby. Wczesniejsza diagnostyka cukrzycy typu 1 jest mozliwa dzieki oznaczeniom obecnosci au-
toprzeciwciat, w tym przeciwciat przeciw dekarboksylazie kwasu glutaminowego (anty-GAD) i prze-
ciwciat przeciw fosfatazie tyrozynowej (anty-1A2). U 90% pacjentéw w chwili rozpoznania choroby
i u 80% pacjentow w fazie preklinicznej wykrywane sg przeciwciata przeciwko wyspom trzustki (IIF).
Ryzyko wystapienia choroby rosnie wraz z liczba wykrywanych jednoczesnie rodzajéw specyficznych
autoprzeciwciat i zalezy od ich stezenia w surowicy. Anty-GAD i anty-IA2 wykorzystuje sie w diagno-
styce rdznicowej cukrzycy ciezarnych (ujawniona lub wykryta w czasie cigzy nietolerancja glukozy)
oraz ocenie ryzyka rozwoju cukrzycy u krewnych oséb z rozpoznang cukrzyca typu 1. Oznaczanie
autoprzeciwcial zwtaszcza anty-GAD, moze by¢ takze rozstrzygajgce dla diagnostyki réznicowej
cukrzycy typu 2 z LADA (Latent Autoimmune Diabetes In Adults), bedacej wolno postepujacg formg
cukrzycy typu 1.

W laboratorium DIAGNOSTYKI do oznaczen przeciwciat anty-GAD i anty-IA2 w diagnostyce cukrzy-
cy stosuje sie metode ELISA, ktéra pod wzgledem specyficznosci i czutosci jest poréwnywalne z te-
stami RIA, uznawanymi za ,ztoty standard”. Jednoczesne oznaczanie dwdch typdw wymienionych
autoprzeciwciat zwieksza czutosc i swoistosé metody.

Anty-GAD

Anty-GAD jest enzymem katalizujgcym synteze neurotransmitera GABA (kwas gamma-amino-ma-
stowy) i wystepuje w tkance nerwowej, trzustce, jajnikach i jgdrach. Anty-GAD sg przeciwciatami
skierowanymi przeciw jednej z izoform dekarboksylazy kwasu glutaminowego (GAD65). Izoforma
GADG65, obecna przede wszystkim w trzustce, stanowi gtéwny antygen docelowy dla przeciwciat
skierowanych przeciw wyspom Langerhansa. Czestos$¢ wystepowania anty-GAD u nowozdiagnozo-
wanych pacjentéw wynosi 60-80%.




22

Anty-IA2
Przeciwciata przeciw fosfatazie tyrozynowej (anty-1A2) wystepuja u 48-80% zdiagnozowanych cho-
rych. Poniewaz pojawiaja sie w pdéznej fazie okresu preklinicznego, stanowia tym samym wskaznik
bardzo wysokiego ryzyka.

Przeciwciata przeciw wyspom trzustki

Metodg immunofluorescencji posredniej przeciwciata przeciw wyspom trzustki najczesciej w klasie
IgG, mozna wykry¢ u 75-90% chorych z cukrzyca typu 1, ale wystepujg one takze w cukrzycy typu
2 w okoto 10% przypadkdw.

INNE PRZECIWCIALA NARZADOWO-SWOISTE

Przeciwciata przeciw komérkom okfadzinowym zotadka (APCA)

Do wykrywania tego typu przeciwciat stuzy najczesciej test immunofluorescencji posredniej z uzy-
ciem komorek oktadzinowych zotadka szczura lub matpy jako Zrédta antygendw (H/K ATPazy). Rza-
dziej wykonywang sg testy ELISA. Wskazaniami do wykonania badania sa przede wszystkim prze-
wlekte zanikowe zapalenie btony sluzowej zotadka, anemia ztosliwa, a takze choroba Addisona czy
bielactwo.

Przeciwciata przeciw czynnikowi wewnetrznemu Castle’a

Autoprzeciwciata te s bardziej swoiste od przeciwciat przeciw komérkom oktadzinowym zotgdka
dla anemii ztosliwej spowodowanej niedoborem czynnika wewnetrznego (IF - intrinsic factor), trans-
portera witaminy B12. Badania na ich wykrycie wykonuje sie testem ELISA lub metodg immunoflu-
orescencji posredniej z uzyciem czynnika wewnetrznego optaszczonego na szkietku.

Przeciwciata przeciw bfonie podstawnej ktebuszkédw nerkowych (anty-GBM) i btonie pecherzy-
kéw ptucnych

Autoprzeciwciata te sg wykrywane w zespole Goodpasture’a. Uwaza sie, ze antygenem dla nich s
epitopy znajdujace sie na kolagenie typu IV.

Przeciwciata przeciw migsniowi sercowemu

Metoda immunofluorescencji posredniej najlepiej wykrywa autoprzeciwciata, dla ktérych antygena-
mi sg fibrylaryna i biatka sarkolemmy. Wystepujg one w pierwotnej rozstrzeniowej kardiomiopatii,
zapaleniach miesnia sercowego, zespole Dresslera, chorobie Chagasa i reumatycznym zapaleniu
miesnia sercowego.

Przeciwciata przeciw komorkom kubkowatym jelit

Metodg immunofluorescencji posredniej mozna wykry¢ przeciwciata przeciw komérkom kubkowa-
tym jelita wystepujacym prawie zawsze w klasie IgG, ktére sg specyficzne dla colitis ulcerosa, ale
wystepuja tylko w okoto 30% przypadkdw. Nalezy pamietac, ze znacznie czesciej, bo w okoto 70%
przypadkdw w tej chorobie mozna wykry¢ przeciwciata pANCA, ktére sg jednak mniej specyficzne.

Przeciwciata przeciw komérkom zewnatrzwydzielniczym trzustki

Wykrywa sie je metoda immunofluorescencji posredniej przy uzyciu tkanek trzustki matpy. Prze-
ciwciata te nalezg zaréwno do klasy IgG jak i IgA i sg markerem choroby Le$niowskiego-Crohna.
Wystepujg u okoto 40% chorych. Takze w tej chorobie mozna wykry¢ przeciwciata pANCA u okoto
40% pacjentéw.

Przeciwciata przeciw Saccharomyces cerevisiae (ASCA)

Oznaczanie przeciwciat przeciw Saccharomyces cerevisiae jest pomocne przy réznicowaniu typo-
wego colitis ulcerosa oraz choroby Lesniowskiego-Crohna. ASCA stwierdza sie w 70% przypadkach
choroby Lesniowskiego-Crohna i wraz z oznaczaniem przeciwciat przeciw komérkom zewnatrzwy-
dzielniczym trzustki zwieksza trafnos¢ diagnostyczng w diagnostyce réznicowej zapalen jelit.



Przeciwciata przeciw korze nadnerczy

Metodg immunofluorescencji posredniej mozna wykry¢ przeciwciata przeciw korze nadnerczy u pa-
cjentéw z chorobg Addisona, z niewydolnoscia jajnikéw lub w zespole wielogruczotowym typu I.

PRZECIWCIALA WYKRYWANE W ZESPOtACH NEUROLOGICZNYCH

Panel neuroimmunologiczny

Panel neuroimmunologiczny obejmuje jakosciowe oznaczenia przeciwciat wystepujgcych u chorych
z zespotami neurologicznymi o podtozu autoimmunologicznym. Przeciwciata onkoneuronalne (an-
ty-Ri, anty-Hu, anty-Yo) sa przydatne w diagnostyce neurologicznych zespotéw paranowotworo-
wych, a przeciwciata anty-GAD u chorych z zespotem sztywnego cztowieka (Stiff-Man Syndrome).
Panel obejmuje réwniez oznaczanie przeciwciat anty-MAG, ktére wykorzystywane sg w diagnostyce
neuropatii o podtozu autoimmunologicznym oraz przeciwciata przeciw mielinie majgce znaczenie
ratownicze u chorych z pierwszym epizodem objawdw zwigzanych z demielinizacja.

Przeciwciata onkoneuronalne (anty-Ri, anty-Hu, anty-Yo)

Przeciwciata onkoneuronalne wystepujg u chorych z neurologicznymi zespotami paranowotworo-
wymi. Sg to zaburzenia uktadu nerwowego pojawiajace sie u chorych z nowotworem, a nie spowo-
dowane przerzutami lub miejscowym dziataniem guza. W obrebie osrodkowego uktadu nerwowego
obejmuja one najczesciej zapalenie ukfadu limbicznego, podostre zwyrodnienie mézdzku, zapalenie
pnia moézgu, opsoklonie/mioklonie, podostrg martwiczg mielopatie, chorobe neuronu ruchowego
i zespdt sztywnego cztowieka. Natomiast w obwodowym uktadzie nerwowym, na poziomie ztacza
nerwowo-miesniowego i miesni szkieletowych zespoty paranowotworowe przyjmuja postac¢ podo-
strej neuropatii czuciowej, neuropatii czuciowo-ruchowej, podostrej neuropatii ruchowej, zespotu
miastenicznego Lamberta-Eatona, zapalenia wielomiesniowego i skérno-miesniowego. Wykrycie
przeciwciat onkoneuronalnych pozwala na pewne rozpoznanie neurologicznego zespotu parano-
wotworowego wedtug kryteriéw Graussa (2004 r.). Badania obecnosci przeciwciat anty-Hu, anty-Yo
i anty-Ri przeprowadza sie metoda immunofluorescencji posredniej, a nastepnie potwierdza sie tech-
nika Western-blot. Przeciwciata anty-Hu wystepujg u chorych z rakiem drobnokomérkowym ptuc,
piersi, jajnika, przetyku, jader, prostaty, czerniakiem, grasiczakiem i ziarnica ztosliwg. U 81% chorych
z przeciwciatami anty-Hu stwierdza sie obecnos¢ raka drobnokomdrkowego ptuc, natomiast 17%
chorych z tym nowotworem ma przeciwciata anty-Hu. Przeciwciata anty-Ri stwierdza sie u chorych z
rakiem piersi i rakiem ptuc (drobnokomérkowym i innymi nowotworami ptuc). U 86% oséb, u kto-
rych wykryto przeciwciata anty-Ri jest rozpoznawana choroba nowotworowa. Przeciwciata anty-Yo
towarzysza rozwojowi raka piersi, jajnika, zotadka, przetyku i slinianki. Zespdt mézdzkowy zwigzany
z obecnoscig przeciwciat anty-Yo u 63% chorych wystepuje przed rozpoznaniem nowotworu, u 30%
po rozpoczeciu leczenia onkologicznego, a u 20% towarzyszy wznowie choroby nowotworowej.
Przeciwciata anty-GAD

Przeciwciata anty-GAD stwierdza sie u ponad 80% chorych z zespotem sztywnego cztowieka. Obec-
nos¢ przeciwciat anty-GAD wykrywa sie w panelu neuroimmunologicznym metodg immunofluore-
scencji posredniej.

Przeciwciata anty-MAG

Przeciwciata przeciw glikoproteinie zwigzanej z mieling (MAG - Myelin-Associated Glycoprotein)
stwierdza sie u chorych z zespotem Guillain-Barre lub neuropatiag demielinizacyjng miedzy innymi
w przebiegu biataczki wtochatokomaorkowej, czy tez makroglobulinemii Waldenstroma. Przeciwcia-
ta anty-MAG wykrywa sie metodg immunofluorescencji posredniej.

Przeciwciata przeciw mielinie

Przeciwciata przeciw mielinie wystepuja u chorych z pierwotnym izolowanym zespotem objawdéw
oraz z rozpoznanym stwardnieniem rozsianym. Wystepujg one u 62% 0séb z pierwotnym izolo-
wanym zespotem objawdw (PIZO), u ktdrych wczesniej rozpoznaje sie ostatecznie stwardnienie
rozsiane niz u chorych bez obecnosci przeciwciat. Obecnos¢ przeciwciat przeciw mielinie wykrywa
sie metoda immunofluorescencji posrednie;.




Zestawienie badan z zakresu autoimmunologi dostepne w ofercie Diagnostyka Sp. z o.0.

DIAGNOSTYKA CHOROB TKANKI tACZNE)J

601 PPJ (ANA2) met. IIF i DID ENA screening surowica

605 PPJ (ANA4) met. IIF i immunoblot (16 antygendw) surowica

3297 PPJ (ANAG) met. immunoblot ENA (7 antygenow) surowica

3281 PPJ (ANA8) met. DID ENA (6 antygendw) surowica

695 PPJ (ANA10) met. IIF i DID ENA (6 antygendw) surowica

609 PPJ panel sklerodermia met. immunoblot surowica

674 P/c. p. btonie podst. kteb. nerk.(anty-GMB) i bfonie pech. ptucnych met. IIF surowica

686 P/c. p. keratynie (AKA) met. IIF surowica

3298 PPJ anty-SS-B (La) met. ELISA surowica

3302 PPJ anty-Scl-70 met. ELISA surowica

DIAGNOSTYKA CHOROBY TRZEWNE)J

622 P/c. p. endomysium (EmA) w kl. IgG i IgA (facznie) met. IIF surowica

639 P/c. p. deamidowanej gliadynie (DGP) IgG met. ELISA surowica

633 P/c. p .transglutaminazie tkankowej (anty-tGT) w kl. IgG met. ELISA surowica

672 P/c. p. kom. oktadzinowym zotgdka (APCA), met. IIF surowica

DIAGNOSTYKA CHOROB PECHERZOWYCH

694 P/c.p. pemphigus (desmogleinal i desmogleina3) i pemphigoid IgG, IgA met. IIF surowica

689 Pc. p antygenom btony podstawnej (BMZ), badanie na splicie skéry, met. IIF surowica

3279 PPJ SES (SES-ANA) met. IIF surowica

DIAGNOSTYKA AUTOIMMUNOLOGICZNYCH SCHORZEN WATROBY

610 P/c. p. mitochondrialne (AMA) met. IIF surowica

612 P/c. p. miesniom gtadkim (ASMA) met. IIF surowica

614 P/c. p. kanalikom zétciowym (BCA) met. IIF surowica
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616 Panel watrobowy petny (ANA2, AMA,ASMA, anty-LKM,anty-LSP.anty-SLA) met. IIEDID surowica

617 Panel watrobowy SPECJALISTYCZNY (anty-LKM-1, anty-SLA/LP, AMA M2, anty-LC-1) met. Immunobloting surowica
3294 P/c. p. mikrosomom watroby i nerki (anty-LKM 1) met. ELISA surowica
3295 P/c. p. mitochondrialne (AMA) typ M2 met. ELISA surowica

surowica
DIAGNOSTYKA CHOROB ZAPALNYCH JELIT | NACZYN surowica
677 P/c. p. wyspom trzust., kom. zewnatrz wydzielniczym trzust. i kom. kubkowatym jelit met. IIF surowica
678 Panel jelitowy (p/c. p.kom. zewnatrz wydziel. trzustki i kom. kubk. jelit, ASCA,ANCA) met. IIF surowica
679 P/c. p. Saccharomyces cerevisiae (ASCA) met. IIF surowica
684 P/c. p. wyspom trzustki met. IIF (ICA) surowica
606 P/c. p. antygenom cytoplazmy neutrofiléw ANCA (pANCA i cANCA), met. IIF surowica
635 P/c. p. mieloperoksydazie w kl. IgG (pANCA) met. Elisa surowica
636 P/c. p. proteinazie 3 w kl. IgG (cANCA) met. Elisa surowica
637 P/c. p. mieloperoksydazie (MPO) (pANCA) i proteinazie 3 (PR-3) (CANCA) met. immunoblot surowica

DIAGNOSTYKA CHOROB NEUROIMMUNOLOGICZNYCH i MIESNI

665 P/c. p. kinazie tyrozynowej (anty-MuSK) met. RIA surowica
669 P/c. p. miesniom poprzecznie pragzkowanym met. IIF surowica
670 P/c. p. receptorom acetylocholiny (anty-ACHR) (RIA) surowica
671 P/c. p. miesniom poprzecznie prazkowanym i p. miesniowi sercowemu (miasthenia gravis), met. IIF surowica
676 P/c. p. miesniowi sercowemu, met. IIF surowica
685 Panel neuroimmunologiczny (a-Ri, a-Hu, a-Y 0, a-GAD, a-MAG, p/c. p. mielinie), met. IIF, immunoblot surowica

217 P/c. onkoneuronalne met. IIF surowica

PANEL PLODNOSCIOWY

3274 P/c. p. antygenom jajnika i ostonie przejrzystej IgG, IgM, IgA (tacznie), met. ELISA surowica
661 P/c. p. antygenom tozyska met. IIF surowica
662 P/c. p. komérkom Leydiga jader met. IIF surowica
663 P/c. p. plemnikom met. IIF nasienie

DIAGNOSTYKA ZESPOtU ANTYFOSFOLIPIDOWEGO surowica
640 P/c. p. kardiolipinie (aCL) w kl. IgG met. ELISA surowica
641 P/c. p. kardiolipinie (aCL) w kl. IgM met. ELISA surowica
642 P/c. p. kardiolipinie (aCL) w kl. IgG i IgM (tacznie) met. ELISA surowica
643 P/c. p. beta-2-glikoproteinie | w kl. IgG met. ELISA surowica
644 P/c. p. beta-2-glikoproteinie | w kl. IgM met. ELISA surowica
645 P/c. p. beta-2-glikoproteinie | w kl. IgG i IgM (tacznie) met. ELISA surowica
656 P/c. p. kompleksom fosfatydyloseryna/protrombina (aPS/PT), 1gG surowica
657 P/c. p. kompleksom fosfatydyloseryna/protrombina (aPS/PT), IgM surowica
658 P/c. p. kompleksom fosfatydyloseryna/protrombina (aPS/PT), IgG i IgM surowica
648 P/c. p. protrombinie w kl. IgG i gM (tacznie) met. ELISA surowica
651 P/c. p. fosfatydyloserynie w kl. IgG i IgM (tacznie) met. ELISA surowica
654 P/c. p. fosfatydyloinozytolowi w kl. IgG i IgM (tacznie) met. ELISA surowica
655 Antykoagulant toczniowy (LA) — test kompleksowy osocze cytrynianowe
3276 Antykoagulant toczniowy (LA) — testy przesiewowe (aPTT, dRVVt) 0socze cytrynianowe
3277 Antykoagulant toczniowy (LA) — test przesiewowy/potwierdzajacy (aPTT) osocze cytrynianowe

3278 Antykoagulant toczniowy (LA) — test przesiewowy/potwierdzajacy (dRVVt) 0socze cytrynianowe




26

OGOLNE ZASADY WSPOLPRACY

Majac na uwadze jakos¢ wykonywanych badan chcielibysmy zwréci¢ Panstwa uwage na istotne aspekty przedanalitycznej fazy
procedury diagnostycznej. Szczegdlnie wazne jest prawidtowe pobranie i transport materiatu. Wychodzac naprzeciw Panstwa po-
trzebom oferujemy réwniez kompleksowa obstuge fazy poanalitycznej.

FAZA PRZEDANALITYCZNA
Zasady pobrania i przygotowania materiatu.

Surowica

Krew nalezy pobrac na skrzep, a nastepnie odwirowac i oddzieli¢ surowice. Surowica nie powinna nosi¢ znamion hemolizy. Mate-
riat do wiekszosci badan jest bardzo stabilny, jednak w przypadku dtuzszego przechowywania materiatu, surowice nalezy zamro-
zi¢ przed wystaniem i unika¢ wielokrotnego jej rozmrazania.

Osocze
UWAGA! Postepowanie w przypadku antykoagulantu toczniowego:
1. Krew nalezy pobra¢ na cytrynian sodu w sposéb wykluczajgcy aktywacje czynnikdéw krzepniecia
(wyptyw krwi powinien by¢ szybki i ciggty).
2. Do 2 godz. od pobrania krew nalezy dwukrotnie odwirowac: 3000-3500 obrotéw/10 minut (usuniecie wiekszosci ptytek krwi).
3. Prébke osocza (min. ilos¢ osocza — 2 ml) nalezy zamrozi¢ (-20°C) i przestac¢ do laboratorium. Prébka nie moze ulec rozmrozeniu.

Jezeli istnieje mozliwos¢ dostarczenia materiatu do laboratorium w czasie nieprzekraczajgcym 2 godz. od pobrania, préobke nalezy
natychmiast przesta¢ do laboratorium w temp. 2-8°C. Nie zamraza¢! (na skierowaniu podac godzine pobrania materiatu).

Tkanka

W przypadku badan tkankowych, odpowiednio pobrany materiat (wycinek skorny) nalezy umiesci¢ w probdwce z ptynem Michaela.
Probowki z ptynem Michaela mogg zostac przestane do Panstwa przez laboratorium. Materiat przygotowany wg instrukcji nalezy
opisac i wypetnic¢ zlecenie dostarczone przez DIAGNOSTYKE, koniecznie z uwzglednieniem informacji dodatkowych dotyczacych
objawdw choroby i stosowanego leczenia. Petne informacje zawarte w zleceniu dajg mozliwos¢ zamieszczenia na wyniku kompe-
tentnego komentarza konsultanta naukowego.

Istnieje mozliwo$¢ oznakowania materiatu i zlecenia, za pomocg dostarczonych przez DIAGNOSTYKE kodow kreskowych, ktére
w sposob jednoznaczny identyfikuja materiat przypisany do zlecenia i wykluczajg mozliwos¢ pomytki.

FAZA POANALITYCZNA

Monitorowanie materiatu
Dzieki zastosowaniu laboratoryjnego systemu informatycznego DIAGNOSTYKI na biezaco mozemy udziela¢ informacji o terminie
wykonania oznaczenia.

Bank surowic

W Pracowniach Autoimmunologii, w przypadku otrzymania dodatniego wyniku testu ANAT1 istnieje mozliwos¢ poszerzenia diagno-
styki o testy od ANA2 do ANA10. Jezeli badanie z wybranego panelu zostanie zlecone w okresie 1 miesigca mozliwe jest wykonanie
tego badania z surowicy przechowywanej w banku surowic Pracowni Autoimmunologii.

Wydanie wyniku
Sposéb dostarczania wynikow badan jest dostosowywany do Panstwa indywidualnych potrzeb. Wyniki sa przesytane droga pocz-
towa, elektroniczng (Karty Dostepowe) lub przez kuriera.

Kontakt ze specjalistami

DIAGNOSTYKA umozliwia lekarzowi zlecajgcemu bezposredni kontakt z diagnostg wykonujacym badanie lub z konsultantem na-
ukowym. Kontakt mailowy na adres: konsultacja.malopolska@diag.pl. Ta forma wspdtpracy jest pomocna w interpretacji wynikéw
czy okresleniu dalszego postepowania diagnostycznego.
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