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IMUNOLOŠKE STUDIJE KOD GOODPASTURE’S SINDROMA

(Primljeno na sjednici Odjeljenja medicinskih nauka 11. XI 1974. god.)

Ernest Goodpasture (1919) je prvi opisao sindrom istovreme­
ne difuzne plućne hemoragije i glomerulonefritisa, a od tada broj opisa­
nih slučajeva sa stalno povećava. Posljednjih godina opisano je preko
100 slučajeva ove bolesti (Benoit et al, 1964). Karakteristike sindro­
ma su: hemoptizije, pulmonalni infiltrati, anemija, hematurija i pro­
gresivna bubrežna insuficijencija (Rusby and W i 1 s o n, 1965). Bo­
lest se smatra za posebni klinički entitet. Opšte je mišljenje da su pluć­
ne lezije primarne, a bubrežne sekundarne. Međutim, povremeno su
bili opisani slučajevi kod kojih su bubrežne lezije prethodile plućnim,
ili gdje su promjene na plućima nastale tek nakon nefrektomije (M a d-
dock et al, 1967, Cleveland et al, 1964, Bloom et al, 1965). Au-
tologna antitijela protiv antigena glomerularne bazalne membrane
(GBM) otkrivena su kod bolesnika sa Goodpasture’s sindromom (L e r-
ner et al, 1967). Na nihovom djelovanju zasniva se imunopatogenetska
baza glomerularnih lezi ja kod ovih bolesnika.

Ovaj rad prikazuje imunološke studije izvršene kod bolesnika sa
Goodpasture’s sindromom. Te studije su bile poduzete sa ciljem da se
demonstriraju specifična anti-GBM antitijela na bubrezima, cirkulira-
juća antitijela u serumu bolesnika i izvrši karakterizacija eluiranih
antitijela iz bubrega.

MATERIJAL 1 METODE

A. Prikaz slučaja

Klinički podaci o bolesniku su ranije detaljno izneseni (P e t e r s
and Evaps, 1972). Ukratko, bio je muškarac, 60 godina star, vozač
taksija. Bolest je počela naglo, sa hemoptizijama, kašljem i umorom. 

* Klinika za unutrašnje bolesti »Dr B. Zimonjić«, Radna jedinica II, Nefro-
loško odjeljenje, Sarajevo.
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U početku bolesti, na plućima su postojale bilateralne krepitacije. Već
pri prvom pregledu urea je bila 88 mg°/o, SE 88 mm/prvi sat. U urinu
je imao proteinuriju. Rentgenski, u samom početku bolesti, u plućnim
vrškovima su postojale promjene označene kao stari Tbc proces. Tri
mjeseca nakon prvih simptoma bolesnik je bio dispnoičan već pri naj­
manjem naporu, bila je izražena normohromna anemija, a urea u krvi
120 mg%. Bubrežna insuficijencija je imala brz i progredijentan tok.
Hemoptoe su postojale obimnije i učestalije, anemija se pogoršavala i
bolesnik je umro pet mjeseci nakon pojave prvih simptoma bolesti.
Patohistološki je nađen glomerulonefritis sa sklerozom mnogih glome-
rula. Pluća su bila hemoragična.

B. Imunološke studije

1. Direktna imunofluorescenca. Za direktno imunofluorescentno
ispitivanje bubrežno tkivo je bilo zamrznuto u tečnom azotu, rezovi
debljine 4 mikrona napravljeni u kriostatu a potom fiksirani u acetonu.
Upotrebljeni su komercijalni (HAYLAND) antiserumi: F1TC anti- IgG,
IgA, IgM, C3 i Fibrinogen. Preparati su ispitivani sa Leitz Orthoplan
mikroskopom.

2. Indirektna imunofluorescenca. Korištena je modificirana me­
toda (McPhaul and Dixon, 1969): serum nije razblažen (1:2), nego
upotrebljen nerazblažen (1:1). Normalni humani bubreg je korišten kao
test supstrat. Prisustvo antitijela protiv GBM je bilo karakterizirano u
vidu tipičnih linearnih depozita IgG duž normalne GBM. Preparat nor­
malnog bubrega je inkubiran prvo sa bolesnikovim serumom, a potom
monospecifičnim F1TC serumima (Macanović, 1973a). Kontrolni ek­
sperimenti su sadržavali: direktno ispitivanje tkiva (autofluorescencija),
direktno bojenje sa FITC anti-IgG i inkubiranje sa serumom (pozitiv­
nim) koji je prethodno bio absorbiran sa normalnom humanom GBM.

3. Detekcija cirkulirajućih antitijela pomoću metode pasivne he-
maglutinacije. Upotrebljena je metoda hemijskog vezivanja antigena za
eritrocite (Macanović et al, 1972a, Macanović and Peters,
1972b). Antigen je bila solubilna humana GBM, čija je preparacija ra­
nije opisana (Macanović, 1973a, Macanović, 1973b, Macano­
vić, 1974). Antigen je otopljen u fiziološkoj otopini (2 mg/ml). Humani
eritrociti grupe »O« Rh —, isprani su tri puta u fiziološkoj otopini i
na kraju je suspenzija bila 2%. Suspenzija eritrocita (0,05 ml) dodan
je antigen (1,25 ml otopine GBM 2 mg/ml), inkubacija je vršena na
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min. a potom je dodat glutaraldehid
(GA) 2,5% rastvor u fiziološkoj otopini. Nakon ponovne inkubacije na
sobnoj temperaturi u trajanju od 60 minuta, eritrociti su tri puta ispra­
ni u fiziološkoj otopini i na koncu suspendirani u fiziološkoj otopini u
koncentraciji od 2%.

U mikrotitracionom sistemu napravljena su dvostruka razrjeđe-
nja seruma sa fiziološkom otopinom, potom dodati »senzibilizirani« eri­
trociti, a aglutinacija čitana nakon 2 i 24 sata. Recipročna vrijednost
najvišeg razblaženja seruma, u kojem se još uvijek mogla očitovati
aglutinacija, bila je uzeta kao vrijednost titra antitijela.
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4. Elucija antitijela iz bubrega. Eluiranje antitijela iz bubrega
bolesnika vršeno je modifikacijom ranije opisanih metoda (L e r n e r
et al, 1967, Krishnan and Kap lan, 1967, Koffler et al, 1969,
Kitagawa et al, 1967, McPhaul and Dixon, 1970). Preostali dio
bubrega (nakon uzimanja materijala za histološke i imunofluorescentne
studije) bio je isječen u male parčiće debljine oko 5 mm, a kora odvo­
jena od medule. Potom je medula bačena, a kortex homogeniziran (1:1
sa fiziološkom otopinom) u Waring blender-u u trajanju od 30 min, pri
najvećoj brzini okretaja, uz stalno hlađenje. Homogenat je potom ispi­
ran u fiziološkom rastvoru sve dok supernantant nije bio proziran. Ho-
mogenatu je, zatim, dodan citratni pufer pH 3,2, 0,02 M (10 vol. pufera:
1 vol. homogenata) i izvršena je inkubacija na temperaturi 37° u traja­
nju od 2,5 sata. Suspenzija je zatim centrifugirana, sediment odstra­
njen a supematantu dodana 0,5 M NaOH i postignuta pH 7,0. Eluat je
potom dijaliziran (protiv fiziološke otopine) koristeći »visking tubes«.
Dijaliziranje je vršeno na temperaturi 4- 4° u trajanju 24 sata. Potom
je eluat koncentriran ultrafiltracijom i postignuta je koncentracija pro­
teina 10 mg/ml. U toj koncentraciji eluat je upotrebljen za indirektne
imunofluorescentne studije, imunodifuziju, imunoelektroforezu, i mar­
kiran radioaktivnim jodom I13’ Imunodifuzija je vršena po metodi Ouc-
heterlony (1958), a imunoelektrotroforeza po Scheidegger-u
(1955). Korišteni su komercijalni (HAYLAND) serumi: anti-IgG, IgG
light chains, IgM i IgA.

Eluat je markiran sa radioaktivnim jodom I13' (Mc Far lane,
(1958) i potom inkubiran sa homogenatima različitih humanih normal­
nih organa: bubreg, pluća, jetra, slezena, mozak, skeletni mišić i hrska­
vica. Inkubacija je vršena na + 4° u toku 24 sata. Zatim je homogenat
ispran u fiziološkoj otopini da se eliminiše sva slobodna radioaktivnost,
a fiksirana radioaktivnost izmjerena je u gama brojaču.

5. Serumski komplement. Nivo komplementa (C3) u serumu od­
ređen je po metodi Mane i ni et al, (1965). Korišten je vlastiti anti-C3
serum proizveden kod kunića.

REZULTATI

1. Direktna imunofluorescenca. Preparati bubrega bolesnika, in-
kubirani sa anti-IgG FITC serumom, pokazivali su linearne depozite
IgG u vidu tankog, nježnog kontinuiranog sloja duž glomerularne ba-
zalne membrane (SI. 1). Depoziti komplementa (C3) nisu se mogli do­
kazati.

2. Indirektna imunofluorescenca. Serum bolesnika sa Goodpas-
ture’s sindromom fiksirao se isključivo na glomerularne bazalne mem­
brane normalnog humanog bubrega (SI. 2). Fiksacija antitijela je bila
u vidu tankih linearnih naslaga. Serumi normalnih osoba i serumi bo­
lesnika sa drugim formama glomerulonefritisa nisu pokazivali ovaj tip
fiksacije. Specifičnost za GBM je dokazana kontrolnim eksperimentima.
Prethodno inkubiranje seruma sa normalnom glomerularnom bazalnom
membranom u potpunosti je absorbiralo anti-GBM antitijela, te nak-
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Slika 1.
Depoziti imunoglobulina (IgG) duž glomerularne bazalne membrane.

Direktna imunofluorescentna metoda (x400).

Slika 2.
Fiksacija antitijela (IgG) iz seruma bolesnika inkubiranog sa preparatom

normalnog humanog bubrega duž bazalnih membrana glomerula.
Indirektna imunofluorescentna metoda (x 400).





nadna inkubacija tog seruma sa preparatom normalnog bubrega i bo­
jenje sa FITC anti-lgG nisu mogli da demonstriraju prisutna anti-GBM
antitijela. Normalni humani liofilizirani serum, homogenati drugih or­
gana i bovini serum albumini nisu bili u staniu da ansorbiraiu anti-
GBM antitijela iz seruma bolesnika.

3. Detekcija cirkulirajućih antitijela pomoću metode pasivne he-
maglutinacije. GBM je bila vezana za eritrocite hemijskim putem ko­
risteći glutaraldehid. Ovako »senzibilizirane< ćelije korištene su u sis­
temu mikrotitracije i bile u stanju da pokažu izvanredno male količine
anti-GBM antitijela u serumu bolesnika. Dok normalne osobe i boles­
nici sa drugim formama glomerulonefritisa nisu imali anti-GBM anti­
tijela, bolesnik sa Goodpasture’s sindromom je imao visok titar antiti­
jela (1:64). Na SI. 3 je prikazan tip hemaglutinacije dobijen ovom
originalnom metodom.

Slika 3
Dokazivanje antitijela protiv glomerularne bazalne membrane metodom

pasivne hemaglutinacije.

4. Elucija antitijela iz bubrega. Antitijela su eluirana iz bubrega
bolesnika. Izvršena je njihova karakterizacija metodama imunodifuzije
i imunoelektroforeze. Dokazano je da ta antitijela pripadaju klasi IgG
(SI. 4 i SI. 5). Metodom indirektne imunofluorescence dokazano je da
se eluat fiksira i in vi tro u tankom linearnom sloju duž glomeru-
larnih bazalnih membrana. Eluirana antitijela, markirana sa I1’* i eks­
ponirana homogenatima različitih organa, najjače su se fiksirala za ho-
mogenat bubrega (TbL 1).
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Slika 4.
Karakterizacija eluiranih antitijela iz bubrega bolesnika pomoću metode

imunoelekt roforeze.

5. Serumski komplemcnt. Komplemcnt seruma (C3) bolesnika sa
Goodpasture’s sindromom bio je na donjoj granici normalnog (70%).

Tabela 1.
ABSORPCIJA ELUIRANIH ANTITIJELA, MARKIRANIH I'»» I INKU-

BIRANIH SA HOMOGENATIMA RAZLIČITIH ORGANA

•/• vezanog bubreg pluća jetra licn mozak mišići hrskavica
IgG 79 74 43 41 30 28 7

DISKUSIJA

Postoji niz eksperimentalnih i kliničkih podataka da su renalne
i plućne lezi je kod Goodpasture-ovog sindroma uslovljene alergijskim
mehanizmima. Antitijela protiv antigenskih determinanti bazalnih mem­
brana glomerula i plućnih alveola su odgovorna za lezije u oba organa
(K o f f I e r et al, 1969). Bazalne membrane plućnih alveola i glomerula
su antigenski slične (H i 11 and Cruickshank, 1953). Eksperimen­
talni glomerulonefritis je proizveden kod životinja imunizacijom sa hu­
manim plućem u adjuvansu, ili injiciranjcm anti-plućnog seruma (E i-
sen et al, 1950, Chikamutsoe, 1940, deGovin et al, 1963, Ste-
b 1 ay and Rudofskv, 1968). Hemoragični pneumonitis i istovremeni
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Slika 5.
Karakterizacija eluiranth antitijela iz bubrega bolesnika pomoću metode
Imunodi fuzije. Reakcija precipitacije dobijena sa anti-serumom protiv svih
proteina humanog seruma, sa anti-IgG i anti-IgG laki lanci. Negativna

reakcija sa anti-IgA i anti-IgM. U sredini eluat.

glomerulonefritis proizvodni su injiciranjem anti-plućnih antitijela (M e 1-
lors et al, 1955, Willoughby and Dixon, 1969). Antitijela elui-
rana iz pluća bolesnika sa Goodpasture-ovim sindromom i pasivno inji-
c i ran a životinjama, prouzrokovala su renalnc lezije (K o f f 1 e r et al,
1969). Međutim, još uvijek nije rasvijetljena inicijalna faza u alergij
skim mehanizmima koji rezultiraju u Good pas ture -ovom sindromu.
Smatra se da oštećenja plućnih alveola hemikalijama ili virusima mogu
biti uzrok za oslobađanje antigena u cirkulaciju (W i 1 s o n and S m i t h,
1971).

U ovom radu je dokazano prisustvo anti-GBM antitijela na ba-
zalnim membranama glomerula, cirkulirajuća antitijela u serumu, vr­
šena elucija antitijela iz bubrega i njihova karakterizacija. Metodom
direktne imunofluorescence dokazana su anti-GBM antitijela na glome-
rulima u vidu linearnih, tankih i nježnih naslaga duž GBM. Nakon in-
kubiranja seruma bolesnika sa preparatom normalnog bubrega, anti­
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tijela su se fiksirala za specifični antigen i metodom indirektne imu-
nofluorescence se ponovno vide u vidu linearnih, nježnih depozita.
Ovim je, ujedno, dokazana i specifičnost antitijela za GBM.

Metoda pasivne hemaglutinacije i upotreba glutaraldehida za he-
mijsko vezivanje antigena za eritrocite predstavlja veoma senzitivan
test za dokazivanje malih količina anti-GBM antitijela. Visoki titar
antitijela nalazi se samo kod bolesnika sa linearnim depozitima, te
postoji odlična korelacija između oba pokazatelja prisustva anti-GBM
antitijela. Mctod pasivne hemaglutinacije omogućuje ispitivanje većeg
broja bolesnika, jer je teško dobiti uvijek podesan bioptički materijal
za imunofluorescentne studije.

Metodom elucije sa kiselim puferom mogu se izolirati antitijela
iz organa u kojem su izazvala patološke promjene. U ovom radu iz
bubrega bolesnika su izolirana antitijela, a imunohemijskim metodama
dokazano je da pripadaju klasi IgG. Specifičnost antitijela za GBM je
dokazana dvojako: metodom indirektne imunofluorescence i markira­
njem radioaktivnim jodom I'31. Eluirana antitijela su se fiksirala u
linearnim nakupinama duž GBM, a antitijela, markirana radioaktivnim
jodom, fiksirala su se najvećim dijelom za homogenat bubrega.

Serumski komplement kod ispitivanog bolesnika je bio neznatno
snižen i vjerovatno da aktivacija serumskog komplementa nije učestvo­
vala u nastanku lezija, odnosno komplement u ovom slučaju nije bio
konzumiran u alergijskim reakcijama. I u nekim drugim slučajevima
Goodpasture-ovog sindroma (P o s k i 1 1, 1970, D u n c a n et al, 1965.
Lerner et al, 1967) komplement nije bio izrazitije snižen.

ZAKLJUČAK

U radu su opisane imunološke studije kod bolesnika sa Goodpa-
sture-ovim sindromom. Ispitivano je i dokazano prisustvo antitijela
protiv glomerularne bazalne membrane (GBM), koja su vizualizirana
metodom direktne imunofluorescence kao tanki, nježni, linearni depo­
ziti duž GBM. Cirkulirajuća antitijela su dokazana u serumu bolesnika
metodama indirektne imunofluorescence i metodom pasivne hemaglu­
tinacije. Originalna metoda pasivne hemaglutinacije je prikazna i pret-
stavlja veoma senzitivan test za dokazivanje malih količina cirkulira-
jućih anti-GBM antitijela. Anti-GBM antitijela su i eluirana iz oboljelih
bubrega, izvršena je njihova karakterizacija, dokazana specifičnost za
glomerularnu bazalnu membranu.
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MOMIR MACANOVIĆ

IMMUNOLOGIC STUDIES IN A CASE OF GOODPASTURE’S
SVNDROME

SUMMARY

The immunologic studies in a case of Goodpasture’s syndrome
are presented in this paper. The anti-glomerular basement membrane
(GBM) antibodies are visualized by the method of direct immunofluo-
rescence as linear depostis along the GBM. The circulating anti-GBM
antibodies were investigated using the indirect immunofluorescence
and original method of passive haemagglutination. The passive haema-
gglutination method is very sensitive for the detection of low concen-
tration of circulating anti-GBM antibodies. Anti-GBM antibodies are
also eluted from the diseased kidneys, immunochemically characteri-
sed, and their specificity for GBM demonstrated.
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