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Badania autoprzeciwciat
w chorobach watroby

Autoimmunologiczne choroby watroby
i powiazane autoprzeciwciata

Autoprzeciwciala to immunoglobuliny skierowane przeciwko wia-
snym antygenom organizmu. W zaleznosci od swoistosci autoprze-
ciwcial rozrdznia si¢ autoprzeciwciala organospecyficzne i bez swo-
istosci narzagdowej, co wigze sie z chorobami autoimmunologicznymi
dotyczacymi okreslonego narzadu badz chorobami uktadowymi.
Autoprzeciwciala sg istotne w diagnostyce autoimmunologicznych
choréb watroby, poniewaz wystepuja u wiekszosci pacjentow. Sta-
nowia one czesto kryterium konieczne do rozpoznania choroby.

Autoimmunologiczne zapalenie watroby typu I (dorostych);
autoimmune hepatitis; ATH-1

o przeciwciala przeciwko migsniom gtadkim (ASMA),
najwazniejszy antygen docelowy - F-aktyna

o przeciwciala przeciwjadrowe (ANA), najwazniejszy antygen
dwuniciowy (natywny) DNA (anty-dsDNA, anty-nDNA)

o przeciwciata przeciwko rozpuszczalnemu antygenowi
watrobowemu/antygenowi watrobowo-trzustkowemu
(anty-SLA/LP)

Autoimmunologiczne zapalenie watroby typu 2 (dzieci);
autoimmune hepatitis; ATH-2

o przeciwciata przeciwko mikrosomom nerki i watroby
(anty-LKM-1)

o przeciwciata przeciwko cytozolowi hepatocytéw typu 1
(anty-LC-1)

Pierwotne sklerotyzujace zapalenie drog zolciowych; primary
sclerosing cholangitis; PSC

o przeciwciala przeciwko cytoplazmie neutrofili (pANCA)

Pierwotna zolciowa marskos¢ watroby; primary biliary cirrhosis;
PBC

o przeciwciala przeciwmitochondrialne (AMA)

o przeciwciata ANA o typie multiple nuclear dots (MND):
nuclear body speckeld 100 kDa (Sp100), promyelotic leucaemia
proteins (PML), small ubiquitin-like modifier (SUMO)

o przeciwciata ANA przeciwko antygenom blony jadrowej (anti-
nuclear pore complex; NPC): glikoproteina 210 kDa (gp210)

i nukleoproteina 62 kDa (NUP62)

Metody badania autoprzeciwciat

W 2004 roku powstaly rekomendacje dotyczace diagnostyki sero-
logicznej autoimmunologicznych choréb watroby wydane przez
International Autoimmune Hepatitis Group (IAHG), ktore definiu-
ja zalecane metody laboratoryjne. Zgodnie z tymi rekomendacja-

mi immunofluorescencja posrednia (indirect immunofluorescence
test; IIFT) z wykorzystaniem tkanek kilku organéw gryzoni (zwy-
kle szczurdw) jako zrodta antygenéw powinna stanowic skryning.
Rekomendacje definiuja rowniez inne metody jako uzupelnienie
diagnostyki.

Przeciwciata przeciwko miesniom gtadkim
ASMA (anti-smooth muscle antibodies)

Reaguja one z antygenami struktur mig$niowych. Standardowym
substratem do oceny ASMA metoda IIFT s3 mrozone skrawki zo-
tadka szczura - z uwagi na prostote oceny wynikajacg z szerokiej
warstwy miesni gladkich w $cianie Zoladka. Potwierdzenie obec-
nosci przeciwcial ASMA o typie aktynowym uzyskuje si¢ w tescie
ITFT przy uzyciu komoérek HEp-2, gdzie obserwowana jest charak-
terystyczna reakcja cytoszkieletu komorki.

Wysokie (powyzej 1:1000) i stale utrzymujace sie miano przeciw-
cial ASMA o typie aktynowym wskazuje na autoimmunologiczne
zapalenie watroby typu 1 (ATH-1). Stanowig one jedno z kryteriow
rozpoznania ATH-1. Sg obecne u 87% pacjentéw z AIH, czgsto jako
jedyny marker (33%) lub wraz z ANA (54%).

Niskie miana ASMA wystepuja w wirusowych oraz polekowych
zapaleniach watroby, poalkoholowej marskosci watroby, niedrozno-
$cidrog zolciowych, a takze w przebiegu tocznia trzewnego i u okoto
2% 0sob bez objawdw chorobowych, dlatego w watpliwych przypad-
kach warto powtorzy¢ badanie po 2-3 miesigcach.

Ze wzgledu na trudnos¢ wyizolowania specyficznego dla ATH
antygenu (F-aktyny) z zachowaniem jego wlasciwosci antygenowych
nie istniejg testy potwierdzajace obecnos¢ ASMA oparte na meto-
dach immunoenzymatycznych.

1. Zotadek szczura. ASMA
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Metoda badania Zalety

Wady

Immunofluorescencja posrednia (IIFT) stuzy do bada- | 1.
nia wielu podstawowych autoprzeciwciat. 2.
Na wyniku badania znajduje sie nazwa autoprze-

ciwciat oraz ich miano. Czasami wynik jest opisowy,
wskazujacy na struktury histologiczne zaangazowa- | 3.
ne w reakgje. 4.
Miano przeciwciat to najwieksze rozciericzenie prébki,
przy ktdrym nadal jeszcze mozna rozpoznac specyficz-

inkubacji

niski koszt odczynnika 1.
mozliwo$¢ jednoczesnego wykrywania lub wykluczania
obecnosci wielu autoprzeciwciat podczas jednej

jedyna metoda wykrycia ASMA
wykrywanie autoprzeciwciat nietypowych, 2.
o nieznanych specyficznociach (badania naukowe)
Idealny test do skryningu.

Obraz oceniany jest subiektywnie
przez diagnoste, dlatego jakos¢
wynikow testu w duzej mierze za-
lezy od umiejetnosci i doswiadcze-
nia personelu.

Metoda manualna. Automatyzagja
ma sens jedynie przy bardzo wy-
sokiej liczbie badan.

tro autoprzeciwciat przeciwko jednemu okreslone-
mu antygenowi w surowicy lub plazmie krwi.

ny typ fluorescendji.
Testy ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) stu- | 1. prostota wykonania (zautomatyzowanie) 1. dos¢ wysoki koszt
73 doilosciowego lub pétilosciowego oznaczania in vi- | 2. obiektywny odczyt fotometryczny 2. mozliwo$¢ oceny tylko jednego

3. wyniki ilosciowe
Idealny test do duzych serii badan i do potwierdzania
obecnosci danych autoprzeciwciat. 3.

typu autoprzeciwciat w jednym
badaniu

brak mozliwosci badania niekté-
rych istotnych przeciwciat (ASMA)
Nie sg zalecane do skryningu.

Testy Immunoblot stuza do pétilosciowego badania
catego profilu autoprzeciwciat przeciwko kilku/kil-
kunastu okreslonym antygenom.

autoprzeciwciat

1. prostota wykonania (zautomatyzowanie)
2. tatwy, obiektywny odczyt (skaner)
3. mozliwos¢ jednoczesnego badania kilku badz kilkunastu

4. do pojedynczych surowic bez strat na odczynnikach

5. wyniki pétilosciowe

Idealne do matych serii badan, do jednoczesnego roz-
nicowania i potwierdzania wielu autoprzeciwciat.

1.brak mozliwosci oceny niektdrych
istotnych przeciwciat (ASMA)
Nie sg polecane do skryningu.

Przeciwciata przeciwjadrowe (anti-nuclear
antibodies; ANA)

Standardows technika w diagnostyce ANA jestimmunofluorescen-
cja posrednia z komorkami HEp-2. Sa to ludzkie komorki nablonko-
we raka krtani (Human larynx Epithelioma cancer type-2 cell line).
Ze wzgledu na ogromne jadro komorkowe i wiele komorek w fazie
podziatu mozna z duza dokltadnoscig zdefiniowad strukture komorki
ijadra, z ktorg zwigzaly si¢ autoprzeciwciata. Metoda ta charakte-
ryzuje si¢ duzg specyficznoscig - mozna dokladnie oceni¢ mikro-
skopowo rozlozenie fluoresceiny w jadrze oraz cytoplazmie i tym
samym blizej okresli¢ antygeny docelowe dla przeciwcial. Kazde
z autoprzeciwcial ma okreslony typ fluorescencji, zalezny od loka-
lizacji poszczegdlnych antygendw.

W AIH najczesciej wystepuje typ $wiecenia homogenny (anty-
gen zwigzany z chromatyng, dsDNA), poza tym typ ziarnisty i jader-

kowy. W PBC obserwuje si¢ typ multiple nuclear dots (MND) i typ
»blona jadrowa” (nuclear pore complex; NPC). Izolowane ANA wy-
stepuja u okolo 15% pacjentdéw z autoimmunologicznym zapale-
niem watroby (ATH-1), czesciej towarzysza ASMA.

Niskie i zmienne miana ANA wystepuja w wielu chorobach au-
toimmunologicznych, a takze u oséb starszych i 0sob bez objawow
chorobowych.

Przeciwciata przeciwko rozpuszczalnemu
antygenowi watrobowemu lub antygenowi
watrobowo-trzustkowemu
(anti-soluble liver antigen/liver-pancreas
antigen; anty-SLA/LP)

Bialko SLA/LP wystepuje w cytoplazmie i najprawdopodobniej ma
swoj udzial w regulacji biosyntezy biatek (biatko zwigzane z supre-
sorem UGA-tRNA). Przeciwciata anty-SLA/LP do niedawna moz-
na byto bada¢ wylacznie metodami immunoenzymatycznymi (testy
ELISA, Immunoblot), gdzie antygenem jest rekombinowane biatko
SLA/LP. Obecnie dostepne sa rowniez testy ITFT z komoérkami trans-

fekowanymi plazmidem kodujacym to biatko.

Wartos¢ diagnostyczna anty-SLA/LP jest bliska 100% - kazdy
dodatni wynik jednoznacznie wskazuje na autoimmunologiczne
zapalenie watroby typu 1 (AIH-1), o ile wystepuja odpowiednie
objawy kliniczne. W przeciwienistwie do pozostatych autoprzeciw-
cial, przeciwciata anty-SLA/LP sa wysoce specyficzne dla ATH i nie
byty opisywane w przebiegu innych choréb. Anty-SLA/LP moga
wystepowaé w AIH-1 wraz z innymi autoprzeciwcialami lub jako
jedyny marker. Ich prewalencja wynosi 30%, sa markerem ciezkie-
go przebiegu choroby.

TEKST PROMOCYINY
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Przeciwciata przeciwko mikrosomom
nerki i watroby
(anti-liver kidney microsomes; anty-LKM-1)

Przeciwciala anty-LKM bada si¢ metoda ITFT na mrozonych skraw-
kach tkanek szczura (watroba i nerka). Na nerce szczura widoczna

jest drobnoziarnista fluorescencja kanalikéw proksymalnych w ob-
szarze kory. Kanaliki dystalne s3 negatywne. Jednolicie barwig cy-

3. Nerka szczura. LKM

toplazme hepatocytow szczura. Przeciwciala przeciwko antygenowi
LKM-1 mozna réwniez badaé metodami immunoenzymatycznymi
(testy ELISA, Immunoblot), gdzie antygenem jest rekombinowany
cytochrom P450 IID6. Anty-LKM-1 s3 uznawane za rzadki, jed-
nak istotny marker autoimmunologicznego zapalenia watroby
typu 2 (AIH-2). Wykrywa sie je tylko u okolo 1% dorostych pa-
cjentow z ATH, a u dzieci sg czestsze. Ich wystepowanie nawet w ni-
skich mianach u dzieci powinno skfania¢ do poszerzonej diagno-
styki i obserwacji.

Obecnosc¢ przeciwciat anty-LKM obserwuje si¢ rowniez w trakcie
wirusowego zapalenia watroby typu C lub D, w polekowych zapale-
niach watroby, w zapaleniu watroby w przebiegu wielonarzadowego
zespotu endokrynologicznego typu 1.

Przeciwciata przeciwko cytozolowi
hepatocytéw typu 1
(anti-liver cytosolic antigen 1; anty-LC-1)

Moga by¢ wykrywane metoda immunofluorescencji, jednakze
zuwagina towarzyszace im czesto anty-LKM-1, ktére reaguja w tych
samych obszarach tkanki watroby szczura, tatwo je przeoczy¢. An-
tygenem docelowym jest formiminotransferaza cyklodeaminazy
(FTCD) i to biatko rekombinowane jest antygenem w metodzie ELI-
SA i Blot. Testy te daja jednoznaczne wyniki.

Przeciwciala te wystepuja w autoimmunologicznym zapaleniu
watroby typu 2 (ATH-2) wraz z LKM-1 badz jako jedyny marker.

Przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrofili
o typie Swiecenia perinuklearnym (perinuclear

antineutrophil cytoplasmic antibody; pANCA)

Wystepuja w zapaleniach naczyn, przewleklych zapalnych cho-
robach jelit oraz chorobach watroby. Przeciwciata pANCA bada sie
na utrwalonych etanolem ludzkich granulocytach od dawcow krwi
grupy 0. Gladka fluorescencja otaczajaca wstazkowato jadro granu-
locytu (pANCA - typ perinuklearny; mniej lub bardziej rozproszo-

ny) moze by¢ wywolywana przez przeciwciala o réznej swoistosci.

W chorobach watroby pANCA wykrywa si¢ u wigkszosci (85%)
pacjentow z pierwotnym sklerotyzujacym zapaleniem drég zolcio-
wych (PSC). Poza tym pANCA moga si¢ pojawia¢ w AIH - wskazuja
wowczas na ciezki przebieg choroby.

Przeawaaia rzeciwko mitochondriom
(anti-mitochondrial antibody; AMA)

Przeciwciata AMA s rutynowo badane za pomoca testu ITFT.
Standardowym substratem sg skrawki nerki szczura. Cytoplazma
komorek proksymalnych i dystalnych kanalikéw nerkowych wyka-
zuje ziarnistg fluorescencje nasilong w czesci podstawne;j. Potwier-
dzenie wystepowania AMA odbywa sie za pomoca testow ELISA
i Blot.

Antygenem w testach immunoenzymatycznych moze by¢ na-
tywny antygen AMA-M2 (dehydrogenaza pirogronianowa) badz
bardziej czute bialko rekombinanowane. Trzy domeny enzy-
moéw kompleksu dehydrogenazy wewnetrznej blony mitochon-
drium: dehydrogenazy rozgalezionych o-ketokwasow (BCOADH-

EUROLINE Profil Autoimmunologiczne choroby watroby (14 antygendéw)
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6. Nerka szczura. AMA

-E2), dehydrogenazy pirogronianowej (PDH-E2) i dehydrogenazy
a-ketoglutaranu (OGDH) mozna polaczy¢ metodami inzynie-
rii genetycznej w rekombinowane biatko BPO-3E, ktore zawiera
wszystkie znaczace epitopy. Skonstruowane biatko fuzyjne zwigk-
sza czulo$¢ testu w poréwnaniu z systemem bazujacym wylacznie
na natywnym antygenie M2.

Przeciwciala przeciwko AMA-M2 sg specyficznym i czulym
markerem diagnostycznym pierwotnej zZ6lciowej marskosci wa-
troby (PBC) i stwierdza si¢ je u 94% pacjentéw. Wysokie miano
przeciwcial anty-AMA-M2 jest szczegdlnie istotne w diagnostyce
tej choroby i stanowi narzedzie prognozujace pdzniejszy rozwoj
schorzenia u pacjentéw bez znaczacych zaburzen funkeji watroby
sugerujacych chorobe cholestatyczng. Przeciwciata przeciwko AMA-
-M2 mozna wykry¢ réwniez w innych chorobach nakladajacych sie
na PBC: w AIH oraz w zaburzeniach immunopatologicznych nie-
wplywajacych pierwotnie na watrobe, takich jak skleroderma (6%

pacjentow) i zespol Sjogrena. Przeciwciata AMA wykrywa sie rzadko
w przewleklych wirusowych zapaleniach watroby oraz chorobach
uktadowych tkanki facznej, takich jak toczen trzewny. Zasadniczo
winnych chorobach, poza PBC, AMA wystepuje w niskich mianach.

Przeciwciata ANA o typie Swiecenia multlple
nuclear dots i , btona jadrowa”

Do tej pory wyodrebniono dwa typy swiecen ANA powigzane
zautoimmunologicznymi chorobami watroby: nuclear dots oraz typ
$wiecenia blony jadrowej.

Za typ $wiecenia multiple nuclear dots (MND) odpowiadaja
przeciwciala przeciw:

« biatka biataczki promielocytowej (promyelotic leucaemia
proteins; PML),

o small ubiquitin-like modifier SUMO),

o nuclear body speckeld 100 kDa (Sp100).

Za typ $wiecenia ,blona jadrowa” (anti-nuclear pore complex;
NPC) odpowiadajg przeciwciata przeciw:

7. HEp-2. ANA , btona jadrowa”

Diagnostyka autoimmunizacyjnych choréb watroby

(

Podejrzenie autoimmunologicznej choroby watroby

)

( Skryning: Profil podstawowy IIFT: ANA, ASMA, LKM-1, AMA) (ObiaWY' badania biochemiczne,

serologia WZW i inne

)

|®

|® ©

ANA, ASMA lub LKM-1
- AIH

( ) (

- PBC

AMA

)

Profil EUROLINE: AMA-M2, AMA-3E, Sp100, PML, gp210, LC-1, LKM, SLA/LP,
Ro-52 oraz IIFT ANCA, IIFT Anty-F-aktyna

)

-aktyna, SLA/LP LC-1, AMA-M2, AMA 3E,
LKM, Ro-52 Sp100, PML, gp210
- AIH - PBC

ANCA
- AlH lub PSC

)

Markery neg.
- kryptogenne
zapalenie watroby

Na podstawie: Diagnosis and management of autoimmune hepatitis (2010). HEPATOLOGY, Vol. 51, No. 6, 2010

8. Algorytm postepowania w wykrywaniu autoprzeciwciat w chorobach watroby

TEKST PROMOCYINY
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« glikoproteina 210 kDa (gp210),
« nukleoproteina 62 kDa (NUP62).

ANA o typie $wiecenia nuclear dots i ,,bfona jadrowa” (nucle-
ar pore complex) wykrywane sa metoda IIFT z koméorkami HEp-2.
Poza tym istniejq testy potwierdzajace Blot, w ktorych zastosowa-
no odpowiednie bialka rekombinowane. Wszystkie wymienione
powyzej typy przeciwcial ANA wystepuja w pierwotnej zolcio-
wej marskosci watroby (PBC). Odgrywaja one role w diagnostyce
rzadkich przypadkéw PBC przebiegajacych bez przeciwcial AMA
(okoto 5% pacjentow).

Przeciwciata przeciwko
D-3-fosfoglicerynianowej dehydrogenazie
(D-3-phosphoglycerate )dehydrogenase;
3-PGDH

Niedawno odkryto kolejne autoprzeciwciata skierowane prze-
ciwko PGDH. Wystepuja one u 31% pacjentow z autoimmunolo-
gicznym zapaleniem watroby oraz u 9% pacjentéw z pierwotna
z06lciowa marskoscia watroby. Nie wykrywano ich u oséb zdro-
wych iz infekcja HBV.

Interpretacja badan autoprzeciwciat

Niektore autoprzeciwciata, szczegdlnie w wysokich mianach, wy-
stepuja przede wszystkim w autoimmunologicznych chorobach wa-
troby (np. LKM, LC-1, SLA/LP, AMA, ASMA). Jednak nie wszystkie
- cz¢$¢ z nich pojawia sig rowniez w innych schorzeniach o podtozu
autoimmunizacyjnym (np. ANA, pANCA). Ich produkcja zmienia

si¢ w czasie trwania choroby, dlatego wyniki badania autoprzeciw-
cial nalezy interpretowac zawsze w odniesieniu do innych badan
i objawéw klinicznych.

Algorytm postepowania w karywaniu
autoprzeciwciat w chorobach watroby

Badanie autoprzeciwcial istotnych w autoimmunologicznych
chorobach watroby powinno by¢ wykonane w przypadkach wyste-
powania objawow klinicznych lub nieprawidtowych wynikow ba-
dan laboratoryjnych wskazujgcych na chorobe autoimmunologiczna
(np. podwyzszone aktywnosci aminotransferaz, zwickszone steze-
nie gammaglobulin lub catkowitego IgG badz IgM). W diagnostyce
autoimmunologicznych choréb watroby w pierwszym rzedzie sto-
suje sie testy skryningowe. Zgodnie z rekomendacjami Internatio-
nal Autoimmune Hepatitis Group nalezy jednoczesnie bada¢ caly
panel podstawowych autoprzeciwcial, tzn.: ANA, ASMA, LKM-1,
AMA, metoda ITFT, przy uzyciu kilku substratow tkankowych.
Te podstawowe badania pozwalaja na zidentyfikowanie wiekszosci
pacjentéw z autoimmunologiczng chorobg watroby. W przypadku
wynikéw negatywnych podstawowych autoprzeciwciat nalezy po-
stuzyc si¢ testami do badania rzadziej wystepujacych autoprze-
ciwcial: SLA/LP, LC-1, pANCA lub ocenia¢ przeciwciata bardziej
specyficzne: anty-F-aktyne, anty-PDH-E2 (kompleks dehydroge-
nazy pirogronianowej) i inne.
Przygotowano na podstawie: M. Klimczak, Diagnostyka immunologiczna cho-

réb watroby, [w:] Diagnostyka choréb watroby, pod red. K. Simona, Poznan
2012, 5. 83-102.

Autoimmunologiczne choroby watroby

Dwuetapowa diagnostyka zgodna z rekomendacjami
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