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Autoimmune Lebererkrankungen

Serologische Diagnostik der Autoimmunhepatitis, der primar
biliaren Cholangitis und der primar sklerosierenden Cholangitis

IIFT-Leber-Mosaike

Anti-M2-3E-ELISA, Anti-LKM-1-ELISA, Anti-LC-1-ELISA, Anti-SLA/LP-ELISA
EUROLINE Autoimmune Lebererkrankungen

EUROASSAY Leber Profil (Anti-M2, -LKM-1, -LC-1, -SLA/LP)



Autoimmune Lebererkrankungen

Als autoimmune Lebererkrankungen werden hauptsachlich drei verschiedene Krankheitsbilder bezeichnet: die Autoimmun-
hepatitis (AlH), die primar biliare Cholangitis (PBC) und die primar sklerosierende Cholangitis (PSC). Die haufigste der drei
Erkrankungen ist die AIH mit einer Pravalenz von 17 Fallen pro 100.000 Einwohnern, gefolgt von der PBC und der PSC. AlH
und PBC treten vermehrt bei Frauen im Menopausenalter auf, AIH kann zum Teil auch bei Kindern und jungen Erwachsenen
vorkommen. Von PSC sind hingegen vor allem Manner im Alter zwischen 20 und 40 Jahren betroffen. In den meisten Fallen
lassen sich die drei Erkrankungen durch serologische Untersuchungen gut voneinander abgrenzen. Es treten jedoch auch
Uberlappungssyndrome (Overlap-Syndrome) auf, bei denen Patienten Anzeichen von zwei autoimmunen Lebererkrankungen
zeigen.

Durch den Nachweis von spezifischen Autoantikorpern konnen autoimmune Lebererkrankungen prazise von infektiosen, toxi-
schen und anderen Formen der Hepatitis differenziert werden. Die AlIH ist haufig mit chronisch-entzindlichen rheumatischen
Systemerkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, dem Sjogren-Syndrom und dem systemischen Lupus erythe-matodes as-
soziiert. Die Mehrzahl der AlH-Patienten spricht hervorragend auf eine antiinflammatorische oder immun-
suppressive Therapie an, welche nach einer eindeutigen Diagnosestellung schnell begonnen werden sollte.

Autoimmunhepatitis (AlH)

AlH ist eine progressive chronische Form der Hepatitis, die in
Schuben verlauft und eine Zerstorung der Hepatocyten zur

Autoimmunhepatitis

Folge hat. Die Atiologie der Erkrankung ist noch nicht ge- | Assoziierte Autoantikorper Prévalenz
klart, jedoch werden in diesem Zusammenhang Infektionen Typ-1-AlH

mit Hepatitis-Yiren,.Mas.ernvir.er?, Cyto.megalie-\'/iren o<.:ier ASMA Typ F-Aktin 70-80%
Epstein-Barr-Viren diskutiert. Einige Patienten zeigen keine N
bis milde Symptome, jedoch ist auch ein fulminantes Leber- ANA 70-80%
versagen moglich. Haufige Beschwerden sind Bauchschmer- SLA/LP ~20%
zen, Juckreiz, Ubelkeit, Anorexie und generelles Unwohlsein. Typ-2-AlH

. . . . . .. LKM-1 1-39

Labordiagnostisch lassen sich bei AlH-Patienten erhohte 3%
Werte fiir Transaminasen und Bilirubin sowie ein Anstieg der | LC-1 1-3%
Gesamt-lgG-Titer feststellen. Bei mindestens 80% der AlH- SLA/LP ~20%

Patienten konnen zudem Autoantikorper nachgewiesen wer-
den. Anhand dieser kann die AlH in zwei Typen unterteilt werden (s. Tabelle). Eine Abgrenzung von anderen chronischen
Hepatitisformen und somit eindeutige Diagnose der AlH ist von entscheidender Bedeutung, da sie unbehandelt mit einer
Flnf-Jahres-Mortalitatsrate von 50% assoziiert ist.

Primar biliare Cholangitis (PBC)

Die PBC ist durch die progressive entzindungsbedingte Zer-
storung der kleinen intrahepatischen Gallengange gekenn-
zeichnet, die zu einer Cholestase und Fibrose fiihrt. Eine Le- | Assoziierte Autoantikérper Pravalenz
berzirrhose  und Leberversagen sind mogliche | Ama-M?2 90-95%
Folgen der Erkrankung. Die Symptome ahneln denen einer

Primar bilidre Cholangitis

AlH sehr. Im Labortest lassen sich bei einer PBC ein Anstieg |~V (Nukledre Punkte): PML, Sp100 25-40%
cholestatischer Enzyme, erhohte Immunglobulin-Werte (vor ANA (Kernmembran): gp210, p62 25-40%
allem IgM) und das Auftreten verschiedener Autoantikorper

feststellen.

Primar sklerosierende Cholangitis (PSC)

Die PSC ist eine chronisch-fibrosierende Entziindung der int-
ra- und extrahepatischen Gallengange. Im Laufe der Erkran-
kung entwickelt sich eine Leberzirrhose, die innerhalb von 7 Assoziierter Autoantikorper Pravalenz
bis 12 Jahren eine Lebertransplantation unumgéanglich Atypischer pANCA (DNA-ANCA) 42%
macht. Etwa 60 bis 80% der PSC-Patienten leiden zusatzlich
an der chronisch-entziindlichen Darmerkrankung Colitis ulcerosa. Charakteristische, aber keine beweisenden dia-gnostischen
Marker beider Erkrankungen sind atypische (p)ANCA (DNA-ANCA). Circa 5% der Patienten zeigen klinische, laborchemische
und histologische Anzeichen, die mit einer PSC vereinbar sind, allerdings bei unauffalligem Cholangiogramm (small-duct
PSC).

Primar sklerosierende Cholangitis




Diagnostik autoimmuner Lebererkrankungen

Zur Initialdiagnostik ist bei Verdacht ein abdominaler Ultraschall indiziert." Erhohte Werte fur Alanin-Aminotransferase (ALT),
Aspartat-Aminotransferase (AST), Gamma-Glutamyltransferase (GGT), Alkalische Phosphatase (AP), Glutamatdehydrogenase
(GLDH), Bilirubin oder Albumin konnen ebenfalls Hinweise auf eine Erkrankung der Leber geben.’
Erhartet sich der klinische Verdacht auf eine autoimmune Lebererkrankung, sollten spezifisch Autoantikorper bestimmt wer-
den. Die serologische Diagnostik der AIH, PBC und PSC umfasst:

B Quantifizierung der Gesamt-Immunglobuline der Klassen IgG, IgM und IgA zur Abschétzung der selektiven Erhohung'?

B AutoantikOrpernachweis im Serum mittels IIFT: 12
® ANA, ASMA, AMA und LKM-1 auf dem Dreifach-Rattengewebeschnitt Magen-Leber-Niere
B PBC-assoziierte ANA gegen Sp100, gp210 und Zentromere mittels HEp-2-Zellen
B ASMA gegen F-Aktin mittels VSM47-Zellen

B Anti-SLA/LP-Antikorper mittels transfizierter Zellen

B Monospezifischer Autoantikérpernachweis im Serum mit ELISA oder Immunoblot

Bei positiven serologischen Befunden sollte die Diagnose einer AIH Uber eine Leberbiopsie verifiziert werden. In der
PBC-Diagnostik ist die Biopsie nur bei unklaren Befunden empfohlen.! Die internationale AIH-Gruppe (www.iaihg.org)
hat vereinfachte Diagnosekriterien fir die AIH auf Basis von Antikorpertitern, Histologie und dem Ausschluss viraler
Hepatitiden entwickelt.® Zur Diagnose der padiatrischen AlH soll ein modifiziertes IAIHG-Punktesystem angewandt werden.'
Fur das AIH-PBC-Overlap-Syndrom fehlt es an allgemein akzeptierten Diagnosekriterien.'

Serologische Testsysteme zur Diagnostik autoimmuner Lebererkrankungen
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Indirekte Immunfluoreszenztests Monospezifische Tests, wie z.B. ELISA oder Blot




Serologische Diagnostik mittels Immunfluoreszenz

IIFT-Leber-Mosaike

Durch Kombination der IIFT-Substrate HEp-2, Niere, Leber und Magen in einem BIOCHIP-Mosaik konnen die fur die Diagnos-
tik autoimmuner Lebererkrankungen relevanten Antikorper zeitgleich nachgewiesen werden. Positive Proben zeigen spezifi-
sche Fluoreszenzmuster u.a. der Zellkerne und Gewebsstrukturen.

Nachweis von ASMA Typ F-Aktin mittels des IIFT-Leber-Mosaik 8: Die IIFT-Substrate Magen und VSM47-Zellen ermég-
lichen die simultane Detektion und Differenzierung von ASMA Typ F-Aktin und Typ Non-Aktin. Auf dem Substrat Rattenma-
gen ergeben ASMA eine deutliche cytoplasmatische Fluoreszenz der Tunica muscularis, der Lamina muscularis mucosae und
der interglandularen kontraktilen Fibrillen der Tunica mucosa. Existieren spezifische Antikorper gegen F-Aktin, zeigt sich eine
fibrillare Fluoreszenz des Cytoskeletts der VSM47-Zellen.

VsSMm47 !

Nachweis von AMA und ANA mittels des IIFT-Leber-Mosaik 8: Fiir den Nachweis von AMA wird Rattenniere als Standard-
substrat eingesetzt. Das Cytoplasma der proximalen und distalen Tubuluszellen zeigt eine granulare, basal betonte Fluores-
zenz. Die Glomeruli werden durch AMA nur schwach angefarbt. AMA reagieren mit Lebergewebe schwacher und flhren zu
einer Fluoreszenz der proximalen und distalen renalen Tubuli sowie der Parietalzellen. Lebergewebe und vor allem HEp-2-Zel-

len eignen sich hingegen besonders gut fur Nachweis und Differenzierung von ANA.

Primatenleber Rattenmagen

Eignung verschiedener IIFT-Substrate zur Bestimmung von spezifischen Autoantikorpern

Substrat

Antikorper SLA/LP Ratten- Primaten- | Primaten-

= transf. Zellen WL niere magen leber leber herz
AMA-M2 ++ + + ++ + + + +

AMA-M7 - - - — — — — ++
AMA-M9 + - - — — — - —
Nukleére Punkte ++ + + + + + ++ +
Kernmembran ++ + + + + + 4+ +
Zentromere ++ + + — — — + _
SS-A/SS-B ++ + + — — — + —
Scl-70 ++ + + + - — + _
Nukledr homogen ++ + + + + + ++ +
ASMA Typ Non-Aktin - - - + ++ + - —
ASMA Typ F-Aktin - - ++ — — — - —
LKM - - - ++ - ++ + -
LC-1 - - — — — ++ - -
SLA/LP - ++ — — - — _ _

++ gut geeignet, + eingeschrankt geeignet, — nicht geeignet



Monospezifischer Antikorpernachweis mit ELISA und EUROLINE

Anti-M2-3E-ELISA (lgG)

Der Nachweis von AI\/I.A“ist bei der Diagnose dgr PBC von
grofRer Bedeutung. Antikorper gegen das M2-Antigen stellen

hierbei den diagnostischen Marker mit der hochsten Sensiti-
vitat und Spezifitat dar. Der Anti-M2-3E-ELISA verwendet (His)
den nativen PDH-Komplex und das Designer-Antigen BPO 8

als Antigensubstrat. Die Kombination aus dem kiinstlichen
Polypeptid BPO und nativer PDH erhoht die Sensitivitat um
14% gegenuber dem klassischen Anti-M2-ELISA. Die Ziel-
antigene der AMA gehoren zur Enzymfamilie der Ketosauredehydrogenasekomplexe aus der mitochondrialen Atmungskette.
Die Lipoyl-bindenden Bereiche (E2) dieser Enzymkomplexe sind die Hauptautoantigene bei PBC. Das rekombinante Polypep-

tid His-BPO besteht aus den E2-Untereinheiten des verzweigtkettigen Ketosauredehydrogenasekomplexes (BCOADH), der
Pyruvatdehydrogenase (PDH) und der Ketoglutaratdehydrogenase (OGDH) sowie einem N-terminalen His-Tag.

Seren von 251 PBC-Patienten, 15 Patienten mit PBC/AIH-Uberlappungssyndrom und 1.129 Kontrollprobanden wurden mit
dem EUROIMMUN-ANti-M2-3E-ELISA (IgG) untersucht. Die Sensitivitat des Anti-M2-3E-ELISA (IgG) fir PBC betragt 93,2%
bei einer Spezifitat von 97,9%.4

Anti-SLA/LP-ELISA (IgG)

Der Anti-SLA/LP-ELISA (IgG) dient der semiquantitativen oder quantitativen In-vitro-Bestimmung humaner Autoanti-
korper der Immunglobulinklasse IgG gegen SLA/LP in Serum oder Plasma. Autoantikorper gegen SLA/LP besitzen von
allen Antikorpern die fir die AIH hochste diagnostische Treffsicherheit.® Das Vorhandensein von Anti-SLA-Autoanti-
korpern bei AlH-Patienten ist von prognostischer Relevanz, da sie mit einem erhohten Auftreten von Ruckfallen, schlechten
Prognosen, Rezidiven nach Lebertransplantation sowie problematischen Schwangerschaftsverlaufen assoziiert zu sein schei-
nen.® Bei AIH treten Anti-SLA/LP-Antikérper in der Regel als einzige Antikorperspezifitat auf. Ihre Pravalenz liegt zwar nur
zwischen 10 und 30%, der positive pradiktive Wert hingegen bei nahezu 100%. Im Wesentlichen liefert jeder positive Anti-
SLA/LP-Antikorper-Befund den Beweis fiir eine AlH; sofern die entsprechenden klinischen Symptome vorliegen. Anti-SLA/
LP-Autoantikorper konnen nicht durch IIFT auf Gewebeschnitten sicher nachgewiesen werden, sondern nur mittels mono-
spezifischen Tests, wie ELISA, Immunblot oder IIFT mit transfizierten Zellen.

Seren von 454 AlH-Patienten, 147 Patienten mit anderen Lebererkrankungen und 200 Blutspendern wurden mit dem
EUROIMMUN-AnNti-SLA/LP-ELISA (IgG) untersucht. Die Spezifitat des ELISA lag bei 100 %.

Anti-LC-1-ELISA (IgG)

Der Anti-LC-1-ELISA (IgG) erlaubt die semiquantitative Bestimmung von Antikorpern gegen LC-1. Anti-LC-1-Antikorper kon-
nen bei AIH sowohl alleine als auch in Verbindung mit anderen Autoantikorpern auftreten. Besonders bei ansonsten anti-
LKM-1-negativer Serologie deuten Anti-LC-1-Antikorper auf Typ-2-AlH hin.

Seren von 93 AlH-Patienten, 183 Patienten mit anderen Lebererkrankungen inklusive PBC sowie 200 Blutspendern wurden
mit dem EUROIMMUN-ANti-LC-1-ELISA untersucht. Die Pravalenz der Antikorper gegen LC-1 in dem Autoimmun-
hepatitis-Kollektiv betrug 5,4 %, bei einer Spezifitdt von 100 %.

Anti-LKM-1-ELISA (1gG)

Der Nachweis von Autoantikorpern gegen LKM gehort bei Verdacht auf eine AIH zur Routinediagnostik. Antikorper gegen
LKM-1 (Zielantigen: Cytochrom P450 IID6) treten insbesondere bei Kindern auf, wahrend man sie nur bei 1% der erwachse-
nen AlH-Patienten findet. Auch bei 1 bis 2% der Patienten mit positiver Hepatitis-C-Serologie sind Antikorper gegen LKM-1
nachweisbar. Bei Patienten mit AIH treten Autoantikorper gegen LKM-1 typischerweise nicht gemeinsam mit AntikOrpern
gegen SLA/LP auf. Durch Testung beider Parameter lasst sich die serologische Trefferquote fir AIH erhéhen. Zur Abgrenzung
gegenuber einer Virushepatitis ist die parallele Bestimmung der Ubrigen AlH-assoziierten Autoantikorper zu empfehlen, wie
z.B. ANA, pANCA, ASMA oder Antikorper gegen LC-1 und SLA/LP.5

18 Seren von AlH-Patienten sowie 489 Seren eines Referenzlabors wurden mit dem EUROIMMUN-ANti-LKM-1-ELISA (IgG)
und einem |IFT-Mosaik mit den Substraten Rattenleber und -niere (IgG) als Referenzmethode untersucht. Es ergab sich flir den
ELISA eine Spezifitat von 99,4 % bei einer Sensitivitat von 100% in Bezug auf den IIFT.



Multiparametrische EUROLINE-Profile

Die EUROLINE-Profile fur autoimmune Lebererkrankungen
sind qualitative In-vitro-lmmunassays zur Bestimmung von

EUROIMMUN-EUROLINE-Profil

Antikorpern gegen Leberantigene in menschlichem Serum O
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Das EUROLINE-Profil Autoimmune Lebererkrankungen um-

fasst neben den AIH- und PBC-spezifischen Parametern auch

Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PGDH). Die Bestimmung von Antikorpern gegen PGDH erleichtert die Differenzierung der
AlH von einer HBV-Infektion. In einer Studie zeigten auf einem EUROLINE 31 % der getesteten AIH- und 9% der PBC-, jedoch
keine der HBV-Patienten Autoantikorper gegen PGDH.”

Villalta und Kollegen testeten in einer Studie zu PBC-spezifischen Autoantikorperprofilen Seren von 58 PBC-Patienten,
144 Patienten mit anderen autoimmunen Lebererkrankungen und 67 Patienten mit chronischen, nichtautoimmunen Leber-
erkrankungen mit dem EUROLINE Autoimmune Lebererkrankungen Profil 2 und einem IIFT-Mosaik aus HEp-2-Zellen sowie
Rattenniere, -leber und -magen.® Aufgrund seiner hohen Sensitivitat und Spezifitdt kommen die Autoren zu dem Schluss, dass
der EUROLINE ein gut geeigneter Assay ist zur Bestatigung von IIFT-Ergebnissen oder zur Bewertung von Fallen, in denen das
klinische Erscheinungsbild und/oder das serologische Bild uneindeutig sind. In spezialisierten Referenzlaboren, in denen das
Vorkommen von PBC-assoziierten Autoantikorpern hoch ist, biete sich der EUROLINE als Einstiegstest an, um alle relevanten
PBC-spezifischen Antikorper gleichzeitig zu untersuchen und die AMA-Subspezifitaten besser und schneller definieren zu
konnen.

Serodiagnostischer Leitfaden fur autoimmune Lebererkrankungen

Klinischer Verdacht auf Hepatitis
chronische fluktuierende Erhohung von ALT und AST

Klinischer Verdacht auf Cholangitis
wiederholt erhohte GGT und/oder AP

v

v

keine CED

unauffallige Gallenwege,

auffallige Gallenwege,
bekannte CED

v

Autoimmunserologie

Bestimmung der Autoantikorper im IIFT oder mittels monospezifischer
Tests (z.B. ELISA, Immunblot)

Wiederholung
oder andere Diagnose?

o8

CED: chronisch-entziindliche Darmerkrankung, MRCP: Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie

ASMA F-Aktin Anti-LKM-1 AMA N
ANA Anti-LC-1 Nukleare Punkte
Anti-dsDNA Anti-SLA/LP Kernmembran
Anti-SLA/LP ANCA Biopsie
\A ]
Typ-1-AlH Typ-2-AlH PBC small-duct PSC PSC
ALT: Alanin-Aminotransferase, AST: Aspartat-Aminotransferase, GGT: Gamma-Glutamyltransferase, AP: Alkalische Phosphatase,




Hinweise zur serologischen Diagnostik

®  |gG-Serumspiegel sowie Anti-Aktin-Autoantikorpertiter konnen mit der Aktivitat der AIH korrelieren. AMA-Titer hingegen
korrelieren nicht mit der Krankheitsaktivitat der PBC.

B Bei akuten/fulminanten Prasentationen einer AIH konnen Autoantikorper und IgG-Erhohung fehlen.

B Seren in der IFT werden normalerweise in einer 1:100-Verdlinnung getestet. Antikorpertiter bis 1:80 konnen bei
Erwachsenen haufig auch ohne Autoimmunerkrankung auftreten. Bei Kindern und Jugendlichen konnen aber auch Titer
ab 1:10 klinisch relevant sein.5

B Bei der Serodiagnostik der AIH sollte das Thyreoidea stimulierende Hormon (TSH) bestimmt werden, da die AIH haufig
mit einer Autoimmunthyreoiditis assoziiert ist."

®  AlH ist dartber hinaus haufig mit chronisch-entztindlichen rheumatischen Systemerkrankungen assoziiert (z. B. systemis-
cher Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis, Sjogren-Syndrom).

B Ein positiver AMA-Nachweis im ELISA bei negativer IIFT ist selten, kann aber durch die hohere Sensitivitat des ELISA
oder das Erkennen von infektassoziiert auftretenden AMA erklart werden.

B Bei Verdacht auf eine PBC empfiehlt sich neben der serologischen Testung auf AMA und ANA auch der Nachweis von
ANCA.

Bestellung

Testsystem Testname Antikorper gegen Substrat Bestellnummer

Zellkerne (ANA) HEp-2-Zellen (Mensch)
Leber-Antigene, Zellkerne (ANA) Leber (Affe)
LKM + Zellkerne (ANA) Leber (Ratte) FA 1300-####-1
LKM + Mitochondrien (AMA) Niere (Ratte) bis -21
IIFT: Leber-Mosaike Glatte Muskeln Magen (Ratte) FA 1710-####
Skelettmuskel M. iliopsoas (Affe) FA 1651-####
F-Aktin VSM47-Zellen FA 1302-####-50
Losliches Leber-Antigen/ transfizierte Zellen (EU90)
IIFT Leber-Pankreas-Antigen (SLA/LP)
. ) Zellkerne (ANA) HEp-2-Zellen (Mensch) . )
IIFT: HEp-2/Leber (ANA-Globaltest) Leber (Affe) FA 15710-####-1
IIFT: Niere Mitochondrien (AMA) Niere (Maus) FA 16271-####
Anti-M2-1IFT M2-Antigen M2-BIOCHIPs (Schwein) FA 1622-####
Anti-M2-3E-ELISA (IgG) AMA-M2 EA 1622-9601 G
Anti-LKM-1-ELISA (IgG) LKM-1 ) . EA 1321-9601 G
ELISA antigenbeschichtete
Mikrotitergefalde
Anti-LC-1-ELISA (lgG) LC-1 EA 1307-9601 G
Anti-SLA/LP-ELISA (IgG) SLA/LP EA 1302-9601 G
Autoimmun AMA-M2, M2-3E, sp100, PML, gp210,
L“bo'r rkr“nek faen 14 Ag | LKM-1, LC-1, SLAILP, SS-A, Ro-52, DL 1300-####-5 G
ebererkrankunge 9 | 'scl-70, CENP A, CENP B, PGDH
antigenbeschichtete
EUROLINE Autoimmune AMA-M2, M2-3E, Sp100, PML, Teststreifen DL 1300-####-9 G
Lebererkrankungen 9 Ag gp210, LKM-1, LC-1, SLA/LP, Ro-52, m
plus F-Aktin F-Aktin
AMA-Profil (IgGM) AMA-M2, M2-3E, M4, M9 DL 1620-####-1 O
EUROASSAY | Anti-LKM-1, Anti-SLA/LP | LKM-1, SLA/LP antigenbeschichtete DA 1300-####-1 G
Teststreifen
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