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Autoimunitni hepatitida (AlIH)
Primarni biliarni cholangitida (PBC)

Imunoenzymaticka souprava
pro diagnostiku autoimunitnich
onemocheéni jater

MICROBLOT-ARRAY souprava je urc¢ena ke stanoveni specifickych protilatek
tridy IgG v lidském séru nebo plazmé
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Uvod

Autoimunitni onemocnéni jater (AILD) je chronické
onemocnéni zplsobené imunitné zprostiedkovanou
autoagresivni zanétlivou reakci u geneticky nachylnych
jedincl. Jde o skupinu komplexnich a zavaznych one-
mocneéni postihujicich imunitni systém, ktera vedou
k zanétu a poskozeni jaterni tkané. Je bézné, ze se AILD
nevyskytuji samostatné a jsou u vnimavych jedincl pro-
vazena jinymi autoimunitnimi onemocnénimi postihuji-
cimi i dalsi organy. V souc€asnosti jsou do skupiny AILD
zahrnuta nasledujici onemocnéni: autoimunitni hepati-
tida typu 1a 2 (AlH1 a 2), méneé Casta je pak autoimunitni
hepatitida typu 3 (AIH3), primarni biliarni cholangitida
(PBC) a primarni sklerotizujici cholangitida (PSC).

Autoimunitni hepatitida (AIH)

AlIH1 je autoimunitni onemocnéni charakterizované
chronickym zanétem jater. Je prevazujicim typem AlH
a nejCastéji postihuje zeny ve véku mezi 15 a 40 lety, ale
mdze se vyskytnout také u muzd a v jinych vékovych
skupinach. Mezi hlavni antigenni markery patii kromé
antinuklearnich protilatek (ANA) také anti-SLA/LP pro-
tilatky, popt. anti-SMA protilatky.

AIH2 je méné castou formou, objevujici se zejména
u déti a mladistvych, hlavnim antigennim markerem
jsou anti-LKM-1 a anti-LC-1 protilatky.

AIH3 je vzacngjsi formou, charakterizovana zejména
pfitomnosti protilatek proti SLA/LP. Klinicky a terapeu-
ticky se pfilis nelisi od AIH1.

Primarni biliarni cholangitida (PBC)

PBC je autoimunitni onemocnéni, u kterého dochazi
k destrukci zanicenych Zlu¢ovodl. Zasazeny jsou ze-
jména malé intrahepatalni Zlu¢ovody. OhroZzenou skupi-
nou jsou zejména zeny stfedniho véku. Nicméneé vyskyt
tohoto onemocnéni v populaci je pomérné maly.
Hlavnim antigennim markerem jsou anti-mitochodrial-
ni protilatky, zejména protilatky typu M2 a 3E(BPO).
V pripadég, ze je suspektni pacient testovan negativné
na AMA autoprotilatky, objevuje se vétSinou pozitivi-
ta na autoprotilatky proti jadernym strukturam, napt.
gp210, Sp100 nebo Ro52.

Primarni sklerotizujici cholangitida (PSC)

PSC je autoimunitni zanét intrahepatalnich a extra-
hepatéalnich zlucovych cest. Obdobny pribéh nemoci
bez pritomnosti autoprotilatek vsak mize byt navozen
i plsobenim vnéjsich faktord - vir(, tento stav se pak
oznaCuje jako sekundarni cholangitida. Onemocnéni
postihuje z vetsi ¢asti muze, zejména ve véku do 40 let.
Mezi vyznamné antigenni markery patii kromé ANA a
p-ANCA protilatek také anti-gp210 protilatky.

Vétsina pacientl trpicich PSC je soucasné ohrozena
i AlH a navic se az u 30 % pacientl s PCS vyskytuji travi-
ci potize souvisejici s rozvojem autoimunitnich procest
ve streveé, jako je napf. ulcerdzni kolitida nebo Crohnova
choroba. U vétsiny pacientl se objevuje zvyseny titr an-
tinuklearnich autoprotilatek, ale i protilatek proti cyto-
plazmatickym antigen@m neutrofild (ANCA).

Diagnostika autoimunitnich
onemochnéni jater

Diagnostika autoimunitnich onemocnéni jater (AILDs)
je slozita a zahrnuje klinické, biochemické, histologické
a sérologické vysetfeni spolu s vylou¢enim dalsich moz-
nych pficin poskozeni jater, jako je virova hepatitida,
alkoholové nebo toxické poskozeni. Detekce autopro-
tilatek hraje klicovou roli v diagnostice AILD, zejména
u autoimunitni hepatitidy (AIH) a primarni biliarni cho-
langitidy (PBC).

Diagnostika zaloZzena na stanoveni protilatek proti AILD
pomocimetod, jako jsou IIF, ELISA, CLIA aimunoblot, je
dnes povazovana za Spic¢kovy standard.

Specifické antigeny

Onemocnéni Antigen

LKM-1

Autoimunitni LC-1
hepatitida

SLA/LP

Popis
Liver Kidney microsomal type 1 (Cytosolovy jaterni antigen typu 1)
- Asociace s AIH2 a HCV
- U AIH2 niz§i titry, vyznam zejména u détskych pacientl
Liver cytosol-1 (Cytosolovy jaterni antigen typu 1)
- Vysoce specifické pro AIH2 (30 % pacientll) - jednim z diagnostickych kritérii
pro AlH2
- Autoprotilatky spojovany s vysSi aktivitou onemocnéni
Soluble liver antigen/liver pancreas antigen
- Autoprotilatky spojovany s AIH3, popf. AIH1 (rozpustny jaterni antigen), pfitomny
u cca 25 % pacientd s chronickou AlH
- Jejich vyskyt se liSi v zavislosti na etnicité

ASGPR

gp210

sp100

Primarni
biliarni PML

cholangitida

Nup62

M2

3E(BPO)

OGDC-E2
PDC-E2

Ro52

Asialoglycoprotein receptor
- Dilezity diagnosticky marker pro PBC
- MUzZe byt pfitomen i u jinych jaternich onemocnéni virového plvodu
- Hladina protilatek koreluje se zavaznosti onemocnéni a protilatky zcela vymizet
pfi imunosupresivni terapii
Glycoprotein 210
- Antigen asociovan s jadernou membranou
- Vysoka specificita pro PBC, zejména u AMA negativnich pacientl (30-50 %)
- Pravdépodobné asociace s tézsim pribéhem PBC a vys$sim rizikem vzniku cirhézy
- Autoprotilatky mohou byt spojovany i s PSC
Speckled protein 100 kDa
- Antigen asociovany s mnohocetnymi nuklearnimi teckami
- Vysoka specificita pro PBC, pravdépodobna asociace s progresivni formou PBC
a rizikem fibrézy
- Vyskyt u 30-50 % AMA negativnich pacientd
Promyelocytic Leukemia Protein
- Vyskyt u cca 12-19 % PBC pacientt
- Asociace s PBC u AMA negativnich pacientd (prevazné v koexistenci s anti-Sp100)
Nucleoporin 62
- Vysokéa specificita pro PBC, ¢asto sou¢asné s anti-gp210 protilatkami
- Asociace s pozdéjsim stadiem onemocnéni a s horsi prognézou
Mitochondrial protein M2
- Véaze anti-mitochondrialni protilatky (AMA), vysoce citlivy
- Typické pro PBC, pouze u cca 5-10 % PBC pacientd se AMA netvori
- Prekryvné syndromy s AlH
- Mozny vyskyt (méné casté) i u ANA pacientd (progresivni SS, SjS nebo SLE)
Fusion protein

(BCOADC E2 + PDC E2 + OGDC E2)
2-oxo-glutarate dehydrogenase complex
Pyruvate dehydrogenase complex
TRIM21

- Pravdépodobny marker PBC (vyskytuje se u cca 28 % pacientd)

- Podjednotky M2 antigenu
- Dominantni podjednotkou je
PDC-E2 (cca 85-90 % piipadd)

- Spojovan s AIH1 (vyskyt u cca 38 % pacientd)
- Diagnosticky marker SLE, SSc, specificky asociovany s myozitidou

PSC - Primarni sklerozujici cholangitida | AlH1,2,3 - Autoimunitni hepatitida typu 1, 2, 3 | HCV - Virova hepatitida C |
PBC - Primarni biliarni cholangitida | AMA - Antimitochondrialni protilatky
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MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigenti
a kontrolnich spoti

Popis antigenti

Al

A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9

- LKM-1
-LCA

- SLA/LP
- ASGPR
- gp210
- Sp100
- PML

- Nup62
- M2

Pracovni postup

Krok

Kroky testu

"~ 2

Davkovani Univerzalniho roztoku 150 pl

Uzivatelsky komfort
- Komponenty pripravené k pouziti

- Zaménitelnost komponent diky identifikaci Sarze
(Kalibra¢ni data)

- Stejny pracovni postup (30-30-15 min)

- Barevné oznacené desticky, odlamovaci jamky
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A10 - 3E (BPO)
A11 - OGDC-E2
A12 - PDC-E2
A13 - Ro52

Popis kontrolnich spot

@R
@ TC
@ cA
@ cG
o cm
@ c1
@ c2
@ c3
@ c4

Reference

Test control
Conjugate control IgA
Conjugate control IgG
Conjugate control IgM
Calibration 1
Calibration 2
Calibration 3
Calibration 4

0 2. Smaceni 10 min ptilaboratorni teploté
© 3. Odsati
i a Redéni vzorkd
) - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
" 100l
° 6 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
@ 7. Rychlé promyti v Univerzalnim roztoku
@ 8 Odsati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 x 5 minut 150 pl
@ 9 Davkovani konjugatu 100 pl
° 10 Inkubace 30 min p¥i laboratorni
T teploté
e 11 Rychlé promyti v Univerzalnim
© roztoku*
e 1 Odsati a promyti v Univerzalnim
" roztoku 3 x 5 minut 150 pl
6 13 Davkovani Substratového roztoku
© (BCIP/NBT) 100 pl
o 14 Inkubace 15 min pfi laboratorni
" teploté
® 15. Rychlé promytiv destilované vodé*
e 16 Odséati a promyti v destilované vodé
© 2 kratve 200 pl po 5 minutach
17. VysuSenia vyhodnoceni

*pri pouziti promyvacky naplite jamky az po okraj

a ihned po naplnéni posledni jamky odsajte

Vysledky jednotlivych antigeni v testovanych panelech

PBC 0 0 0 0 7 6 3 0 43 30 2 42 44
(n=44) 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% [16,3%|14,0% | 7,0% | 0,0% [100,0%| 69,8% 4,7% 97,7% [100,0%
AlH 2 4 13 0 0 0 0 0 0 0 0 0 19
(n=19) 10,5%| 21,1% | 68,4% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% [100,0%
Virova 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
hepatitida

(n=30) 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% | 0,0%
RF- 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 3 4
pozitivni

(n=30) 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 6,7% | 0,0% 0,0% 10,0% |13,3%
Darci 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(n=30) 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% | 0,0%
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Frekvence antigenu u primarni biliarni cholangitidy a autoimunitni
hepatitidy testovana na soupravé Microblot-Array Liver profile

H PBC = AH Frekvence antigenu v PBC a AIH
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Vysledky hodnoceni externi klinické studie

95% interval

Parametr Hodnota spolehlivosti (CI)
ALD (n=63) 99,9 % 94,3 -100,0 %
Diagnosticka citlivost PBC (n=44) 99,9 % 92,0 -100,0 %
AlH (n =19) 99,9 % 82,4 -100,0 %
Diagnosticka specifita (n = 60) 99,9 % 94,0 - 100,0 %
ALD (n=63) 99,9 % 94,3 -100,0 %
Pozitivni prediktivni hodnota PBC (n=44) 99,9 % 92,0 -100,0 %
AlH (n=19) 99,9 % 82,4 -100,0 %
ALD (n =60) 99,9 % 94,0 -100,0 %
Negativni prediktivni hodnota PBC (n =60) 99,9 % 94,0 - 100,0 %
AlH (n = 60) 99,9 % 94,0 -100,0 %
Pozitivni test (LR+) >100 -
Vérohodnostni pomér
Negativni test (LR-) <0,0001 -

Srovnani s referenc¢ni metodou 96,0 % 91,5 -98,5%
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Objednaci udaje

MICROBLOT-ARRAY

Kéd Produkt
LKMMA48 Microblot-Array Liver profile
VYROBCE

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
KFizikova 188/68

612 00 Brno

Ceské republika
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Poéet testu
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