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Protilatky proti glykokonjugatum
v diagnostice autoimunitnich neuropatii

Antibodies Against Glycoconjugates in the Diagnosis

of Autoimmune Neuropathies

Souhrn

Autoimunitni neuropatie jsou imunopatologické stavy, které mohou byt provézeny pritomnosti
protildtek proti glykokonjugatdm bunécnych membran nervovych bunék. Nejvice se uplatriuiji
autoagresivni reakce proti gangliosidiim a nékterym glykoproteintim, napfiklad proti glykopro-
teinu asociovanému s myelinem. U fady zanétlivych neuropatif Ize definovat pomérné presny pro-
fil anti-glykokonjugétovych autoprotilatek. V soucasné dobé je v klinické laboratorni diagnostice
dostupné testovani protilatek proti Sirokému spektru gangliosidl a glykoproteind, technicky se
uplatniuji predevsim blotové metody, enzymova imunoanalyza a nepfima imunofluorescence.
Jde o metody casové a finan¢né dostupné, které mohou pfispét ke stanoveni ¢i upfesnéni dia-
gndzy neuropatie.

Abstract

Autoimmune neuropathies are immunopathological conditions which can be accompanied by
the presence of antibodies against glycoconjugates of neural cell membranes. Autoaggressive
reactions are mostly directed against gangliosides and some glycoproteins, for instance against
myelin-associated glycoprotein. A relatively precise profile of anti-glycoconjugate auto-antibodies
can be defined for a number of inflammatory neuropathies. The testing of antibodies against
a wide range of gangliosides and glycoproteins is currently available in clinical laboratory dia-
gnostics, with blot methods, enzyme immunoanalysis and indirect immunofluorescence ranking
among the most frequently used techniques. The above methods are cost and time available
and can contribute to the detection or specification of diagnosis of neuropathy.

K. Malickova, 1. Janatkova,
P. Sandovd, T. Zima

Ustav klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN, Praha

X

MUDr. Karin Mali¢kova

1. LF UK, UKBLD a VFN, Praha
Karlovo nam. 32, 121 11 Praha 2
e-mail: kmali@lIf1.cuni.cz

Prijato k recenzi: 3. 5. 2007
Prijato do tisku: 23. 5. 07

Klicova slova

autoimunitni neuropatie — gangliosidy —
glykoprotein asociovany s myelinem —
autoprotilatky — imunoblot — enzymova
imunoanalyza — nepfimd imunofluo-
rescence

Key words

autoimmune neuropathy — gangliosides —
myelin-associated glycoprotein — autoan-
tibodies — immunoblot —

enzyme immunoanalysis — indirect
immunofluorescence

Cesk Slov Neurol N 2007; 70/103(6): 631-636

631




PROTILATKY PROTI GLYKOKONJUGATUM V DIAGNOSTICE AUTOIMUNITNICH NEUROPATII

Uvod

V poslednich letech doslo ke znatelnému po-
kroku v objasnéni klinické patofyziologie au-
toimunitnich neuropatii. Vysledky vyzkumd
nasvédcuji tomu, Ze moznymi Ucastniky
imunopatologickych pochodd u téchto one-
mocnéni jsou protilatky proti epitopdm na
karbohydratovych Usecich glykokonjugatd
bunécnych membran [1,2,3].

Glykokonjugaty jsou zastfesujicim nazvem
pro slouceniny obsahuijici karbohydratovou
(cukernou) slozku, kovalentné vazanou na
jinou (necukernou) chemickou strukturu. Délf
se do 5 skupin na 1. glykoproteiny, 2. gly-
kopeptidy, 3. peptidoglykany, 4. glykolipidy
a 5. lipopolysacharidy. U autoimunitnich neu-
ropatii jsou autoagresivni pochody namiteny
zejména proti glykolipiddm (do této skupiny
patii napf. gangliosidy, sulfatidy a sulfat-3-
-glukuronylparaglobosid) a proti glykopro-
teinum (napf. proti glykoproteinu asocio-
vany s myelinem, myelin-associated glyco-
protein — MAG).

Protilatky proti glykokonjugatiim v izotypu
lgG jsou asociovany s akutnimi neuropatiemi
a autoprotilatky v izotypu IgM jsou nacha-
zeny u chronickych stavl [3,4].

Pfesna uloha protilatek proti glykokonju-
gatdm u autoimunitnich neuropatif dosud
neni zcela jasna. Nezndme predevsim od-
povéd na zakladni otdzku, a to zda mohou
tyto autoprotilatky iniciovat proces vedouci
k neuropatii, a jsou tedy pfimymi aktéry pri-
marniho imunopatologického poskozent,
anebo zda jsou pouze pravodnim jevem ji-
ného (dosud neznamého) chorobného pro-
cesu, jehoz nasledkem je poskozeni peri-
fernich nerv(. Tato otdzka je pfedmétem
vyzkumu mnoha védeckych studif (jen za rok
2006 cituje databdze MEDLINE na dvé stovky
praci, zaméfenych na mozné patofyziolo-
gické mechanizmy pUsobeni protilatek proti
glykokonjugatiim). Vime, Ze za normalnich
okolnosti nemajf protilatky izotypu IgM schop-
nost proniknout do endoneuria vibec a IgG
protilatky pouze velmi omezené. Prostup
protilatek do endoneuria umozriuje posko-
zeni hematoneurdini bariéry napf. pro-
stfednictvim cytokinG ¢&i jinych zanétlivych
mediatord. Teorie pfimé Ucasti autoprotila-
tek na vzniku neuropatii predpokladaji ze-
jména poskozeni neuront komplementem
a nebo mechanizmy bunécné cytotoxicity
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Obr. 1. Schéma molekul gangliosidd.

Tab. 1. Lidské gangliosidy versus lipo-oligosacharidy mikrobiadlniho pivodu

— molekularni mimikry.

mikroorganizmus
Campylobacter jejuni
Haemophilus influenzae
Mycoplasma pnemoniae

Cytomegalovirus GM2

molekuldrni mimikry

GM1, GM1b, GD1a, GQ1b, GT1a
GM1, GT1a

galaktocerebrosid

zavislé na protilatkach (antibody dependent
cell cytotoxicity, ADCC) [5].

V oblasti klinické diagnostiky slouZi sta-
noveni protilatek proti glykokonjugattm jako
dopliikové vysetfeni k elektrofyziologickym,
zobrazovacim a dalSim (napf. likvorologic-
kym) analyzam. Pozitivni priikaz protilatek
v séru by mohl zvysit diagnosticky zachyt
perifernich neuropatii a sledovani dynamiky
titru protildtek by v nékterych pripadech
mohlo slouZit k monitoraci Uspésnosti terapie.

Protilatky proti gangliosidiim

Gangliosidy patfi do skupiny glykosfingoli-
pidQ. Jejich molekula se skldda z hydrofob-
niho ceramidu (ceramid = N-acetylovany
sfingosin neboli aminoalkohol 2-amino-4-

oktadecen-1,3-diol), na ktery je navazan hy-
drofilni oligosacharidovy fetézec obsahujici
jeden az ctyfi monosacharidy (nékterou
z hexdz, napf. glukozu, galaktdzu, fukdzu)
a N-acetylneuraminovou kyselinu (neboli sia-
lovou kyselinu) — schema struktury molekul
nékterych gangliosidd uvadi obr. 1.

Hydrofobni ¢ast molekul je zanofena do lipi-
dové dvouvrstvy bunécné membrany, hydro-
filni sacharidova ¢ast ¢ni nad povrch bunék.

Gangliosidy poprvé popsal v poloviné mi-
nulého stoleti Némec Ernst Klenk [6]. Izolo-
val je z mozkovych ganglii (odtud jejich na-
zev). V mozkové tkani tvofi gangliosidy asi
6 % z celkovych lipidd. Dnes je znamo, Ze
gangliosidy jsou obsazeny v bunécnych mem-
branach viech tkéni.
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Gangliosidy jsou velmi heterogenni mo-
lekuly. Jejich heterogenitu poprvé zminil
Svennerholm v roce 1956 [7], ktery je rov-
néz autorem nomenklatury (obr. 2) [8,9].

Je popsano vice nez 100 gangliosidd, mimo
mozek je nejcastéjsim gangliosidem GM3
[10]. V nervovych burikach centrainiho a pe-
riferniho nervového systému jsou nejvice za-
stoupeny GM1, GD1a, GD1b a GT1, kde pini
ulohu funkenich ligandl stability myelinu
a prostrednictvim vazby na glykoprotein aso-
ciovany s myelinem se Gcastni fizeni rege-
nerace nerv( [1,11,12,13]. Na gangliosidy
jsou nejbohatsi oblasti Ranvierovych zarez(
a presynapticka nervova zakonceni. V moto-
rickych nervech prevladaji GM1 a GD1, v sen-
zitivnich nervech prevazuji obecné disialo-
gangliosidy (zejména GD1, GD2 a GD3), GQ1
jsou hojné zastoupeny v kranialnich moto-
rickych nervech inervujicich extraokularnf
svaly [4,10].

G D
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Q = kvadrusialo-gangliosid
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(napf. pro monosialogangliosidy plati
Gyiz > Gyz > Gyy)

Obr. 2. Nomenklatura gangliosida.

Antigennim epitopem gangliosidl je nej-
Castéji extracelulami hydrofilni karbohy-
dratova struktura, vzacné ceramid v lipi-
dové membrané. Tyto epitopy slouzi in vi-

vo jako receptory pro cytokiny, Ucastni se
adheznich procesd, kde predstavuiji vazebna
mista pro toxiny, viry a bakterie, kdy se cu-
kerna ¢ast glykolipidu véze na lektinovy

neuropatiemi.

Tab. 2. Pfehled protilatek proti gangliosidim a souvislost jejich vyskytu s akutnimi a chronickymi zanétlivymi

Anti-  Anti- Anti-  Anti-  Anti- Anti- Anti-  Anti- Anti-
GM1 GM2 GD1a GD1b GD2 GD3 GT1a GT1b GQ1b
Syndrom Guillain-Barrého +++ + + + + + +
(GBS) IgG IgM IgG IgG IgM, IgM,
IgG > IgM I9G I9G
Varianty GBS:
- AMAN, AMSAN +++ +++ +
lgG lgG
— GBS s oftalmoplegif +
IgG
— GBS s ataxif ++ + + +
IgG IgG
— GBS po CMV infekci +
IgM
Akutni neuropatie s bulbarni dysfunkci ++ +++ +
(faryngo-cerviko-brachialni varianta) IgG I9G IgG
Syndrom Miller-Fischerdv (MFS) + 4+
[s]€} 19G > 90%
Multifokalni motoricka ++ +
neuropatie (MMN) IgM
Distalni motoricka axonalni +
neuropatie IgM, 19G
Motorickd neuropatie +++ +++
s monoklonalni gamapatii IgM mono-igM
Senzitivnf atakticka neuropatie +++ + + +++
IgM IgM
Chronickd zanétliva demyelinizujici + + + +
neuropatie (CIDP) IgM IgM IgM
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Indikace vySetfeni protilatek proti gan-
gliosiddm a mozné panely autoprotilatek
u jednotlivych klinickych diagnéz uvadi
tab. 2.

Protilatky proti glykoproteinu
asociovanému s myelinem
(anti-myelin associated
glycoprotein antibodies,
anti-MAG)

MAG je prokdzanym autoantigenem nékte-
rych monoklonalnich imunoglobulind izo-
typu IgM u neuropatii [4]. Jde o 100 kDa
glykoprotein s jednou transmembranovou,
jednou cytoplazmatickou a péti extrace-
luldrnimi ,,imunoglobulin-like” doménami.
Hlavnim antigennim epitopem MAG je tri-
sacharid se sulfoskupinou zvany HNK-1
(HSO3-3GlcAb1-3Gal1-4GIcNAC). Tuto sa-
charidovou sekvenci ovsem nachazime rov-
néz iv jinych glykokonjugatech asociovanych
s myelinem, napf. v sulfat-3-glukuronylpa-
raglobosidu (SGPG), z ¢ehoz vyplyva zkfize-
na pozitivni reaktivita sér anti-MAG pozitiv-
nich s anti-SGPG pozitivnimi (viz dale) [3,5,
19]. Asociace anti-MAG s klinickymi projevy
chronické demyeliniza¢ni neuropatie byla
poprvé popsana v roce 1980 [13]. Pfitomnost
anti-MAG v izotypu IgM je spjata s chronic-
kou senzomotorickou demyelinizujici peri-
ferni neuropatii, pfi které zpocatku domi-
nuji pfiznaky poskozeni senzitivnich a az po-
zdéji motorickych nervi. Asi 50 % pacientd
s monoklondlni gamapatif IgM a s klinickymi
projevy neuropatie vykazuje pozitivitu anti-
MAG. Tyto autoprotilatky ziejmé interferu-
ji's procesem myelinizace a narusuji inter-
akci mezi axonem a ,,jeho” Schwannovou
burikou, protoZe hlavni funkci MAG je role
adhezivni molekuly pro Schwannovy buriky
pfi myelinizaci.

Indikace vy3etfeni anti-MAG: distaIni sy-
metricka neuropatie vznikla ve véku > 50 let,
s tremorem a poruchami chiize, bolestmi
DK, u 85 % pozitivit je zaroven pfitomna

L . B ; »

Obr. 3. Stanoveni protilatek proti glykoproteinu asociovanému s myelinem

nepfimou imunofluorescenci.

Substrat: priméati nervus ischiadicus — pfi¢ny fez (Immco Diagnostics, Biovendor)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX51, objektiv UPlan FI 40x

Autor: RNDr. Ivana Janatkova

3a) negativni nalez anti-MAG protilatek: myelinovy obal nervu neni oznaceny

fluoresceinizothiocyanatem.

3b) pozitivni ndlez anti-MAG protilatek: zelena fluorescence myelinovych obald

nervd. Pacient V. T., 72 let, EMG na vy3etfovanych nervech obou DK a PHK a vySetfenf

jehlovou elektrodou ze svalti PDK (m.tibialis ant.) vykazuji chronickou difusni neuro- s _ P

genni lezi typu polyneuropatie, axondlné — demyelinizacni, motoricko — senzitivni, monokloqalm gamapatle |9M-INeJ|Ep'5| pro-

symetrickd distalni forma, stfedné tézkého stupné. gndézu maji pacienti s poklesem titru anti-MAG
po imunointervencni 1é¢bé o > 60 % [19].

Protilatky proti
receptor patogenu nebo na bakteridlni to-  nich reakdi, vedoucich k manifestaci neuro-  sulfat-3-glukuronylparaglobosidu

xiny [14,15]. patif, jsou molekuldrni mimikry (tab. 1): gan-  (anti-SGPG) [4]
Nejzavaznéjsim patofyziologickym mecha-  gliosidim jsou velmi podobné lipo-oligosa- ~ SGPG (sulfat-3-glukuronylparaglobosid) je
nizmem vzniku postinfekénich autoagresiv-  charidy (LOS) mnoha mikrobt [16,17,18]. kysely glykolipid, jehoZ hlavnim antigennim
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epitopem je stejné jako u MAG trisacharid
HNK-1. Pro anti-MAG a anti-SGPG je proto
typickd znacnd zkfizend reaktivita a pro
anti-SGPG proto plati vétSina udajd z pred-
chozi &asti.

Velmi vzacné pripady anti-MAG negativ-
nich a anti-SGPG pozitivnich pacientd patff
do klinické skupiny multifokdlnich motoric-
kych (axonalnich) neuropatii bez demyelini-
zace. Polyklonalni IgM protilatky proti SGPG
nereagujici s MAG byly ojedinéle nalezeny
i u nemocnych s amyotrofickou lateralni
sklerézou.

Protilatky proti sulfatiddm [10]
Sulfatidy jsou galaktocerebrosidy (ceramid
+ jedna galaktdza) se sulfoskupinou na tre-
tim uhliku galaktézy. Nachazeji se v myelinu
axond, ale téZ na membranach endoneu-
rondlnich makrofdgi nebo v cytoplazmé
Schwannovych bunék.

Protilatky proti sulfatiddim jsou nachazeny
u polyneuropatii s dominujicim senzitivnim
postizenim v distalnich partiich koncetin
(bolesti nebo parestezie rukou a nohou), a to
vétsinou u osob starsich 50 let. Klinicky je
Casto vyjadren tzv. GALOP syndrom (gait
disorder, autoantibody, late-age onset, po-
lyneuropathy). Je-li u postizenych osob na-
lezena téZ monoklonalni gamapatie, md-
Zou byt pfitomny i anti-MAG.

Pfitomnost anti-sulfatidovych protilatek
naznacuje pravdépodobny pomalu progre-
dujici (mnohalety) prabéh onemocnéni.

Indikace vysetfeni: distalni symetrickd pre-
vazné senzoricka neuropatie, vék > 50 let.

Laboratorni diagnostika
protilatek proti
glykokonjugatim

V poslednich 5 letech svétovi vyrobci labo-
ratornich diagnostik znacné rozsitili nabidku
diagnostickych souprav na vysetfovani pro-
tilatek proti glykokonjugatim. Uplatriuji se
rlizné metody stanoveni, soupravy rdiznych
vyrobcl se lisi pouzitymi glykokonjugaty
(zdroj, Cistota), z ¢ehoz mlze plynout me-
zilaboratorni variabilita vysledka.

V nasich podminkdch se v oblasti detekce
protilatek proti glykokonjugatlm nejvice roz-
Sifily blotové techniky, enzymova imunoa-
nalyza a nepiima imunofluorescence.

Principem blotové techniky je separace
antigent elektroforeticky nebo izoelektric-

kou fokusaci a nasledné pfeneseni na nitro-
celulézovou membranu. Tento typ blotl se
nazyva Western blot. Jinym podobnym pro-
duktem je imunodot, u kterého je vyuzivano
silné purifikovanych nativnich antigend nebo
uméle pripravenych rekombinantnich anti-
gend, které se pfimo nanaseji na membranu.
Doty jsou ve srovnani s bloty standardnéjsi
a jejich odecitani je snazsi. Viyrobce dodava
jiz hotovy nosic¢ antigend, ktery se inkubuje
s vySetfovanym materidlem (sérum, plazma,
mozkomi3ni mok). Vyhodou blotovych me-
tod je moznost detekce nékolika cilovych
protilatek najednou, citlivost test( se pohy-
buje u hranice stanovitelnosti imunoglobu-
linG. U nas jsou k dispozici soupravy rliznych
vyrobc(, napf. Euroline-Euroimmun, Generic
Assays, Immco nebo Blhlmannn. Na na-
Sem pracovisti pouzivdme imunodot Euroline.
Tento profil obsahuje antigeny GM1, GM2,
GD1, GD2, GD3, GT1 a GQ1b, autoproti-
latky jsou detekovany v obou izotypech
(IgG i IgM).

ELISA metoda (enzyme-linked immuno-
sorbent assay) umoZziiuje detekci protilatek
proti jednomu cilovému antigenu, existujf
vsak i kombinované soupravy s moznosti
stanoveni panelu autoprotilatek proti celé
fadé glykokonjugéatu. ELISA technika se uplat-
nuje predevsim pfi stanoveni protilatek proti
gangliosidim, jeji nespornou vyhodou je
ziskani kvantitativniho nebo semikvantita-
tivniho vysledku, ddlezitého napf. pro mo-
nitorovani prabéhu onemocnéni a jeho 1écby.
U nés jsou nabizeny zejména ELISA soupravy
firmy Immco (ImmulLisa) a Svycarské firmy
Bihlmann.

Nepiima imunofluorescence je vyuzivana
pri detekci protildtek proti glykoproteinu
asociovanému s myelinem. Metoda zaloZena
na vizualizaci reakce antigen-protilatka je
dana existenci vhodného substratu, kterym
je u anti-MAG fez opiciho periferniho nervu
(obr. 3).

Zaveér

VySetieni protilatek proti glykokonjugattim
v poslednich letech pronikaji do klinického
laboratorniho vysetfovani, testy slouzi jako
pomocna vysetieni pfi podezieni na zanét-
livé neuropatie a spole¢né s dalSimi testy
zdokonalujf jejich diagnosticky zachyt. Vy-
hodou je ¢asova a financni dostupnost vy-

Setfovacich metod. Autoimunitni neuropatie
jsou zajimavou mezioborovou problemati-
kou, u které Ize ocekdavat dalsi prohlubovani
vzajemné spoluprace mezi neurology a imu-
nology. Domnivdme se, Ze v soucasné dobé
je tfeba zaméfit pozornost na korelaci labo-
ratornich nélezd s klinickym obrazem jed-
notlivych nemoci. Dilezitou otazkou je rov-
néz prognostickd hodnota vysetieni auto-
protilatek a jejich dynamiky.
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