Antingytrofile cytoplasmaautoantistoffer
ved systemiske vaskulitter

Bakgrunn. Antineytrofile cytoplas-
maautoantistoffer (ANCA) er antistof-
fer rettet mot antigener i cytoplasma til
neytrofile granulocytter og monocyt-
ter. Pivisning av ANCA har vist seg 4
vaere et nyttig diagnostisk verktey for
en gruppe systemiske vaskulitter, spe-
sielt Wegeners granulomatose.

Materiale og metode. 1 denne studien
er provesvar fra 319 pasienter som er
testet bade ved ELISA og immunfluor-
escens blitt vurdert. 27 av pasientene
hadde diagnosen Wegeners granulo-
matose.

Resultater. Sensitiviteten for dia-
gnosen Wegeners granulomatose var
70 % med C-ANCA og 63 % for PR3-
ELISA. Spesifisiteten var henholdsvis
97 % og 99 %. Positiv prediktiv verdi
for diagnosen Wegeners granulomato-
se var 68 % for C-ANCA og 90 % for
PR3-ELISA. Negativ prediktiv verdi
var for begge 97 %.

Fortolkning. Vi anbefaler at immun-
fluorescensmetoden brukes til scree-
ning ved spersmal om ANCA-assosiert
vaskulitt. Flere antigenspesifisiteter
kan imidlertid gi positiv immunfluor-
escens, og det skal alltid utferes PR3-
ELISA og MPO-ELISA dersom im-
munfluorescenstesten er positiv.

Antingytrofile  cytoplasmaautoantistoffer
(ANCA) er en gruppe antistoffer rettet mot
ulike komponenter i de ngytrofile granulo-
cyttenes og monocyttenes cytoplasma. Den
kliniske betydningen av ANCA ble antydet
allerede 1 1982 av Davies og medarbeidere
(1), og tre ar senere beskrev van der Woude
og medarbeidere ANCA som sensitive og
spesifikke markerer for Wegeners granulo-
matose (2). ANCA er sterkt assosiert med
systemiske vaskulitter som involverer sma
kar, slik som Wegeners granulomatose, mik-
roskopisk polyangiitt, Churg-Strauss’ syn-
drom og idiopatisk nekrotiserende halvma-
neglomerulonefritt (tab 1) (3—7).

Det er registrert en ekende insidens av
systemiske vaskulitter de siste tidr, men det
er usikkert om gkningen er reell eller om den
skyldes okt bevissthet blant klinikerne om
disse sykdommene (8—10). Sannsynligvis
skyldes en del av ekningen innfering av
ANCA-tester som et diagnostisk hjelpemid-
del. T en norsk studie ble insidensen av
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Background. Antineutrophil cytoplasmic auto-
antibodies (ANCA) are directed against antigens
located in the cytoplasm of neutrophil granulo-
cytes and monocytes. Detection of ANCA has
proved to be a useful diagnostic tool for a group of
systemic vasculitis, especially Wegener’s granu-
lomatosis. Both indirect immunofluorescence
(ITF) and ELISA have been used to detect ANCA.

Material and methods. In this study, samples
from 319 patients tested by both immunofluores-
cence and ELISA were evaluated; 27 of these
were diagnosed with Wegener’s granulomatosis.

Results. The diagnostic sensitivity for Wegen-
er‘s granulomatosis was 70 % for C-ANCA and
63 % for PR3-ANCA. The specificity was 97 %
and 99 % respectively. Positive predictive value
for the diagnosis of Wegener’s granulomatosis in
our population was 68 % for C-ANCA and 90 %
for PR3-ANCA. Negative predictive value was
97 % and 97 % respectively.

Interpretation. We recommend that immuno-
fluorescence is used for screening when an
ANCA-associated vasculitis is suspected. How-
ever, a number of antigen spesificities can
provide the immunofluorescence patterns, and
for this reason we recommend PR3-ELISA and
MPO-ELISA tests whenever the immunofluores-
cence test is positive.

Wegeners granulomatose med nyreaffek-
sjon funnet a vaere ca. fem per million per
ar i perioden 1988—-98 (11), og med en gken-
de insidens mot slutten av tiarsperioden (K.
Aasared, personlig meddelelse).

Initialt ble ANCA 1 serum pavist ved in-
direkte immunfluorescens, der man brukte
etanolfikserte normale granulocytter som
antigensubstrat. Fluorescensmensteret pa
cellene ble beskrevet som cytoplasmatisk
(C-ANCA) og perinukleert (P-ANCA) (12).

Tidsskr Nor Leegeforen nr. 12, 2002; 122: 1185—-8

Ved C-ANCA-positivitet er fluorescensen
granulaer og fordelt i cytoplasmaet, ofte med
en aksentuering mellom de nukleare lappe-
ne. P-ANCA-mensteret innebaerer farging
av det perinuklezre omradet og represente-
rer et artefakt forarsaket av etanolfikserin-
gen, som forer til at positivt ladede partikler
i cytoplasma beveger seg mot den negativt
ladede cellekjernen (fig 1). Neytrale eller
svakt kationiske partikler manifesterer ikke
dette mensteret. Ved tilsvarende testing pé
formalinfikserte granulocytter vil begge dis-
se autoantistoffene gi et cytoplasmatisk
menster. Fluorescensmenstre som atskiller
seg fra C- og P-ANCA, betegnes som aty-
pisk ANCA og sees ved andre antigenspesi-
fisiteter (13).

En ngytral serinprotease, proteinase-3
(PR3), er det viktigste antigenet for C-AN-
CA. PR3 finnes i de primere granula i noy-
trofile granulocytter og i monocyttenes lyso-
somer, og renfremstilte antigener kan an-
vendes i spesifikke ELISA-tester. Nar
C-ANCA er til stede hos pasienter med
Wegeners granulomatose, er antigenet som
oftest PR3 (5). Myeloperoksidase (MPO) er
et positivt ladet enzym som ogsa finnes i
granula i neytrofile granulocytter og i mono-
cytter. Hos pasienter med mikroskopisk
polyangiitt, Churg-Strauss’ syndrom og
idiopatisk nekrotiserende halvméneglome-
rulonefritt som er P-ANCA-positive, er
myeloperoksidase det antigenet det oftest
pavises antistoff mot. P-ANCA-mensteret
kan imidlertid ogséa sees hos pasienter med
andre sykdommer som for eksempel syste-
misk lupus erythematosus, revmatoid artritt
(14), inflammatorisk tarmsykdom (13, 15) og
Henoch-Schenleins purpura (16). Antigenet
er da som oftest ikke myeloperoksidase,
men kan blant andre vere elastase, cathep-
sin-G, azurocidin, laktoferrin eller lysozym
(13). Disse sykdomsassosiasjonene er mind-
re godt kartlagt, og de er heller ikke sa sterke
at slik testing har fatt praktisk diagnostisk
anvendelse.

I denne studien har vi gnsket sammenlik-
ne testmetodene for ANCA-diagnostikk ved
St. Olavs Hospital, herunder beregning av
sensitivitet og spesifisitet, samt positiv og
negativ prediktiv verdi for testene hos pa-
sienter med Wegeners granulomatose.

Materiale og metode

Testprosedyrer

Fra september 1997 til november 1998 ble
alle ANCA-rekvisisjoner testet bdde med
ELISA og med immunfluorescens. Fra no-
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vember 1998 er immunfluorescens brukt
som screeningmetode, og alle positive resul-
tater blir kontrollert med ELISA-tester.

Novalite immunofluorescence assay.
Etanol- og formalinfikserte humane neytro-
file granulocytter er bundet i brenner pa se-
parate objektglass, og eventuelle antistoffer
i pasientserum med spesifisitet for granulo-
cyttene bindes ved inkubasjon med serum-
fortynning. Et fluorescerende antihumant
IgG-konjugat tilsettes og binder seg til
serumantistoffet (fig 1).

Quanta Lite ELISA kit. To forskjellige
analysesett har henholdsvis myeloperoksi-
dase og PR3 som renfremstilte humane an-
tigener bundet til brennene pa mikrotiterpla-
te. Ved inkubasjon med serumfortynning
som inneholder antistoff spesifikt mot disse
vil antistoffet bindes. Et kromogent substrat
bundet til enzymmerket antiglobulin mot
humant IgG tilsettes, og fargeintensiteten
avspeiler antistoffmengden.

Intertestreliabilitet

Jfor immunfluorescens

Alle sera i testperioden var nedfryst til
—20°C og tilgjengelig for retesting. Alle
sera fra 3. kvartal 1998 som var C/P-ANCA-
positive, ble tint opp og testet pa nytt med
ANCA-immunfluorescens. Dette utgjorde
42 praver. 23 tilfeldig valgte negative prover
fra samme periode ble ogsa retestet med im-
munfluorescens. Immunfluorescenstestene
ble vurdert av en medisinstudent som hadde
gjennomgatt et interaktivt opplaringspro-
gram (ANCA-tutor), samt vurdert 100 im-
munfluorescenstester i vanlig rutinedia-
gnostikk. Vedkommende hadde ikke kunn-
skap om tidligere funn. Fullstendig
overensstemmelse mellom opprinnelig re-
sultat og resultat av retestingen innebar at

i)

b

Figur 1 a) Positivt C-ANCA-immunfluor-
escensmonster slik det fremstdar ved etanol-
fiksering av noytrofile granulocytter. Farge-
oppladningen er lokalisert i cytoplasma.
b) Positivt P-ANCA-immunfluorescensmon-
ster slik det fremstdr ved etanolfiksering av
noytrofile granulocytter. Fargeoppladnin-
gen er lokalisert perinuklecert

bade det etanolfikserte og det formalinfik-
serte preparatet ble vurdert likt. Delvis over-
ensstemmelse foreld dersom enten det for-
malinfikserte preparatet eller det etanolfik-
serte preparatet ble vurdert forskjellig.
Dersom béde etanol- og formalinfiksering
var avvikende fra den opprinnelige vurde-

Tabell 1 Benevnelse og definisjoner pA ANCA-assosierte systemiske vaskulitter (6, 7)

Wegeners granulomatose

Nasal og oral inflammasjon (smertefulle eller smertefrie orale ulcerasjoner eller purulent/

blodig nasal utflod)

Abnormale lungefunn pé rentgen (knuter, faste infiltrater eller caverner)
Urinsediment (mikrohematuri eller erytrocyttsylindere i sedimentet)

Granulomates inflammasjon i biopsi (histologiske forandringer som viser granulomates
inflammasjon i arterieveggen eller i det perivaskulare eller ekstravskulere omrade i arte-

rier eller arterioler)

Mikroskopisk polyangiitt!

Nekrotiserende vaskulitt med fé eller ingen immunnedslag og som affiserer sma kar (ka-
pillerer, venyler eller arterioler). Nekrotiserende arteritt i sm4 til mellomstore arterier
kan sees. Betennelse i lungekapillaerer er ofte til stede. Nekrotiserende glomerulonefritt

er svert vanlig

Churg-Strauss’ syndrom

Eosinofilrik og granulomates betennelse i luftveiene, samt nekrotiserende vaskulitt i sma
til mellomstore kar. Tilstanden er assosiert med astma og til eosinofili i blod

!Tdiopatisk nekrotiserende halvméneglomerulonefritt (IHGN) regnes som mikroskopisk polyangiitt

lokalisert kun til nyrene
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ringen, ble dette kategorisert som fullstendig
uoverensstemmelse.

Pasienter med Wegeners
granulomatose og vaskulitter
Diagnosene til ANCA-testede pasienter ble
hentet frem. Opplysningene fra journalene
til pasientene som hadde fatt diagnosen We-
geners granulomatose, ble vurdert ut fra
klassifikasjonskriteriene utarbeidet av Ame-
rican College of Rheumatology (ACR) (7),
og pasientene som oppfylte to eller flere av
kriteriene, ble vurdert & ha sykdommen.
Positiv ANCA inngér ikke som ett av krite-
riene. P4 bakgrunn av testresultatene ble
sd sensitivitet og spesifisitet beregnet for
hver av de fire ANCA-testene med henblikk
pa diagnosen Wegeners granulomatose
(ICD-9, 446.4).

Resultater

408 sera fra 319 pasienter ble testet for hen-
holdsvis C-ANCA, P-ANCA og med anti-
PR3- og -MPO-ELISA.

Av de 319 pasientene var det 29 som hadde
fatt diagnosen Wegeners granulomatose. 27
av de 29 pasientene oppfylte minst to av de
fire ACR-kriteriene for diagnosen Wegeners
granulomatose (tab 1). Dette gir en pretest-
sannsynlighet i materialet pa 8,5 %. Av de 27
pasientene var 17 menn (63 %) og ti kvinner
(37 %). Median alder var 42 &r, med spred-
ning 14—80 ar. For to av de 29 pasientene med
diagnosen Wegeners granulomatose sann-
synliggjorde en gjennomgang av sykejourna-
len at det dreide seg om henholdsvis revma-
toid artritt og mikroskopisk polyangiitt.

Ved immunfluorescenstest fant vi at av de
27 pasientene med verifisert diagnose var 19
C-ANCA-positive. Dette gir en sensitivitet
pé 70%. I tillegg var P-ANCA positiv hos
to av pasientene (7 %). For P-ANCA og C-
ANCA til sammen gir dette en sensitivitet pa
78 % nar det gjelder Wegeners granulomato-
se. Atypisk ANCA ble pavist hos tre pasien-
ter (10 %) med Wegeners granulomatose. I
ELISA-testen var 17 av pasientene (63 %)
positive for PR3-ELISA, mens to (7 %) var
positive for MPO-ELISA. Samlet sensitivi-
tet for ELISA var 70 %.

283 av 292 pasienter uten Wegeners gra-
nulomatose var P- og C-ANCA-negative.
Dette gir en spesifisitet pa 97 %. For ELISA-
testen var 290 av 292 negative for PR3-
ELISA, en spesifisitet pd 99 %. Tilsvarende
var 269 MPO-ELISA-negative, en spesifisi-
tet pa 92 % (fig 2). Postiv prediktiv verdi for
diagnosen Wegeners granulomatose var
90 % for PR3-ELISA, vesentlig hayere enn
for C-ANCA (fig 3).

302 av de 319 pasientene som var ANCA-
testet var i tillegg testet for antinuklezre an-
tistoffer (ANA). 58 av pasientene (19 %) var
ANA-positive. Av de pasientene som hadde
fatt pavist P-ANCA, var 70 % i tillegg vur-
dert som ANA-positive. Tilsvarende tall for
dem med atypisk ANCA var 46% og for
C-ANCA 13 %.
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Prosent

Prosent 100
100 + 80
80 - 604
60 - 404
40 4 20
20 - 0+
C-ANCA PR3-ELISA P-ANCA MPO-ELISA
0 "
W Positiv pre- 67,9 89,5 18,2 8,0
C-ANCA PR3-ELISA P-ANCA MPO-ELISA diktiv verdi
M Sensitivitet 70,4 63,0 7.4 7,4 ONegativ pre- 97,3 96,7 91,9 91,5
[ Spesifisitet 96,9 99,3 96,9 92,1 diktiv verdi

P-ANCA og MPO-ELISA

Figur 2 Sensitivitet og spesifisitet med henblikk pd diagnosen
Wegeners granulomatose for henholdsvis C-ANCA, PR3-ELISA,

Figur 3 Positiv og negativ prediktiv verdi med henblikk pd
diagnosen Wegeners granulomatose for henholdsvis C-ANCA,
PR3-ELISA, P-ANCA og MPO-ELISA. Positiv prediktiv verdi
(PPYV) er definert som: Sant positive/(sant positive + falskt posi-
tive) X 100. Negativ prediktiv verdi (NPV): Sant negative/(sant
negative + falskt negative) X 100

Intertestreliabilitet

for immunfluorescens

Av de til sammen 65 sera som ble testet om
igjen, var det fullstendig overensstemmelse
mellom den gamle og den nye vurderingen i
41 av tilfellene (80 %). Delvis overensstem-
melse foreld i sju tilfeller (11 %). I seks (9 %)
av serumprevene var det fullstendig uover-
ensstemmelse. Alle de seks provene med
full uvoverensstemmelse var vurdert som
svake reaksjoner, og fem av dem hadde ne-
gativ ELISA for anti-MPO og -PR3.

Diskusjon

De siste ti arene har ANCA fatt en sentral
plass i utredning og oppfelging av pasienter
med systemiske vaskulitter. I vart materiale
var sensitiviteten for C-ANCA 70 % for pa-
sienter med Wegeners granulomatose. Sen-
sitiviteten i tilsvarende studier har variert fra
56 % (17) til 93 % (18). En metaanalyse har
vist at sensitiviteten er sveert avhengig av om
sykdommen er aktiv eller i remisjon (19).

Hos pasientene med Wegeners granulo-
matose hadde PR3-ELISA i vart materiale
en sensitivitet pa 63 % og MPO-ELISA til-
svarende 7%. Det rapporteres i litteraturen
om sensitivitet fra 65 % (20) og opptil 85 %
(21) for PR3-ELISA i denne pasientgruppen.
Tidligere studier har imidlertid vist at opp-
til 24 % av pasienter med Wegeners granu-
lomatose kan ha MPO-ELISA-positivitet
(20).

Spesifisiteten for C-ANCA var i vart
materiale 97 % for diagnosen Wegeners gra-
nulomatose. Spesifisiteten for PR3-ELISA
var 99 %. Rao og medarbeidere rapporterer
en spesifisitet pd 98 % (95 % K1 96—-99,5 %)
ndr man regner med alle stadier av sykdom-
men (19). Ingen av pasientene i vart mate-
riale var positive for bade MPO-ELISA og
PR3-ELISA. Dette kan tyde pa at spesifisitet
mot disse to antigenene er gjensidig uteluk-
kende.
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Positiv og negativ prediktiv verdi for
ANCA-testene vil pavirkes av pretestsann-
synligheten for at pasienten har vaskulitt.
For en pasient med raskt forlopende glome-
rulonefrittsyndrom vil positiv prediktiv ver-
di veere ca. 98 % nar bade C-ELISA og PR3-
ELISA er positiv, mens den vil synke til ca.
47% dersom pasienten kun har proteinuri,
hematuri og serum-kreatinin < 130 pmol/l.
(22). Med en pretestsannsynlighet pé 8,5 %
for Wegeners granulomatose, som i vart
materiale, synes en positiv prediktiv verdi
for PR3-ANCA pa 90% & vere et godt re-
sultat.

I gruppen av pasienter med P-ANCA og
atypisk ANCA paviste vi en hgy andel av se-
ra som var positive for antinukleare anti-
stoffer (ANA). P-ANCA kan til forveksling
likne en homogen/perifer ANA. Der hvor
det pavises mulig positiv P-ANCA, ber all-
tid ogsd ELISA-test utfores, selv om P-AN-
CA-reaksjonen antas a skyldes positiv
ANA. Det er imidlertid viktig & presisere at
positiv ANA-test ofte er til stede sammen
med positiv ANCA, og at positive prever pa
immunfluorescens ogsa ber testes med
ELISA. Da immunfluorescenstesten synes &
vaere mer sensitiv enn ELISA, spesielt for
anti-PR3, har vi valgt a bruke immunfluor-
escenstesten til screening og ELISA som en
konfirmerende og kvantitativ test. Flere pa-
sienter som under behandling er blitt
ELISA-negative, er fortsatt immunfluor-
escenspositive.

Retesting av 42 serumprever som var til-
gjengelige ved avdeling for immunologi og
transfusjonsmedisin viste at retestreliabilite-
ten er relativt god for immunfluorescens.
Bare 9 % av provesvarene var ikke i samsvar
med tidligere analyse, og denne uoverens-
stemmelsen skyldtes i hovedsak ulik tolking
av svakt positive resultater.

Var undersegkelse var ikke utformet for &
vise en eventuell sammenheng mellom an-

tistoffenes styrke over tid og sykdommens
aktivitet. Flere tidligere undersekelser kon-
kluderer imidlertid med at for pasienter med
Wegeners granulomatose faller ANCA-ti-
trene signifikant nar sykdommen gér i remi-
sjon (18, 23, 24), og at haye ANCA-titere og
titerstigning indikerer okt risiko for tilbake-
fall (25). Andre studier konkluderer med en
relativt begrenset verdi av a bruke ANCA-
titer i monitorering av sykdomsforlepet (13,
26, 27).

En patofysiologisk rolle for ANCA i
utvklingen av systemisk vaskulitt er sann-
synlig, men enna ikke bevist (28). Aktive-
ring av neytrofile granulocytter ved ulike
stimuli, slik som TNF-a, IL-1, IF-y, komple-
mentfragmenter og sannsynligvis ogsa av
ANCA selv, kan fore til at proteiner fra de
azurofile granula, blant andre PR3, translo-
keres til celleoverflaten, hvor ANCA kan
binde seg til dem (29, 30). ANCA bundet til
PR3 er vist & indusere oksidativ frigjering og
degranulering (29, 31). Det er ogsé eksperi-
mentelle indisier pd at PR3 forbigdende kan
bli uttrykt pa endoteloverflaten og dermed
muliggjere en direkte binding av ANCA til
endotelcellene og slik forsterke den inflam-
matoriske prosessen (32). Det er imidlertid
fremdeles et ubesvart spersmal hvorfor
ANCA er til stede hos disse pasientene, og
hvorfor antistoffene ikke kan pavises f.eks. i
nyrebiopsier hos pasienter med ANCA-
assosiert glomerulonefritt (33, 34).

Pa basis av vare og andres undersgkelser
anbefaler vi at hos pasienter der det er kli-
nisk mistanke om systemisk vaskulitt, ber
indirekte immunfluorescens-ANCA brukes
som screening. Hos pasienter der C-ANCA,
P-ANCA eller atypisk ANCA blir pévist,
ber MPO- og PR3-ELISA brukes til verifi-
kasjon.
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