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Vaskulitisi malih krvnih Zila udruzeni sa antineutrofil-
nim citoplazmatskim autoantitijelima (ANCA) su rijet-
ke bolesti karakterizirane infiltracijom upalnih stanica i
nekrozom stjenke krvne Zile. Klasi¢na citoplazmatska ili
C-ANCA itipi¢na perinuklearna ili P-~ANCA prepoznaju
proteinazu 3 (PR3-ANCA) i mijeloperoksidazu (MPO-
ANCA). Atipi¢na ANCA prisutna su u upalnim bolesti-
ma crijeva, autoimunim bolestima jetre, raznim infek-

Klju¢ne rijeci

cijama i lijekovima izazvanim vaskulitisima. Ta atipi¢na
ANCA prepoznaju razlicite ciljne antigene. Vazno je ja-
sno razlikovati PR3-ANCA i MPO-ANCA kao pouzda-
ne biomarkere pri dijagnozi i pra¢enju aktivnosti bolesti
od “atipi¢nih” ANCA. Prema dogovoru se ANCA otkri-
vaju metodom indirektne imunofluorescencije (IIF), a za
dokazivanje specifi¢nih autoantitijela i njihovih ciljnih
antigena koriste se enzimski imunotestovi.

ANCA, vaskulitis, laboratorijska dijagnostika

Summary

The antineutrophil cytoplasmic antibody (ANCA) are
associated with distinct forms of primary small vessel
vasculitides, collectively reffered to as ANCA-associat-
ed vasculitis (AAV). ANCA were originally identified by
IIE. Importantly, however, only ANCA directed to PR3
(PR3-ANCA) or MPO (MPO-ANCA) are relevant for
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the diagnosis AAV, there is international consensus that
ANCA should be detected by a combination of IIF and
antigen-specific assays, i.e. detection of PR3 and MPO-
ANCA. Several novel technologies have become avail-
able for antigen-specific ANCA detection.

ANCA, vasculitis, clinical laboratory diagnosis
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Uvod

Vaskulitisi su heterogena skupina klinickih sindroma
obiljezenih upalom krvnih zila. Vaskulitisi malih krvnih
zila su u vecini slucajeva povezani s autoimunim oste-
¢enjem krvnih zila nakon talozenja imunokompleksa u
njihovoj stijenci. Povezani su s pojavom antineutrofilnih
citoplazmatskih autoantitijela (eng. anti-neutrophil cyto-
plasmic antibodies - ANCA) koja se mogu vezati s aktivi-
ranim neutrofilnim granulocitima, koji poja¢ano otpu-

Identifikacija ANCA autoantitijela

$taju kemokine i citokine koji izazivaju upalu i ostec¢uju
okolne krvne zila (1,2).

Laboratorijska dijagnostika vaskulitisa temelji se na ot-
krivanju ANCA, kao i testova kojima se utvrduje imu-
noloski tip reakcije i prisustvo upale: imuni kompleksi,
reuma faktor (RF), krioglobulini, komplement, imuno-
globulini, antinuklearna antitijela (ANA), virusi, C-re-
aktivni protein i dr.

Postoji velik broj antigena koji se primjenjuju za otkri-
vanje autoantitijela povezanih sa specificnim sistemskim
ili organskim autoimunim bolestima. Klini¢ka korisnost
rezultata ovisi o kvaliteti laboratorijkskih testova. Idealan
dijagnosticki test je visoko specifi¢an i osjetljiv. Takoder
moze prepoznati sve bolesnike koji boluju od odredene
bolesti te ne daje pozitivne rezultate za ispitanike koji ne
boluju od bolesti.

ANCA su heterogena skupina cirkuliraju¢ih autoantiti-
jelakoja prepoznaju proteine citoplazmatskih granula ili
druge sastavnice citoplazme i jezgre neutrofilnih granu-
locita. Standardna metoda za otkrivanje ANCA jest in-
direktna imunofluorescencija (eng. indirect-immunoflu-
orescence - IIF) na etanolom fiksiranim ljudskim granu-
locitima. Djelomi¢na destrukcija lipidnog dvosloja cito-
plazmatskih granula omogucava oslobadanje sadrzaja u
citoplazmu. Jaki kationski enzimi uklju¢ujuéi i mijelope-
roksidazu (MPO) vezu se za negativno nabijene nukle-
arne membrane, dok manje kationski enzimi, kao pro-
teinaza 3 (PR3) ostaju u citoplazmi. Sukladno usuglase-
nim stajalistima ANCA pokazuju cetiri razli¢ita imuno-
fluorescentna uzorka na etanolom fiksiranim ljudskim
granulocitima; klasi¢na citoplazmatska ili C-ANCA, pe-
rinuklearna ili P-ANCA, izrazito perinuklearna ili “ati-
pi¢na” a/P-ANCA i atipi¢na ANCA (3,4)
Citoplazmatski (C-ANCA) imunofluorescentni uzorak
karakterizira sjajna zrnata fluorescencija citoplazme s izra-
zitom fluorescencijom septuma izmedu jezgrinih segme-
nata. Ciljni autoantigen je PR3, enzim iz a-granula mije-
loidnih stanica i granulocita te monocitnih lizosoma. En-
zim se moze dokazati i u ranoj fazi monomijeloidne dife-
rencijacije. Pripada serinskim proteazama. Kationska PR3
proteoliticki djeluje na elastin, fibronektin, laminin, tip IV
kolagena i ima izraZen antimikrobni u¢inak. a -antitrip-
sin je prirodni inhibitor. Enzim je kloniran, identificiran
glikoprotein molekularne mase 29 kDa sa 228 aminoki-
selina. Aktivirani neutrofili oslobadaju PR3 nakon fuzije
a-granula s plazmatskom membranom (5,6).
Perinuklearni (P-ANCA) imunofluorescentni uzorak ka-
rakterizira intenzivna fluorescencija periferije jezgre s dje-
lomi¢nom fluorescencijom sredi$njeg dijela jezgre. Ciljni
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autoantigen je MPO, a tek iznimno PR3. MPO, kation-
ski protein iz a-granula, molekularne mase 146 kDa ima
klju¢nu ulogu u produkciji reaktivnih oblika kisika te moze
potaknuti H,O, na stvaranje hipoklorne kiseline, produk-
ta snaznog mikrobicidnog uc¢inka. Kationski naboj MPO
favorizira njegovo pridruzivanje anionskim strukturama
kao $to je glomerularna bazalna membrana (7,8).
Izrazita perinuklearna ili “atipi¢na” a/P-ANCA, kara-
kerizirana je izrazitom perinuklearnom fluorescencijom
s minimalnom fluorescencijom unutar jezgre. Atipi¢na
a/P-ANCA protiv drugih ciljnih autoantigena se nalazi
u kroni¢nim upalnim bolestima crijeva, autoimunim bo-
lestima jetre, bolestima potpornih tkiva, raznim infek-
cijama i nekim vaskulitisima izazvanim lijekovima. Ta
“atipicna” a/P-ANCA prepoznaju razlicite ciljne antige-
ne, kao katepsin G, laktoferin, aktin, tropomiozin, ela-
stazu, baktericidni protein i histon 1. Neki predlazu da se
ta autoantitijela ne ubrajaju u ANCA, nego da se nazovu
autoantitijela specifi¢na za neutrofile (NSE) jer se njihovi
ciljni antigeni nalaze u jezgri i jezgrinoj membrani, a ne
samo u citoplazmi neutrofilnih granulocita (1,5).
Atipicni (a-ANCA) najces¢e kombinacija citoplazmatske
i perinuklearne fluorescencije (5). PR3-ANCA i MPO-
ANCA su autoantitijela na kojima se temelji dijagnostika
ANCA vaskulitisa, a karakteriziraju ih razlic¢ita osjetlji-
vost i specifi¢nost. Karakteristi¢na su za aktivnu sistem-
sku bolest, u vecini slu¢ajevaa titar im korelira s aktiv-
nosti bolesti i s uspjesnosti terapije. Mogu posluziti i u
klinickom pracenju bolesnika. Naime, ponovna pojava
ili poviSenje titra autoantitijela upucuje na egzacerbra-
ciju bolesti (2).

Da se izbjegne propust u klinickoj interpretaciji od pre-
sudne je vaznosti jasno razlikovati PR3-ANCA i MPO-
ANCA kao pouzdane biomarkere pri dijagnozi i prace-
nju aktivnosti bolesti u bolesnika s vaskulitisima od a/P-
ANCA ili autoantitijela specifi¢nih za neutrofile (NSA)
koja prepoznaju mnoge antigene u bolesnika s kroni¢nim
upalnim bolestima crijeva, jetre i bolestima potpornih
tkiva. Oko 5% seruma koji pokazuju pozitivne P-ANCA
ili “atipicne” P-ANCA uzorke na etanolom fiksiranim
granulocitima su negativni ELISA testom (9).



Tehnike i metode za otkrivanje antitijela

Laboratoriji koji se bave dijagnostikom autoimunih bo-
lesti, primjenjuju imunotestove kao osnovnu tehniku ot-
krivanja autoantitijela. Vazni antigeni su dobro karak-
terizirani, $to je bitno za razlikovanje metoda kojima se
otkrivaju autoantitijela (10,11). Testovi probira za otkri-
vanje autoantitijela provode se za brojne sistemske i or-
ganske autoimune bolesti. Zahtjevi za provodenjem tih
testova znatno su porasli, najvise zbog povec¢anog po-
znavanja prirode autoantitijela.

Imunifluorescencija

Primjenom IIF u dijagnostici ANCA autoantitijela iz
bolesnikova seruma prepoznaju nedefinirane antigene
te pokazuju karakteristi¢an izgled koji se moze poveza-
ti s odredenom bolesti. Karakteristi¢cnim izgledom IIF
pozitivnih uzoraka procjenjuje se koji specifi¢ni antige-
na treba traziti u uzorku seruma bolesnika.

IIF je osjetljiva metoda, pa ipak nedovoljno specifi¢-
na, a postoje i ogranicenja kao $to su varijacija supstra-
ta, subjektivno tumacenje rezultata, niska ponovljivost
i manjak standardizacije (10). Kako bi se prevladala ova
ogranicenja, nedavno su uvedeni potpuno automatizirani
ITF sustavi za tumacenje rezultata testa s programima za
prepoznavanje specificnog izgleda ANCA. Analiza AN-
CA autoantitijela tehnikom IIF, za sada, ostaje glavnom
metodom dijagnosticiranja, ali postoji konsenzus da se
specifi¢no autoantitijelo na PR3-ANCA ili MPO-ANCA
u dijagnostici ANCA pridruzenih vaskulitisa potvrduje
enzimskim imunotestovima (12).

Enzimski imunotest

Enzimski imunotest ELISA (eng. enzyme-linked immu-
nosorbent assay) u analizi koristi antigene izolirane iz
ljudskih granulocita ili rekombinantne antigene. Specific¢-
nost testa ELISA za mjerenje koncentracije autoantitije-

Interpretacija rezultata

la jako ovisi o kvaliteti primjenjenih antigena te je vazno
da antigen ima identi¢nu sekvencu, konformaciju i post-
translacijske modifikacije kao i ljudski antigen.
Enzimski imunotest (eng. enzyme immunoassay - EIA)
je danas u $irokoj uporabi za otkrivanje specificnih nu-
klearnih ili citoplazmatskih antigena kod organskih ili
sistemskih imunoloskih poremacaja (1).

Visestruki imunotestovi

Visestruki imunotestovi podrzavaju otkrivanje visestru-
kih autoantitijela u jednom pokusaju u isto vrijeme.
Imunoblot (eng. line-blot immunoassay) je visestruki
imunotest koji moze paralelno analizirati razlicite tipo-
ve autoantitijela. Imunoblot s trakama koristi gotovo je-
dino rekombinantne antigene, koji su imobilizirani na
najlonskoj test traci. Kad ih se inkubira sa serumom, au-
toantitijela iz uzorka vezu se na linije antigena na traci,
a vizualiziraju se dodatnim reakcijama.

Tehnologija mikropostroja

Tehnologija mikropostroja kod kojeg su antigeni smje-
$teni ravno na dnu (eng. planar) razvijena je i primjenju-
je se za istovremeno otkrivanje razlicitih autoantitijela
koristenjem “sandwich” metode imunotesta.
Multipleks tehnologija

Kao alternativa mikropostrojima, razvijena je proto¢na
citometrija, za testove temeljene na istovremenoj vise-
strukoj detekciji specifi¢nih antitijela (eng. flow cytometry
for multiplex bead-based assays). Multipleks-tehnologija
znaci mogucnost spajanja viSestrukih testova i istovre-
meno mjerenje vie analita u jednom uzorku. Usporedba
ELISA metode i multipleks-tehnologije kod bolesnika u
ANCA pridruzenom vaskulitisu dala je zadovoljavajuce
rezultate. Osjetljivost, pouzdanost i tocnost ovih testova
sli¢ne su kao i kod ELISA postupaka (13).

Prema usuglasenim stajalistima pozitivni ANCA IIF re-
zultati se izvjestavaju kao, C-ANCA, P-ANCA i atipi¢na
ANCA, a kada se ne mogu odrediti zbog interferencije
antinuklearnih antitijela (ANA), to treba naglasiti. Rezul-
tat antigen specificnog nalaza se izvjeStava arbitrarnim
jedinicama u kombinaciji sa grani¢nim (eng. cut-off) vri-
jednostima. Rezultati testova koji koriste internacionalne
standarde za kalibraciju se izrazavaju u internacionalnim
jedinicama (IU). Preporuka je da se kao rezultat pretrage
izdaje objedinjen IIF ANCA i antigen specifi¢ni nalaz, te
podaci o osjetljivosti i specifi¢nosti testa (4).

Predlaze se izrazavanje rezultata pomocu omjera vje-
rojatnosti (eng. likelihood ratio - LR). Omjer vjerojat-
nosti za pozitivan rezultat pretrage (LR+) govori o to-
me koliko je puta vjerojatnije da e se pozitivan rezul-
tat testa pojaviti u bolesnika nego u zdravog ispitanika,

ovisi o osjetljivosti i specifi¢nosti testa, a primjenjiv je
na odredenu klinicku situaciju. Pozitivan LR+ je najbo-
lji pokazatelj za postavljanje dijagnoze $to u praksi de-
finira klini¢ar prema konkretnoj klini¢koj slici. Omjer
vjerojatnosti za negativan rezultat (LR-) je dobar poka-
zatelj za odbacivanje dijagnoze. Laboratorijske metode
koje se primjenjuju za otkrivanje ANCA takoder utje¢u
na na omjer vjerojatnosti (3). Oc¢ito je da antigen-speci-
fiéni testovi za otkrivanje ANCA u dijagnostici ANCA
vaskulitisa imaju prednost u odnosu na IIE, medutim i
izmedu razlicitih antigen-specifi¢nih testova moze po-
stojati razlika, pogotovo kada grani¢ne vrijednosti nisu
jasno definirane.

Laboratoriji koriste razlic¢ite tehnike i metode u dija-
gnostici ANCA autoantitijela te interpretacija rezultata
pomocu omjera vjerojatnosti podrazumijeva odrediva-
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nje LR prema primjenjenim testovima odredenog labo-
ratorija $to u konacnici pobolj$ava dijagnostiku. Da bi
se izbjegla varijabilnost u interpretaciji rezultata za AN-
CA vaskulitise potrebna je bolja standardizacija klini¢-

Zakljucak

kih manifestacija koje opravdavaju zahtjeve za odredi-
vanjem ANCA autoantitijela i standardizacija testova za
njihovim dokazivanjem koji se primjenjuju u laborato-
rijskoj dijagnostici.

Razvoj tehnologije i automatizacija u laboratorijskoj di-
jagnostici ANCA prati i porast zahtjeva za odredivanjem
ANCA autoantitijela. Cesto su zahtjevi nespecifi¢ni za
odredenu dijagnozu $to dovodi do porasta lazno pozitiv-
nih i lazno negativnih rezultata. Nadalje zbog velike vari-
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