Diagnostyka serologiczna w autoimmunizacyjnych
chorobach watroby i jelit
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Autoimmunizacyjne choroby uktadu pokarmowego
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« Autoimmunizacyjne zapalenie
watroby (AIH) ¥
* Pierwotna marskos¢ zotciowa
watroby (PBC)

* Pierwotne stwardniejgce
zapalenie drég zotciowych (PSC)

* Celiakia
» Choroba Lesniewskiego — Crohna
* Wrzodziejgce zapalenie jelit

» Cukrzyca typu |

autimmunizacyjne choroby systemowe manifestujgce sie w uktadzie pokarmowym
» Toczen rumieniowaty uktadowy




Materiat do oceny autoprzeciwciat:

» Surowica — krew pobrana na skrzep — ok. 2 ml|

» Surowica (nie krew petnal!) moze byc¢
przechowywana:
* do 5 dni w lodowce +4 do 8 °C
*> 5 dni - surowice po odwirowaniu nalezy
niezwtocznie zamrozi¢ w -20-30 °C



Metody oceny autoprzeciwciat w
autoimmunizacyjnych chorobach watroby

Zgodnie z IAHG (International Autoimmune Hepatitis Group):

v'Pierwszoplanowa ocena panelu autoprzeciwciat
metodg immunofluorescenciji posredniegj (11F)
* ANA - komorki Hep-2
» Pozostate autoprzeciwciata (AMA, SMA, LKM) - tkanki
szczura: watroba, nerki, zotgdek
* Rozcienczenie surowic — dorosli 1:40, dzieci 1:20

v’ Testy potwierdzenia — dla znanych autoantygenow -
immunobloty lub ELISA




SPECIAL REPORT

The International Consensus on ANA Patterns
(ICAP) in 2021—The 6" Workshop and Current
Perspectives
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Badanie ANA —metoda ||F

v autoantygen w AlH niezidentyfikowany— metoda z wyboru IIF na komdrkach
Hep-2

v"antygeny docelowe: rézne np. dsDNA (~20%), histony rybonukleoproteiny
v wzdr $wiecenia — homogenny, ziarnisty

v" miana dodatnie — doroéli > 1:40, dzieci >1:20



SMA i przeciwciata przeciw F-aktynie

Ocena SMA — metoda z wybory IIF (substrat — zofgdek szczura)
Ocena przeciwciat przeciw F-aktynie — komorki Hep-2 (widoczne widkienka)

Testy potwierdzenia — testy ELISA, immunoblot
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Miana dodatnie — > 1:40



zotgdek nerka

Przyktad oznaczenia u pacjenta
pediatrycznego, miano 1:40







Typy autoimmunizacyjnego zapalenia watroby

Typ AlH Autoprzeciwciata

podstawowe
AlH typu 1 ANA

SMA




P-ANCA — ang. perinuclear anti-neutrophile cytoplasmic
antibody — przeciwciafa przeciwko cytoplazmie
neutrofilow

v Mogg by¢ jedynym markerem AIH (dawniej u tych chorych
rozpoznawano kryptogenne AlH)

v'U chorych na AIH wystepujg atypowe p-ANCA

v'Autoantygen — nie jest zwigzany z cytoplazma tylko z jadrem
komorkowym — ANNA (anti-nuclear neutrophile antibodies)

v'Identyfikacja autoantygenu — B-tubulina — krzyzowo reaguje z

biatkiem bakteryjnym FtsZ — znaczenie mikrobioty jelitowe;j?
Terjung et al. Gut 2010; 59:808-816




Atypowe p-ANCA

v Ocena p-ANCA w AlH- metoda z wyboru IIF z uzyciem
granulocytow

v'Brak innych metod, nie nalezy stosowac technik
potwierdzenia do typowych p-ANCA, w ktorych uzywane sg
enzymy mieloperoksydaza i proteinaza 3



Typy autoimmunizacyjnego zapalenia watroby

Typ AlH Autoprzeciwciata Inne
podstawowe autoprzeciwciata
AlH typu 1 ANA atypowe p-ANCA
SMA anty-SLA/LP
anty-ASGPR




Ocena przeciwciaf anty-LKM

v/ ocena anty-LKM-1 — metoda z wyboru IIF — charakterystyczny obraz swiecenia -
komorki watroby i kanaliki blizsze nerki szczura

v testy potwierdzenia — ELISA, immunoblot

v" miana dodatnie — > 1:40, u dzieci >1:10



Anty-LKM — ang. antibodies to liver/kidney microsome -
przeciwciata przeciw mikrosomom komorek watrobowych i
kanalikow nerkowych

Przeciwciala anty-LKM dzielimy na 3 rodzaje : anty-LKM-1, LKM-2, LKM-3
W AIH znajdowane s3 przeciwciata anty-LKM-1 i anty-LKM-3

Anty-LKM-2 obecne sg u chorych ze zmianami polekowymi

N N X

Autoantygen dla anty-LKM-1 to cytochrom P450 (CYP 2D6) zlokalizowany
we frakcji mikrosomalnej komorek watroby i kanalikdw blizszych nerki.

<\

Autoantygen dla anty-LKM-3 to urydynodifosfo-glukuronylofosfataza
cytochromu P450 (1A2)




Przeciwciata anty-LC-1 — ang. anti-liver cytosol
antibodies - przeciwciata przeciwcytozolowe

v Wystepuja u ok. 30% chorych na AlH typu 2

v U 14% chorych sg jedynym wskaznikiem AlIH (nalezy wykluczy
zakazenie HCV)

v/ Zwigzane z ciezszg postacig choroby i szybszg progresja do
marskosci

v" Autoprzeciwciato narzadowo swoiste — znany autoantygen —
formiminotransferaza cyklodeaminazowa

v Metoda oceny — brak mozliwosci identyfikacji metoda IIF,
jedynie ELISA lub immunoblot

Clin Gastroenterol Hepatol 2004; 2:825-830




Typy autoimmunizacyjnego zapalenia watroby

Typ AlH Autoprzeciwciata Inne
podstawowe autoprzeciwciata
AlH typu 1 ANA atypowe p-ANCA
SMA anty-SLA/LP
anty-ASGPR
AlH typu 2 anty-LKM-1 anty-LKM-3
anty-LC-1 anty-SLA/LP
anty-ASGPR

mtyp |

mtyp Il
W kryptogenne zap.watr.




Ocena przeciwciat AMA

v ocena metoda IIF — $wiecenie cytoplazmy komérek Hep-2,
kanalikow nerkowych i watroby

v’ testy potwierdzenia — immunobloty, ELISA




Przeciwciata przeciwendomyzjalne w klasie IgA




Metody

Co badane?

Serologiczne

Histopatologiczne

Genetyczne

stezenie przeciwciat przeciwko
TTG2 IgA

miano przeciwciat
przeciwendomyzjalnych w klasie
IgA (EMA-IgA)

ocena obrazu w skali wg Marsha-
Oberhubera

okres$lenie genotypu pacjenta
* haplotypu HLA DQ2/DQS8

technika chemiluminescencji
immunoblot
ELISA




Pacjenci — dzieci: pierwsza probka krwi:

e Z objawami CD ° IgA catkowite
 zgrup ryzyka  przeciwciata anty —tTG2 IgA

>

Brak CD

druga probka krwi:

* przeciwciata anty — tTG2 IgA

» przeciwciata przeciendomyzjalne (EMA) nalezy rozwazy¢:

* niedostateczne spozycie glutenu
« wptyw lekow
» czy dobry test w laboratorium?

wynik pozytywny wynik pozytywny
=10 x GGN + EMA <10 x GGN + EMA
CD biopsja dwunastnicy

nalezy rozwazy¢:

+ fatszywie pozytywny wynik serologiczny
Marsh 2 lub 3 Marsh O lub 1 - fatszywie negatywny wynik biopsiji

» CD potencjalng

Husby et al. Guidelines for Diagnosing Coeliac Disease. J. Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 2020; 70: 141-156. %



Pacjenci - dzieci

Patients CD screening in risk groups
with CD symptoms n=28
n=71+1*

(n=20 without CD symptoms)

IgA
Measurement of deficiency
T:TG_Z IgA and total IgA TTG2IgG
in first serum sample positive
Lekarz gastroenterolog ;

TIG2 IgA
<10xULN
n=36

Diagnosta laboratoryjny (€= | ekarz patomorfolog

Measurement of
TTG2 IgA and EMA IgA
in second serum sample

|

Intestinal
biopsy
=42

TTG2IgA
S10xULN

+ positive
EMA IgA
n=59

Bierla J.B. et al. Diagnosis, clinical presentation and management of coeliac disease in l {
children and adolescents in Poland J. Clinical Medicine 2024,13, 3,765
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information that are available through-out the year. Jernej Dolinsek

The educational programme of ESPGHAN has been implemented Giovanna Puoti

to ensure an on-going development and implementation of an Javier Martin de Carpi

up-to-date, independent, high quality educational programme for Claudio Romano
health care professionals. Rok Orel
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please visit the ESPGHAN website.

Further information and how to apply:
Please apply online on the course dedicated website.
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For Further details please visit the event dedicated webpage
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