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Autoprotilatky v diagnostice
autoimunitnich onemocnéni jater

Autoantibodies in autoimmune liver diseases diagnosis

Doporuceni SLI CSAKI schvdlené vyborem CSAKI.
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SOUHRN

Cilem prace je pomoci pracovnikiim vyuZivajicim detekci a stanoveni autoprotilatek k diagnostice, monitorovani aktivity a ispésnosti lécby

téchto onemocnéni.
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SUMMARY

Current possibilities in diagnosis and monitoring of autoimmune liver diseases using autoantibodies are shortly reviewed in this article. The aim
of this study is to help specialists engaged in autoantibody detection and determinations for better diagnose setting, disease activity monitoring

and successful treatment of these diseases.
Key words: autoimmune liver diseases, autoantibodies, diagnosis

Podobné jako vét§ina autoimunitnich onemocnéni
jsou iautoimunitni onemocnéni jater (Autoimmune liver
diseases - AILD) provazena tvorbou zvy$eného mnozstvi
protilatek proti ur¢itym strukturdm tkani a bunék. Detek-
ce, popt. stanoveni koncentraci téchto protilatek, pak
pomahaji v diagnostice a monitorovani aktivity prislus-
nych onemocnéni. I AILD se ¢asto nevyskytuji samostat-
né a jsou uvnimavych jedincii provazena jinymi autoimu-
nitnimi onemocnénimi postihujicimi jak jatra (prekryvné
syndromy - overlap syndromes), tak ostatni organy. Vét-
$§ina autoprotilatek vyuzivanych v diagnostice AILD neni
pro dané onemocnéni specifickd, i kdyz byvaji pro tato
onemocnéni vysoce citliva (nachdzeji se u vysokého pro-
centa postizenych jedinci). Prehled AILD a nejbéznéjsich
autoprotilatek s nimi asociovanych prinasi tab. 1.

Racionalni provadéni diferencialni diagnostiky AILD
pomoci autoprotilatek by mélo za¢inat nékterym ze scree-
ningovych multiplexovych vySetfeni, které dokaze odhalit
nékolik typti autoprotilatek. Tato vySetfeni jsou zalozena
na technikach nepfimé imunofluorescence (IIF) vyuzi-
vajicich kombinaci nékolika substratti nebo blotovacich

technikdch (westernblot nebo lépe line/dot techniky).
V posledni dobé zacinaji byt dostupné také dalsi postu-
py; jako je napt. ALBIA (addressable laser bead immuno-
assays). Na zdkladé vysledkd téchto screeningovych
vySetfeni pak muze dalsi typizace protilatek pokracovat
v pripadé potreby specializovanéjsimi cilenymi vysetie-
nimi. Bohuzel, zadna ze screeningovych technik nedo-
kaze spolehlivé urcit vSechny autoprotilatky vyskytujici
se u AILD (viz tab. 2).

Byla vypracovana rada schémat, jak postupovat a inter-
pretovat vysledky takovychto screeningovych vySetfeni.
Nejcastéjsi kombinaci substrati u IIF techniky pfi dia-
gnostice AILD je kombinace krysich nebo mysich jater,
ledvin a zaludku. Tato kombinace dovoluje ur¢it radu
protilatek, podle jejichz pfitomnosti pak lze usuzovat na
konkrétni AILD (viz obr. 1). Je si v§ak nutno uvédomit,
Ze pri pouziti zejména krysich substrati budeme nalé-
zat také radu tzv. heterofilnich protilatek na jednotlivych
substratech, které komplikuji interpretaci nalezu a které
jsou namifeny proti nejriznéj$im strukturam pouzitych
tkani (retikulin, struktury buné¢ného jadra, Kupfferovy
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Tab. 1: Autoprotildtky u autoimunitnich onemocnéni jater

onemocnéni ANA SMA ANCA* anti-LKM anti-SLA/LP | anti-LC-1 anti-ASGPR AMA
AlH1 + + +/- +/- +

AIH2 +/- + + +

AIH3** +/- + +

PBC + + +
PSC +

overlap sy + +/- + + +
APECED sy +

ANA - protilatky proti jadernym strukturam bunék (Anti-Nuclear Antibodies), SMA - protilatky proti hladkym svaldim (Smooth Muscle Antibodies),
ANCA - protilatky proti cytoplasmé neutrofilt (Anti-Neutrophil Cytoplasmatic Antibodies), LKM — mikrosomy jater a ledvin (Liver-Kidney Microsomes),
SLA - rozpustny jaterni antigen (Solubile Liver Antigen), LP — antigen jater a slinivky (Liver/Pancreas) - je totozny s SLA, LC-1 — antigen jaterniho
cytosolu typuT (Liver Cytosolic — 1), ASGPR - asialoglykoproteinovy receptor (ASialoGlycoProtein Receptpor), AMA — protilatky proti mitochondriim
(Anti-Mitochodrial Antibodies), AIH — autoimunitni hepatitida (Autolmmune Hepatitis), PBC — primarni bilidrni cirh6za (Primary Biliary Cirrhosis),
PSC - progresivni sklerotizujici cholangitida (Progressive Sclerosing Cholangitis), APECD/APS-1 - autoimunitni polyendokrinopaticky- kandid6zovy-
ektodermalni dystroficky syndrom/autoimunitni polyglandularni syndrom typu 1.

*V naprosté vétsiné pfipadd nejde o ANCA, ale o ANA proti lamintim jader myeloidnich bunék, které pripominaji svym fluorescen¢nim obrazem na
etanolem fixovanych lidskych granulocytech P-ANCA [18-20].

** Dnes neni jiz ¢asto vyclenovana AIH3 jako zvlastni kategorie a byvé zafazovana pod AIH1, ponévadz se chova klinicky stejné. | u AIH1 byvaji

nékterymi autory nalézany protilatky proti SLA/LP.
Zpracovano podle (1-24).

Tab. 2: Techniky pouZivané v diagnostice autoprotildtek u autoimunitnich onemocnéni jater

IIF
ID ELISA wB
jatra ledvina Zaludek HEp-2 granul.

F-aktin (SM) + + + + (+) + +
LKM + + + + +
LC1 + + + +
mitochodrie + + + + + +
jaderné Ag + + + + + + + +
jaderné Ag granulocytt + +
LSP/LMA +

SLA/LP + +
ASGPR +

upraveno podle [3]. LSP - anti-liver-specific membrane lipoprotein, LMA - liver membrane antigen, IIF - nepiimé imunofluorescence,

ID - imunodiftize, WB — westernblot

bunky aj). Pouzivaji-li se misto hlodav¢ich tkani tkané
opi¢i, mohou komplikovat interpretaci vysledki proti-
latky proti AB skupinovym krevnim antigentim, které
jsou u opic identické s lidskymi a jsou exprimovany na
endoteliich a kapilarach vétsich cév ve vét§iné tkani (3).
Kvalita konjugatu je proto u IIF jednim z kritickych kroki.
V diagnostice AMA a anti-LKM je zapottebi, pouzila-li
se jako substrat jen ledvina, rozli§ovat mezi proximalnimi
a distalnimi tubuly. To v8ak u vétsiny komercnich prepa-
ratt neni mozné. I v pripadg, Ze by kazdy fez obsahoval
také medulu potrebnou pro toto rozliSeni, vyzadovalo
by to velkou zkusenost hodnotitele. Proto je v praxi pfi
aplikaci vy$e zminéné trojkombinace substrat vyuziva-
na k rozlieni AMA a anti-LKM protilatek skute¢nost, ze
vétsina AMA protilatek, zejména AMA-M2 barvi témér

vSechny tubuly v preparatu ledviny a zaroven cytoplasmu
parietalnich buné¢k zaludku, zatimco anti-LKM protilatky
jen nékteré tubuly na ledviné a parietalni bunky zalud-
ku jsou negativni. Na jatrech je jak AMA, tak anti-LKM
protildtkami barvena cytoplasma hepatocytt, kdy AMA
protilatky poskytuji hrubsi zrnitou fluorescenci, anti-
LKM protilatky jemnéjsi, zavojovitou. To lze ale v pra-
xi jen tézko rozlidit, nebudeme-li mit preparat s AMA
a anti-LKM protilatkami vedle sebe. Stejné tak je obtizné
pomoci ITF rozlidit anti-LC1 a anti-LSA/LP protilatky, kdy
anti-LC1 protilatky poskytuji na jatrech snizenou inten-
zitu fluorescence v okoli centrilobularni oblasti, zatimco
anti-SLA/LP zvysenou (9).

I kdyz se fika, Ze vétsina autoprotilatek je druhové a fa-
da i organové nespecificka, neni tomu zcela tak. A tak
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Obr. 1: Schéma diagnostiky autoimunitnich onemocnéni jater pomoci autoprotildtek. Upraveno podle (2).
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IIF na krysich (opicich) jatrech
ethanolem fixovanych granulocytech
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Obr. 2: Diagnostika zdkladnich typii ANA asociovanych a autoimunitnimi onemocnénimi jater.

Upraveno podle (2). Nepterusovany typ jaderné membrdnové fluorescence odpovidd obrazu ,homogenni jadernd membrdna“ (smooth
membraneous nuclear pattern) a prerusovany typ ,,pory v jaderné membriné“ (punctate membraneous nuclear pattern) podle (23). Rovnéz
anti-SSA a anti-Ro-52 protildtky nemuseji vZdy na HEp-2 burikdch vykazovat zrnity typ jaderné fluorescence.

anti-centroméra

CREST
asociovany
s PBC

asociovany
s PBC
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pouziti opicich jater byva preferovano pro diagnostiku
anti-LSP (anti-liver-specific membrane lipoprotein)
aanti-LMA (anti-liver membrane antigen) protilatek pred
substraty hlodavci (krysa, mys). Tyto protilatky vsak jiz
dnes nejsou v diagnostické praxi prili§ vyuzivany a neby-
ly nikdy zcela charakterizovany (21). Z protilatek proti
membranovym jaternich antigentim se tak dnes vyuzi-
vaji v diagnostice, ale pfedev$im v monitorovani aktivity
onemocnéni jen protilatky proti asialoglykoproteinovym
receptortim (ASGPR), které nejsou pro AILD specifické
(vyskytuji se napt. i u fady virovych hepatitid), dobre v§ak
koreluji s aktivitou onemocnéni (21,5). Intenzita barve-
ni cytoplasmy hepatocytti u AMA a anti-LKM protilatek
byva u opicich jater niz$i nez u hlodav¢ich.

Pro typizaci a presnéjsi urceni ANA u AILD je zapotfe-
bi provést IIF analyzu vétsinou také na HEp-2 bunkach.
Ne vsechny antigeny dulezité pro dg AILD jsou bézné
zastoupeny v blotovacich technikach a v ELISA, prede-
vsim v téch , které jsou zaméfeny na diagnostiku dege-
nerativnich onemocnéni pojiva (obr. 2). Velmi dalezity
pro vysledny fluorescen¢ni obraz na HEp-2 bunkach je
kultivace a priprava téchto bunék. Proto stejné protilatky
mohou davat na HEp-2 bunkach raznych vyrobct i dosti

rozdilné obrazy. Plati to zejména o SMA, anti-SSA (Ro60)
a anti-Ro52 protildtkéch. Spatna fixace substratid maze
také vyrazné ovlivnit jejich citlivost pro urcité protilatky
(plati také zejména pro SMA).

V imunoanalytickych technikach (ELISA, WB, line/
dot imunoblot, ALBIA) jsou vét§inou pouzivany dob-
e definované, ¢asto rekombinantni antigeny. Pfesto se
mohou vysledky ziskané soupravami riznych vyrobct
lisit. U screeningovych ANA a ENA ELISA je zapotiebi
vidy védét, zda jako antigen byl pouzit néjakym zpiiso-
bem definovany extrakt, nej¢astéji HEp-2 bunék, nebo
smés definovanych antigent a v tom pripadé, kterych.
Je si zapotrebi uvédomit, Ze pti navazovani antigend na
povrch imunosorbentu, zvlasté jsou-li pouzivany kom-
plexni antigeny nebo smési, mtize dojit ke ztraté nékte-
rych dilezitych epitopti nebo naopak mohou byt vytvo-
reny nékteré epitopy nové. Je proto vzdy nutné védét
a uvadét s jakou diagnostickou soupravou bylo vysette-
ni provadéno a pro které antigenni specificity mizeme
nebo nemtizeme oc¢ekavat pozitivni nalez, pokud jsou ve
vy$etfovaném vzorku pritomny hledané protilatky. Tak
napt. AMA protilatky predstavuji velky komplex protila-
tek, z nichz s PBC jsou asociovany predev$im AMA M2,

Tab. 3: Imunofluorescencni charakteristika anti-LKM, AMA a dalsich protildtek na trojkombinaci krysich substratii. Upraveno podle (14—16)

a dalsi citované literatury.

protilatka jatra ledvina Zaludek

LKM-1 stejna reakce se vsemi hepatocyty PT3>PT2>PT1 -

LKM-C stejné jako LKM-1, niZz3i titry

LKM-2 prevladaji centrilobularni hepatocyty (CLH) PT1, PT2>PT3

LKM-3 jako LKM-1 PT2>PT1, PT3

LH, halothan 2 nebo 3 vrstvy CLH - -

LM, anti-convulsiva 2 vrstvy CLH - -

LM, dihydralazin 1 vrstva CLH - -

AMA-M2 + DT > PT granulani fluorescence PB
AMA-M3 + DT> PT hlavni (,chief”) bunky
AMA-M5 + PT>DT mucinézni bunky kréku
AMA-M6 + DT APUD (enteroendokrinni) buriky
LC-1 podobné jako LKM-1 - -

ANA + +

SMA + + +

retikulin 1 &2 + +

retikulin Rs:R3:R4 + - -

parietalni buriky (PB) - - +

GBM - -

TBM - i
neuronalni - - +
heterofilni krysi + + +
heterofilni mysi - - +

PT - proximalni tubuly 1., 2. a 3. fadu, DT - distalni tubuly, PB - parietalni (kryci, oxyntické) buriky, LC-1 — jaterni cytosolovy antigen typu 1, GBM
- basalni membrana glomerull, TBM - basalni membrana tubull, SMA protilatky proti hladkému svalstvu, ANA - antinukleérni protilatky, LM

- mitochodrie jater (liver mitochondria).
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M4, M8 a M9 (16), (tab.3). Jsou namifeny proti riznym
podjednotkdm komplexu dehydrogenaz 2-oxo-kyselin.
Ne vsichni pacienti s PBC musi reagovat se vSemi pod-
jednotkami tohoto komplexu. Proto i u ELISA a bloto-
vych souprav pro diagnostiku AMA je nutné védét, jaké
antigeny byly v soupravach pouzity (11).

Zavér

Tento prehled byl vypracovan, aby usnadnil pracovni-
kiim provadéjici diagnostiku autoimunitnich onemocné-
ni jater pomoci autoprotilatek orientaci pri vybéru postu-
pu a technik v této oblasti a pfi interpretaci nalezenych
vysledk. Je si zapottebi uvédomit, ze vyskyt zvysenych
koncentraci urcitych autoprotilatek je jen jednim z krité-
rif, které pomahaji diagnostikovat autoimunitni onemoc-
néni, popt. monitorovat jeho aktivitu ¢i uspésnost lécby.
Obecné se da rici, Ze diagnostika téchto autoprotilatek
zvysuje pravdépodobnost stanoveni spravné diagndzy
a aktivity onemocnéni s vétsi nebo mensi mirou.

RNDr. Ivo Lochman, CSc.

Odbor imunologie a alergologie ZU se sidlem v Ostravé
Partyzdanské namésti 7

e-mail: ivo.lochman@zuova.cz
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