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POPIS KRATICA

ANCA (engl. antineutrophil cytoplasmic antibodies) — antineutrofilna citoplazmatska

protutijela

MHC (engl. major histocompatibility complex) — glavni sustav tkivne podudarnosti
HLA (engl. human leukocyte antigen) — humani leukocitni antigen

Ig (engl. immunoglobulin) — imunoglobulin

TNF (engl. tumor necrosis factor) — faktor tumorske nekroze

IL (engl. interleukin) — interleukin

AAYV (engl. ANCA associated vasculitis) — ANCA vaskulitisi

MPO (engl. myeloperoxidase) — mijeloperoksidaza

PR3 (engl. proteinase 3) — proteinaza 3

p-ANCA (engl. perinuclear ANCA) — perinuklearna ANCA

c-ANCA (engl. cytoplasmic ANCA) — citoplazmatska ANCA

CHC (engl. Chapel Hill Consensus Conference) — konferencija u Chapel Hillu
GPA (engl. granulomatosis with polyangiitis) — granulomatoza s poliangiitisom
MPA (engl. microscopic polyangiitis) — mikroskopski poliangiitis

EGPA (engl. eosinophilic granulomatosis with polyangiitis) — eozinofilna granulomatoza s

poliangiitisom

NET (engl. neutrophil extracellular trap) — neutrofilna izvanstani¢na zamka

ARDS (engl. acute respiratory distress syndrome) — akutni respiratorni distresni sindrom
HIV (engl. human immunodeficiency virus) — virus humane imunodeficijencije

GBM (engl. glomerular basement membrane) — glomerularna bazalna membrana

SE (engl. erythrocyte sedimentation rate) — sedimentacija eritrocita

CRP (engl. C-reactive protein) — C-reaktivni protein
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EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) — etilendiamintetraoctena kiselina
IF (engl. indirect immunofluorescence) — indirektna imunofluorescencija
ELISA (engl. enzyme linked immunosorbent assay) — enzimski imunotest

RAVE (engl. Rituximab in ANCA-Associated Vasculitis) — rituksimab u lijeCenju ANCA

vaskulitisa

RITUXVAS (engl. Rituximab versus Cyclophosphamide in ANCA-Associated Vasculitis) —

rituksimab nasuprot ciklofosfamidu u lijeCenju ANCA vaskulitisa

MYCYC (engl. Mycophenolate mofetil versus cyclophosphamide in ANCA-Associated

Vasculitis) — mikofenolat mofetil nasuprot ciklofosfamidu u lije¢enju ANCA vaskulitisa

MAINRITSAN2 (engl. Comparison of individually tailored versus fixed-schedule rituximab
regimen to maintain ANCA-associated vasculitis remission) — usporedba individualizirane
terapije rituksimabom nasuprot fiksnih intervala doziranja kod odrzavanja remisije ANCA

vaskulitisa
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Uvod

1. UvOD

Imunologija je biomedicinska znanost koja proucava imunost, odnosno sposobnost
organizma da se odupre djelovanju stranih tvari tj. antigena. Prije stotinjak godina, kad se
imunologija razvijala u krilu mikrobiologije, pod tudim su se tvarima podrazumijevali samo
mikroorganizmi i njihovi toksini. Pojam imunosti, u Siremu smislu rije¢i, danas je proSiren na
i genskoga integriteta organizma. Podruc¢je imunologije obuhvaca: imunost na infekcije, stanja
imunosne preosjetljivosti, imunodeficijencije, imunosnu reakciju na presatke, tumore i

autoimune bolesti (1).

1.1. Autoimunost

U autoimunosnom procesu organizam na vlastite antigene reagira kao na tude, odnosno
prekida se prirodna imunotolerancija nekih vlastitih antigena. Mehanizme nastanka
autoimunosti moZemo podijeliti u one koji po€inju zbog promijenjenih znacajki reagiranja na

vlastite antigene i one koji nastaju zbog pojave zabranjenih klonova (2).

U organizmu normalno postoje potencijalno autoreaktivni limfociti B, a u autoimunosti
njihovu reakciju, s pomocu limfocita T, izazivaju autoantigeni. Autoantigen najceSce pocne
podraZivati autoreaktivne limfocite nakon unoSenja tudih, izvanjskih antigena koji sluze kao
imunogeni¢ni nosa¢. Imunotolerancija prema autoantigenima koji se u krvi nalaze u visokim
koncentracijama (npr. albumin) odrZava se tolerancijom limfocita T i1 B, a prema onima koji se
u krvi nalaze u niskim koncentracijama (npr. tireoglobulin) odrzava se na razini limfocita T.
Autoimunost prema nekim autoantigenima mogla bi, dakle, poceti gubitkom tolerancije
limfocita T. Dostatno je da se izmijeni onaj dio autoantigena koji moZe posluZiti kao nosac
(nekom epitopu koji djeluje kao hapten) tako da na taj novi nosa¢ limfociti T ne budu tolerantni.
Mikroorganizmi iz okolisa katkad imaju neke epitope istovjetne epitopima domacina, a neke
razli¢ite. Tada oni razli€iti mogu posluZiti kao nosa¢ 1 podraziti odgovarajuce limfocite T.
Pritom oni nametnicki epitopi koji su istovjetni domacinovim djeluju kao hapteni, pa organizam
tijekom infekcije stvara protutijela protiv unesenog antigena, ali i autoantitijela protiv vlastitoga
autoantigena zbog krizne reakcije. Tako virusi mogu izazvati autoimunosnu reakciju kad na

membrani domacinove stanice iskazu svoj antigen koji moze posluziti kao nosac (2).
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Unato¢ snaznim selekcijskim mehanizmima koji uspostavljaju toleranciju vlastitoga,
organizam ipak ima potencijalno autoreaktivne klonove limfocita. Predo¢ne stanice timusnog
epitela, koje predoCuju vlastite epitope, izazivaju negativnu selekciju (smrt) nezrelih
autoreaktivnih limfocita T ako ih vezu visokim afinitetom. Neki su od tih epitopa ili u premalim
koncentracijama ili su vezani premalim afinitetom da bi izazvali negativnu selekciju (ali je
njihovo vezanje dovoljno za pozitivnu selekciju) pa potencijalno autoreaktivni klon limfocita

T prezivi i u za njega pogodnim okolnostima moze se aktivirati (2).

1.1.1. Patogenetski mehanizmi autoimunosti

Genska podloga pogoduje prekidanju imunotolerancije na vlastite antigene, a infekcija
razvoju upale i aktivaciji imunosnih stanica. Osteéenja tkiva ne nastaju samo zbog djelovanja
mikroorganizma nego viSe zbog reakcije koja je izazvana i neodgovarajuée regulirana.
Aktiviranje autoreaktivnih klonova tek je prvi korak na putu do klini¢ke slike autoimunosne
bolesti. Nakon aberantnoga, nezeljenog podrazaja, aktivirani autoreaktivni klonovi stvaraju
izvr$ne ¢imbenike imunoreakcije — stanice ili protutijela koja ¢e reagirati s autoantigenima. U
patogenezi autoimunosnih bolesti kljuénu ulogu imaju pomagacki limfociti T CD4", Kkoji
uzrokuju upalu 1 oStecenje tkiva poticanjem lucenja protutijela i aktiviranjem drugih izvr$nih
stanica. U izazivanju upale veliku vaznost imaju limfociti Th17 koji se tijekom upalnog
odgovora aktiviraju i prije polarizacije imunoreakcije na Thl i TH2. Djelovanje autoantitijela
moze biti trojako: a) stanica koja nosi ciljni autoantigen biva razorena pa se bolest o€ituje kao
posljedica toga ostecenja (autoimunosna hemoliti¢ka anemija), b) ciljni je antigen neki stani¢ni
receptor pa autoantitijelo sprjecava djelovanje fizioloskoga liganda na taj receptor, a to znaci
da izostaje odgovarajuca stani¢na fizioloska funkcija, ali nema znacajnijeg razvoja upale
(SeCerna bolest neosjetljiva na inzulin) 1 c¢) ciljni je antigen neki stani¢ni receptor, pa
autoantitijelo djeluje kao ligand za taj receptor i oponasa ucinak fizioloSkoga liganda
(hipertireoza). Odredivanje razine (titra) stvorenih protutijela cesto sluzi kao vazna
dijagnosticka i prognosti¢ka znacajka bolesti. Kompleksi antigena i protutijela nastaju kad se u
reakciji na antigen stvaraju specifi¢na protutijela, ali te imunokomplekse uklanjaju eritrociti i
fagociti s pomocu svojih receptora za Fc ulomak protutijela i komponente komplementa. No,
kad je rije¢ o velikim koli¢inama antigena ili kad je antigen trajno prisutan u organizmu,
stvaraju se prevelike koli¢ine imunokompleksa koji se ne mogu odmah ukloniti nego se taloze
u zglobnim ovojnicama, stijenkama malih krvnih zila, bubreznim glomerulima i koroidnom

pleksusu. Znacajke bolesti proizlaze iz mjesta nakupljanja imunokompleksa, a ne iz vrste

2
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antigena pa se razvijaju vaskulitis, artritis, glomerulonefritis i dr. Talozenje imunokompleksa
izaziva, dalje, aktiviranje komplementa i fagocitnih stanica pa to oSteCuje tkiva. Time se
oslobada joS viSe autoantigena, Sto se naziva Sirenjem epitopa i uspostavlja zacarani krug

pozitivne povratne sprege stvaranja autoantitijela i autoimunosne reakcije (2).

1.1.2. Vrste autoimunosnih bolesti

Autoimunosna bolest nastaje kao posljedica gubitka imunoloske tolerancije na vlastite
antigene, a moze biti u genetski predisponiranih osoba potaknuta brojnim egzogenim i
endogenim ¢imbenicima. Aktivirana stani¢na i humoralna reakcija vezana uz autoimuni proces
dovodi do oste¢enja tkiva. Autoimunosne bolesti, ovisno o sustavu kojeg zahvacaju, mogu se
razli¢ito klini¢ki prezentirati, pa ¢ak i ista bolest u pojedinih osoba moze imati vrlo razlicite
slike. Stoga autoimunosne bolesti dijelimo samo grubo na organskospecificne i
organskonespecifi¢ne (sistemne) bolesti. [zmedu tih dviju krajnosti postoje brojni prelasci pa
se u odnosu na njihovu specifi¢nost za organe najc¢esce govori o spektru autoimunosnih bolesti.
U organskospecifiécnim autoimunosnim bolestima autoantitijela su usmjerena na
tkivnospecificne autoantigene, a primjeri su bolesti autoimunosne hemoliticke anemije,
neutropenije, limfopenije i trombocitopenije te autoimunosne bolesti bazalnih membrana,
autoimunosne endokrinopatije i antireceptorske bolesti. Limfopenije, neutropenije i
trombocitopenije Cesto se razvijaju sekundarno u autoimunosnim bolestima sistemnoga tipa.
Organskonespecificne autoimunosne bolesti usmjerene su na autoantigene koji su uobicajeni
sastojci brojnih ili svih tjelesnih stanica ili medustani¢ne tvari. Kako klini¢ka slika ovisi o
zahvacdanju pojedinog organskog sustava, moze se manifestirati s raznolikim klinickim
simptomima i znakovima u razli¢itih bolesnika. Najpoznatije autoimunosne bolesti te skupine

jesu sistemni eritematozni lupus, vaskulitisi i reumatoidni artritis (2).

1.1.3. Posredni ¢imbenici autoimunosti

Bliski srodnici bolesnika s autoimunosnim poremecajima cesto imaju takoder
autimunosnu bolest ili barem prisutnost autoantitijela bez pridruzene klinicke slike bolesti. Ta
pojava upucuje na genske Cimbenike u patogenezi tih bolesti. Danas je u patogenezi
autoimunosnih bolesti sve viSe istrazena povezanost s postojanjem odredenih alela MHC
(HLA). To proizlazi iz imunoregulacijske uloge sustava HLA pri odabiru limfocitnih klonova

u timusu. Ova povezanost upucuje na to da pojava autoimunosti ovisi o opcoj

3
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imunoreaktivnosti. U nastanku autoimunosnih bolesti mogu sudjelovati i brojni drugi geni
ukljuceni u regulaciju upalnog odgovora, izrazaja citokina i kemokina te njihovih receptora,
kostimulacijskih molekula, rasporeda i izrazaja tkivnih antigena, membranskih molekula,
transkripcijskih ¢imbenika i sl. Ostalim ¢imbenicima autoimunosti ponajprije pripadaju spol i
dob, jer autoimunost CeS¢e pogada zene i starije osobe. Osim toga, pojava autoimunosti
podudara se katkad s postojanjem drugih imunoloskih poremecaja te s prethodnom pojavom
neke infekcije. Prethodna izloZenost infektivnom uzro¢niku, te neki drugi utjecaji (primjerice
pusSenje koje izaziva upalnu reakciju i oStecenje alveolarnog epitela) pripadaju u razlicite

okoli$ne ¢imbenike koji pospjesuju autoimunost (2).

1.1.4. Lijecenje autoimunosnih bolesti

U lije€enju sistemnih autoimunosnih bolesti primjenjuju se razli¢iti imunosupresivni
lijekovi , najcesée glukokortikoidi uz ¢esto dodatnu terapiju kao §to su antimalarici (klorokin,
hidroksiklorokin), azatioprin, ciklofosfamid, metotreksat i drugi. U bolestima posredovanim
protutijelima plazmafereza moze biti ucinkovita u akutnoj fazi, a visoke doze intravenskih
imunoglobulina kroz 5 dana, vjerojatno vezanjem za inhibicijski Fc-receptor, imaju
imunosupresijski ucinak. Noviji pristup lijecenju, proizasao iz rasvjetljavanja mehanizama
autoimunosti, ukljucuje tzv. bioloske lijekove koji suprimiraju pretjeranu imunolosku reakciju
i upalu. Neki su odobreni za primjenu u lijeCenju reumatoidnog artritisa, multiple skleroze,
sistemnog lupusa, psorijaze, Chronove bolesti 1 nekih drugih, a ukljucuju primjerice topljive
neutralizacijske receptore za TNF-a i IL-1, IL-6 te protutijela protiv citokina (anti-TNF-a),
adhezijskih molekula (anti-VLA-4), kostimulacijskih molekula (anti-B7), komponenata
komplementa (anti-C5) i limfocita B (anti-CD20) (2).
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1.2. Sindrom vaskulitisa

Vaskulitis je heterogena skupina sustavnih upalnih bolesti koje se ocituju upalom krvne
zile s jasnim strukturnim oSte¢enjem stijenke. Klinicki spektar vaskulitisa prostire se od
primarnih bolesti krvnih zila do vaskulitisa kao komponente u nekoj drugoj osnovnoj bolesti.
Prvi su sindrom vaskulitisa opisali Kussmaul i Meyer 1866. pod nazivom ,,periarteritis nodosa‘“
zbog palpabilnih ¢vori¢a uzduz arterija koje su bile zahvacene upalnim promjenama. Kasniji
opisi tog sindroma definirali su danasnji klasiéni nodozni poliarteritis. Na prijelazu u novo
stolje¢e objavljeni su prikazi arteritisa divovskih stanica — temporalni i Takayasuov arteritis.
Nakon Klingerova opisa 1931., Wegener je 1936. definirao posebnu skupinu nekrotiziraju¢ih
vaskulitisa s granulomatozom. Upala moze zahvatiti bilo koju krvnu Zilu, §to dovodi do
ostecenja odgovarajuceg organskog sustava, pa klinicka slika moze biti vrlo raznolika. Postoje
brojni pokusaji klasifikacija, a u tablici 1. navedena je klasifikacija (engl. Chapel Hill
Consensus Conference, CHC, 1994.) kojom su vaskulitisi podijeljeni na skupine prema veli¢ini
krvne zile zahvacene upalom. Nema jedinstvena patofizioloskog zbivanja koje bi bilo
odgovorno za razvoj klinicke slike vaskulitisa. Smatra se da razli¢iti po€etni mehanizmi mogu
dovesti do konacnog patofizioloskog zbivanja ¢ak 1 unutar specificnog sindroma vaskulitisa.
Uloga imunokompleksa (IK) u razvoju upalne bolesti krvnih Zila najbolje je istrazena, a uloga
antitijela u nastanku vaskulitisa slabije je definirana. Studije in vitro pokazuju da se podtip
antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela (c-ANCA) koja su prisutna u bolesnika s
Wegenerovom granulomatozom i nodoznim poliarteritisom, veze za serinsku proteazu
(proteinaza 3) te sudjeluje u patofiziologiji nekrotiziraju¢eg vaskulitisa. U mnogim
vaskulitisima dokazana su i antiendotelna protutijela koja mogu ostetiti endotelne stanice
mehanizmom stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne 0 protutijelima ili aktivacijom komplementa. U
nastanku vaskulitisa posebna je uloga endotelnih stanica. One sluze kao povrSina izmedu
intravaskularnih i ekstravaskularnih prostora i sudjeluju u fizioloSkim regulacijskim funkcijama
kao Sto su vaskularna propusnost, agregacija i adhezija stanica, regulacija stani¢nog prometa u
ekstravaskularni prostor i regulacija koagulacije, Sto vec¢inom posreduju izlucene tvari —
prostaglandini, adenozin-nukleotidi i aktivirajuci faktor trombocita. Endotelne stanice takoder
imaju sposobnost regulacije imunoloSkog odgovora; one mogu izlucivati citokine koji mogu
imati znatan utjecaj na vaskularni upalni odgovor. Mogu izraziti i vazne imunoregulacijske
molekule te povrSinske adhezijske molekule na stani¢noj povrSini. Premda nedostaju

neposredni dokazi da senzibilizirani limfociti uzrokuju vaskulitis u ¢ovjeka, oni su odgovorni
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za nastanak vaskulitisa u viSe dobro definiranih misjih modela autoimunosti, posebno
granulomatoznog vaskulitisa. Kad je rije¢ o bolesniku za kojeg sumnjamo da ima vaskulitis, na
temelju detaljne anamneze, fizikalnog pregleda i odgovarajuce laboratorijske obrade valja
potvrditi dijagnozu, odrediti proSirenost vaskulitisnog procesa i potom dokazati patolosku leziju

biopsijom i/ili angiografijom (3).

Tablica 1. Klasifikacija vaskulitisa, CHC 1994. (3)

Vaskulitis velikih Vaskulitis srednje Vaskulitis malih
krvnih zila velikih krvnih Zila krvnih zila

+ gigantocelularni * nodozni poliarteritis  Wegenerova
arteritis « Kawasakijeva bolest granulomatoza

» Takayasuov arteritis * Churg-Straussov
sindrom

 mikroskopski
poliangiitis

» Henoch-Schonleinova
purpura

* esencijalni
krioglobulinemicki
vaskulitis

* kozni
leukocitoklasti¢ni
angiitis

1.2.1. Nova klasifikacija vaskulitisa

Napredak klinicke imunologije i reumatologije, prepoznavanje novih entiteta kao i nove
dijagnosticke i terapijske mogucnosti nametnule su potrebu za revizijom nomenklature
vaskulitisa. Godine 2012. odrzana je nova konferencija u Chapel Hillu na kojoj je predlozena
nova podjela i nomenklatura vaskulitisa koja je trebala pojednostaviti i olaksati primjenu u
klini¢koj praksi. Nomenklaturom iz 2012. godine zadrZana je osnovna podjela prema veli€ini
krvne zile. Uvedena je nova kategorija vaskulitisa koji se tipi¢no pojavljuju u krvnim zilama
razli¢itog kalibra u koju se ubrajaju Behcetova bolest i Coganov sindrom. Dodatna je novost
uvodenje kategorije vaskulitisa bez sustavnih znacajki koji zahvacaju samo jedan organ, tzv.
single organ vasculitis. Takvi klinicki entiteti zahvacaju samo kozu, sredi$nji ziv€ani sustav,
srce, bubrege ili mezenterij. Osobito je vazna novost uvodenje kategorije vaskulitisa povezanih

s prisutno$¢u antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela (engl. ANCA associated vasculitis,
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skr. AAV). U ovu se kategoriju ubrajaju Wegenerova granulomatoza, Churg-Straussov
vaskulitis te mikroskopski poliangiitis. Njihovo izdvajanje u posebnu kategoriju opravdava
Cinjenica da se spomenuta protutijela gotovo iskljuc¢ivo pojavljuju samo u ovim entitetima.
Jedinu pravu iznimku predstavljaju sekundarni vaskulitisi inducirani primjenom pojedinih
lijekova u kojima se takoder mogu pojaviti protutijela ANCA. Opisani su bolesnici s klinickom
slikom vaskulitisa i prisutnoséu protutijela ANCA u serumu nakon primjene tireostatika. Uz
novosti u klasificiranju vaskulitisa povezanih s ANCA protutijelima uvedene su i novosti u
Wegenerovu granulomatozu predlozen naziv granulomatoza s poliangiitisom (skr. GPA), za
Churg-Straussov vaskulitis naziv eozinofilna granulomatoza s poliangiitisom (skr. EGPA), s§to
se prikladno uklopilo uz postojeé¢i naziv za tre¢i entitet u ovoj skupini — mikroskopski
poliangiitis (skr. MPA). Vazno je spomenuti da je drugim konsenzusom u Chapel Hillu kona¢no
jasno uspostavljena klinicki prepoznatljiva i primjenjiva razlika izmedu mikroskopskog
poliangiitisa i nodoznog poliarteritisa. Takoder se predlaze uvodenje dviju novih skupina
vaskulitisa — vaskulitisi udruzeni sa sustavnom bolesti te vaskulitisi s vjerojatno poznatom
etiologijom (tzv. sekundarni vaskulitisi). Usprkos moguc¢im primjedbama moze se zakljuciti da
je nova podjela pragmati¢na, prakticna i prihvatljiva za svakodnevni klini¢ki rad s bolesnicima
te da istodobno pruza dobru polaznu osnovu za klinicka 1 temeljna istraZivanja vaskuliti¢nih

entiteta (4).



Tablica 2. Nova Klasifikacija vaskulitisa, CHC 2012. (4)

Uvod

Vaskulitis velikih
Kkrvnih zZila

« Takayasuov arteritis

« gigantocelularni
vaskulitis

Vaskulitis srednje
velikih krvnih zila

Vaskulitis malih krvnih zila

* polyarteritis nodosa
(PAN)
» Kawasakijeva bolest

« Vaskulitis povezan s
protutijelima ANCA

» mikroskopski poliangiitis
(MPA)

« granulomatoza s
poliangiitisom (GPA)

« eozinofilna granulomatoza s
poliangiitisom (EGPA)

» Vaskulitis povezan s

odlaganjem

imunokompleksa

bolest protutijela protiv

glomerularne bazalne

membrane (anti-GBM)

krioglobulinemi¢ni

vaskulitis

vaskulitis povezan s IgA

(Henoch-Schonlein)

hipokomplementemi¢ni

urtikarijalni vaskulitis

(HUV), vaskulitis s antiC1q

protutijelima

Vaskulitis razlidito
velikih krvnih zila

* Behgetova bolest
+ Coganov sindrom

Vaskulitis jednog
organa

* kozni
leukocitoklasti¢ni
angiitis

* kozni arteritis

* primarni arteritis
sredi$njeg ziv€anog
sustava

* izolirani aortitis

* ostali

Vaskulitis udruzen sa
sustavnom bolesti

lupusni vaskulitis
 reumatoidni vaskulitis
sarkoidni vaskulitis

* ostali
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Vaskulitis s vjerojatno poznatom
etiologijom (sekundarni)

* krioglobulinemic¢ni vaskulitis povezan s
hepatitisom C

« vaskulitis povezan s hepatitisom B
« aortitis povezan sa sifilisom

» vaskulitis s odlaganjem imunokompleksa
povezan s primjenom lijekova

« vaskulitis udruZen s protutijelima ANCA
povezan s primjenom lijekova

+ vaskulitis povezan s malignomima
« ostali sekundarni vaskulitisi

1.3. ANCA vaskulitisi

ANCA vaskulitisi su rijetke bolesti, s incidencijom oko 20 na milijun stanovnika
godisnje (5). Rijec je o sistemskim nekrotiziraju¢im vaskulitisima (histoloski se nalazi nekroza
medije uz upalu intime i1 adventicije), a u pojedinim ANCA vaskulitisima granulomi okruZzuju
krvne Zile. Cine zasebnu skupinu vaskulitisa s obzirom na to da najée$ée zahvacaju malene,
katkad i srednje velike krvne zile, obicno su udruzeni s ANCA protutijelima i povezani s
visokim rizikom od nastanka glomerulonefritisa te dobrim odgovorom na imunosupresivno

lijecenje ciklofosfamidom (6).

1.3.1. Patogeneza

ANCA su autoantitijela usmjerena protiv citoplazmatskih antigena izrazenih u
primarnim granulama neutrofila i lizosomima monocita. Primarne granule neutrofila sadrze niz
antibakterijskih proteina, ukljucujuéi lizozim, mijeloperoksidazu (MPO), neutralne serinske
proteinaze (PR3, elastaza, katepsin G) i kisele hidrolaze (katepsin B i D). Autoantitijela mogu

se razviti protiv bilo kojeg od ovih proteina, ali klini¢ki znac¢ajna protutijela usmjerena su protiv
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MPO i PR3. Tijekom aktivnog stadija bolesti ANCA su obicno IgG razreda, a opisani su i
sluc¢ajevi ANCA IgM i IgA razreda (5).

PR3-ANCA najcesce su povezana s GPA (75 %), dok su MPO-ANCA ¢esce povezana
s MPA (60 %) ili bubrezno ograni¢enim vaskulitisom (80 %). Atipiéna ANCA koja nisu
usmjerena ni protiv PR3 ni protiv MPO (pozitivan test IIF i negativan ELISA test) mogu se
naéi u nizu nevaskulitisnih stanja (upalna bolest crijeva, druge autoimune i maligne bolesti).
PR3-ANCA i MPO-ANCA mogu se naci i kod kroni¢nih infekcija (endokarditis, tuberkuloza,
infekcije HIV-om, hepatitisom C, bartoneloza). Prisutnost PR3-ANCA i MPO-ANCA kod istog

bolesnika vrlo je rijetka i upuéuje na vaskulitis izazvan lijekovima (5, 7).

Eksperimentalni 1 klini¢ki podaci potvrduju da ANCA nisu samo biomarkeri ANCA
vaskulitisa, ve¢ igraju vaznu ulogu u patogenezi. Cjelogenomska istrazivanja povezanosti
pokazala su kako polimorfizmi MHC klase Il mogu utjecati na razvoj odredenih antineutrofilnih
citoplazmatskih protutijela. Nadena je snazna povezanost PR3-ANCA s HLA-DP regijom te
MPO-ANCA s HLA-DQ regijom, medutim nije nadena povezanost s klinickim fenotipom
AAYV. Patogenetska uloga ANCA pokazala se klju¢nom, budu¢i da ANCA poti¢e naglasenu
aktivaciju neutrofila koji zatim otpustaju upalne citokine, reaktivne metabolite kisika (ROS) i
proteoliticke enzime. Nadalje, djeluje i na povecanje adhezije neutrofila i1 aktiviranje
alternativnog puta komplementa stvaranjem C5a koji privlaci jo§ viSe neutrofila i dodatno
poti¢e upalni proces. Prekomjernim aktiviranjem neutrofila, ANCA inducira stvaranje
neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (tzv. NET-ovi, prema engl. neutrophil extracellular traps).
Aktivirani neutrofili prolaze kroz specifi¢ni oblik smrti (NET-0sis) u kojem se NET-ovi
izluCuju iz stanice koja u kromatinskoj mrezi sadrzi MPO, PR3 i komponente komplementa.
NET-ovi mogu izravno posredovati u ostec¢enju endotela, prenijeti MPO/PR3 na endotel krvnih
zila i dendriti¢ke stanice za predocavanje antigena i aktivirati alternativni put komplementa.
Kemokini i odlaganje MPO i PR3 na povrsinu endotela dovode do regrutiranja autoreaktivnih
limfocita T 1 monocita povecavaju¢i ostecenje endotela krvnih Zzila. lako su NET-ovi bitni
elementi urodene imunosti, njihovo prekomjerno stvaranje ostecuje male krvne zile, djeluje
protrombotski, a mogu dodatno poticati stvaranje samih ANCA S§to ¢ini zacarani ciklus

stavaranja NET-a i ANCA te podrzavanje vaskularnog oStec¢enja (8, 9, 10).

10



Tablica 3. Ucestalost pozitivnih ANCA u razli¢itim bolestima (5)

Uvod

PR3-ANCA MPO-ANCA Ostala
(cCANCA) (PANCA)

ANCA vaskulitis

GPA 75 % 20 % 5 % ANCA negativna

MPA 30 % 60 % 10 % ANCA negativna

EGPA 5% 45 % 50 % ANCA negativna

Vaskulitis ograni¢en 10 % 80 % 10 % ANCA negativna

na bubrege

Vaskulitis izazvan 10 % 90 % ¢esto visok titar,

lijekovima dvostruka pozitivnost, za
MPO i PR3

Nevaskulitisna

stanja

Sistemski lupus 2% 10 % 10 % atipiéna ANCA

Endokarditis 15 % 5%

Upalna bolest negativna negativna atipicna ANCA, razli€iti

crijeva antigeni: ulcerozni
kolitis (50 —67 %),
Chronova bolest (6—15
%)

Primarni negativna negativna atipicna ANCA, razliciti

sklerozirajuci antigeni: 60-80 %

kolangitis

Cisti¢na fibroza negativna negativna atipicni ANCA uzorak,

usmjeren protiv BPI
(engl.
bactericidal/permeability
induced protein; 90 %)

1.3.2. Granulomatoza s poliangiitisom (GPA)

Glavno obiljezje GPA jest granulomatozna nekrotizirajuéa upala sluznice gornjeg i

donjeg dijela disnog sustava. Kod zahvaéenosti gornjeg dijela disnog sustava koja se javlja u

75 % bolesnika na samom pocetku bolesti, bolesnici imaju bolne i/ili bezbolne ulceracije

sluznice. Javljaju se gnojna ili krvava sekrecija iz nosa, kraste, kroni¢ni rinitis, sinusitis, otitis

media, mastoiditis s posljedi¢énim gubitkom sluha, sedlasti nos, perforacija nosnog septuma i/ili

subgloti¢na stenoza s promukloscu i stridorom. Kod zahvacenosti donjeg dijela diSnog sustava,

koja je prisutna u 2/3 bolesnika u vrijeme postavljanja dijagnoze, tipi¢ni je radioloski nalaz

fiksnih infiltrata. Kod bolesnika se nerijetko javlja i anemija. Bubreg je nakon gornjeg i donjeg

dijela disnog sustava najceSce zahvacen organ (40 — 100 %). Patohistoloski se u bioptatu

bubrega nalazi zari$ni, nekrotizirajuéi, polumjesecasti, pauci-imunosni glomerulonefritis. U
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oko 30 % bolesnika zahvaéen je neuroloski sustav. Najcesce se javlja mononeuritis multipleks
(u oko 79 %), rjede simetri¢na senzomotorna polineuropatija, dok je zahvaéenost sredisnjega
zivéanog sustava, obi¢no u kasnijoj fazi bolesti, rijetka (6 — 13 %). Zahvacenost srediSnjega
ziv€anog sustava klinicki se ocituje pahimeningitisom, cerebrovaskularnim inzultom,
encefalopatijom, glavoboljom ili konvulzijama. Koza je zahvacena u 10 — 15 % bolesnika.
Najcesce se javljaju palpabilna purpura, nekrotizirajuée papule ekstenzornih povrsina udova,

potom noduli s patohistoloskim nalazom granuloma i/ili nekrotiziraju¢eg vaskulitisa (6).

Razlikuju se dva oblika GPA: sistemski/generalizirani i limitirani/lokalizirani. U
sistemskom obliku sredi$nju ulogu imaju limfociti Tu2. Cesto nakon §to se postigne kontrola
nad bolesti, lokalno aktivna bolest gornjeg dijela diSnog sustava perzistira i zaostaje. U ovom
su obliku tipi¢no zahvaceni bubreg i pluca s posljedi¢nim alveolarnim krvarenjem, a nerijetko
i drugi organski sustavi. U pravilu prisutni su op¢i simptomi: poviSena tjelesna temperatura,
gubitak tjelesne tezine, artralgije i/ili mialgije, a u 90 % bolesnika prisutna su i protutijela c-
ANCA. U lokaliziranome obliku GPA pretezno se nalaze granulomatozne lezije, a sredisnju
ulogu imaju limfociti Thl. Uglavnom je ograni¢en na gornji dio diSnog sustava, §to ujedno
moze biti i jedina manifestacija bolesti, dok je rjede zahvaéena koza (1/3 bolesnika). Cesce se
javlja kod Zena mlade zivotne dobi. U 50 % bolesnika pozitivna su c-ANCA protutijela,
karakteristi¢na je 1 pojava relapsa. Lokalizirani oblik GPA moze prijeci u sistemski, a u 80 %

bolesnika s vremenom se razvije glomerulonefritis (6).

1.3.3. Mikroskopski poliangiitis (MPA)

Vecina bolesnika s MPA ima opée simptome bolesti (56 — 76 %) prije postavljanja
dijagnoze. Cest je indolentni tijek bolesti od nekoliko mjeseci ili ¢ak godina prije
dijagnosticiranja MPA s blagim generaliziranim simptomima ili povremenim hemoptizama.
Glavna znaCajka MPA je zahvacenost bubrega s kliniCkom slikom brzoprogresivnoga
glomerulonefritisa. U pocetku bolest bubrega moze biti ,tiha*“ (mikrohematurija 1/ili
proteinurija u 90 % bolesnika). Bolesnici mogu imati i do nekoliko blazih relapsa MPA koji
budu klini¢ki neprepoznati pa se u trenutku dijagnoze u bioptatu bubrega ve¢ nalaze ,,0ziljci*.
Koza je zahvacena u svakoga drugog bolesnika. Naj¢es¢i je nalaz makulopapuloznih purpurnih
lezija na donjim udovima. Takoder se javljaju ulceracije u ustima, nekroze i ulceracije koze,
noduli, livedo retikularis, eritem prstiju i oteklina lica. Plu¢a su zahvac¢ena kod 25 — 55 %

bolesnika $to se klini¢ki ocituje hemoptizama, zaduhom, ARDS-om, bronhijalnim arteritisom
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i/ili difuznim alveolarnim oste¢enjem s posljedicnom fibrozom plu¢a. Neuroloski sustav
zahvacen je kod 20 % bolesnika. Mononeuritis multipleks najcesée se javlja i ¢ini 2/3 svih
klinickih  ocitovanja zahvacenosti neuroloSkoga sustava. Gastrointestinalni kao 1
kardiovaskularni sustav rijetko su zahvaceni u bolesnika s MPA. Sto se ti¢e zahvacenosti
gornjega dijela diSnoga sustava moze se eventualno javiti negranulomatozna, neerozivna upala

sinusa (6).

1.3.4. Eozinofilna granulomatoza s poliangiitisom (EGPA)

Obiljezje EGPA jest sistemski vaskulitis malih krvnih Zila s nalazom eozinofilije i
ekstravaskularnih granuloma u bolesnika s astmom, alergijskim rinitisom i sinusitisom.
Najcesce su zahvacéena pluéa iako svaki organ moze biti zahva¢en. EGPA se razlikuje od ostalih
ANCA vaskulitisa po ¢eS¢em zahvacanju srca 1 gastrointestinalnog sustava. Karakteristicne su
tri faze bolesti: prodromalna, eozinofilna i vaskuliti¢na faza. U prodromalnom periodu bolesnici
se lijece od astme 1/ili drugih alergijskih bolesti kao §to su alergijski rinitis i polipoza sinusa.
Eozinofilnu fazu oznafavaju periferna eozinofilija 1 eozinofilna infiltracija brojnih organa,
najcesce pluca i gastrointestinalnog sustava. Eozinofilni infiltrati u ovoj fazi bolesti mogu se
pojavljivati i povlagiti i godinama prije razvoja sistemskog vaskulitisa. Sistemska bolest razvija
se u prosjeku 8-10 godina nakon dijagnoze astme, no ako se razvije ranije, to su ¢esto bolesnici
s losijom prognozom. U trecoj fazi bolesnici imaju opée simptome bolesti. Vazno je
napomenuti da u bolesnika ne moraju biti prisutne sve tri faze bolesti niti moraju biti u slijedu.
Zahvacenost pluca oc€ituje se prisutnoscu pluénih infiltrata (38 — 77 %) koji su karakteristicno
tranzitorni 1 migrirajuci. Pleuralni je izljev rijedak (3 %). Gornji dio diSnog sustava zahvacen
je u 3/4 bolesnika i1 klinicki se oc€ituje alergijskim rinitisom, polipozom sinusa i1 ¢esto
maksilarnim sinusitisom. Od neuroloskih manifestacija Cesto se, kao i u drugim ANCA
vaskulitisima, javlja mononeuritis multipleks (64 — 75 %), dok je sredi$nji Zivcani sustav rijetko
zahvacen, ali s losijom prognozom. Kod 50 % bolesnika zahvaceno je srce §to je i glavni uzrok
smrtnog ishoda kod bolesnika s EGPA-om. Rije¢ je o granulomatoznoj infiltraciji miokarda i
koronarnih krvnih Zzila s moguénoséu posljedi¢noga brzog kongestivnog zatajenja srca,
nastanka aritmija, perikarditisa, dok se angina pektoris i infarkt miokarda rijetko javljaju.
Gastrointestinalni sustav Cesto je zahvacen (37 — 62 %). Vaskulitis s posljedicnom ishemijom
crijeva klini¢ki se o€ituje bolovima u trbuhu, krvarenjem, ulceracijama i peforacijama crijeva s
uglavnom loSom prognozom za bolesnika. KoZna ocitovanja sli¢na su kao i u drugim ANCA
vaskulitisima. Bubrezi su rjede zahvacéeni (22 %), Cest je nalaz fokalnoga segmentalnoga
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glomerulonefritisa s nekrotiziraju¢im, polumjeseCastim lezijama. Protutijela anti-MPO
pozitivna su u samo kod 30 — 40 % bolesnika. Jasna razlika u klini¢koj slici u ovisnosti o
prisutnosti odnosno odsutnosti protutijela upuéuje na mogucnost da se radi o razliitom
patogenetskom mehanizmu nastanka bolesti (citotoksi¢nost samih eozinofila u odsutnosti

protutijela), $to je predmet daljnjeg istrazivanja (6).

1.3.5. Lijecenje

Glukokortikoidi su temelj lijecenja ANCA vaskulitisa, osobito kada su bubrezi
zahvaceni boleS¢u, ali se uvijek kombiniraju s drugim imunosupresivnim lijekovima. Za
vrijeme aktivne bolesti trenutne smjernice predlazu indukciju glukokortikoida u visokim
dozama uz postupno smanjenje doze. Bolesnici s brzo progresivnim glomerulonefritisom ili
alveolarnim krvarenjem obi¢no primaju pulsni metilprednizolon 500 do 1000 mg i.v. dnevno
tijekom 3 dana. Zatim slijedi oralna terapija prednizonom 1 mg/kg dnevno s maksimalno 60 do
80 mg dnevno u trajanju od 2 do 4 tjedna, nakon ¢ega se smanjuju doze prednizona do doze
odrzavanja 5 do 10 mg nakon 6 mjeseci. Ne postoji konsenzus o najboljem reZimu smanjenja i
trajanja glukokortikoidne terapije. ANCA vaskulitisi s organskim i Zivotno ugrozavaju¢im
manifestacijama lijeCe se kombiniranom terapijom glukokortikoida i ciklofosfamida vec
desetlje¢ima. Ovaj je rezim, iako ucinkovit kod vise od 90 % bolesnika, ograni¢en znacajnom
toksi¢nosc¢u. Ciklofosfamid se moze dati oralno ili intravenski, a lijecenje traje 3 do 6 mjeseci,
dok ne nastupi remisija. S obzirom na relapsnu prirodu ANCA vaskulitisa i znatnu toksi¢nost
povezanu s kumulativnom uporabom ciklofosfamida, sve je veca vaznost ispitivanja sigurnijih
terapija koje ciljaju specifi¢ne stani¢ne i molekularne putove koji su ukljuceni u autoimuni
odgovor. Dva randomizirana kontrolirana pokusa (engl. Rituximab in ANCA-Associated
Vasculitis, skr. RAVE i engl. the Rituximab versus Cyclophosphamide in ANCA-Associated
Vasculitis, skr. RITUXVAS) procijenila su uporabu rituksimaba, kimernog monoklonskog
protutijela na CD20 za indukciju remisije kod GPA i MPA. Zakljuceno je da je rituksimab
superiorniji od ciklofosfamida kod recidiva bolesti i za indukciju remisije u bolesnika s PR3-
pozitivnom ANCA. U travnju 2011. godine Americka organizacija za hranu i lijekove odobrila
je rituksimab kao alternativu ciklofosfamidu u kombinaciji s glukokortikoidima za lijeCenje
teSkih GPA 1 MPA. Lijecenje rituksimabom preferira se kod bolesnika s relapsom bolesti,
perzistiraju¢om bolesti 1 bolesnika s kontraindikacijama na lijecenje ciklofosfamidom. U
randomiziranom kontroliranom pokusu (engl. Mycophenolate mofetil versus cyclophosphamide
in ANCA-Associated Vasculitis, skr. MYCYC) koji je procjenjivao uporabu mikofenolat
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mofetila (MMF) za indukciju remisije kod ANCA vaskulitisa, remisija je nakon 6 mjeseci
postignuta kod 67 % bolesnika u skupini lije¢enoj MMF-om u usporedbi sa 61 % bolesnika u
skupini lijeenoj ciklofosfamidom. Medutim, relapsi su bili ¢es¢i u skupini lije¢enoj MMF-om,
uglavnhom kod PR3-ANCA pozitivnih bolesnika. Stoga se predlaze da su MMF i
glukokortikoidi indukcijska terapija prve linije kod MPO-ANCA pozitivnih bolesnika koji
imaju blagu do umjerenu zahvacenost bubrega bez Zzivotno ugrozavajuceg ekstrarenalnog
vaskulitisa. Imunosupresivna terapija koja se uglavnom sastoji od azatioprina ili metotreksata

koristi se kao terapija odrzavanja remisije (5).
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Cilj

Ciljevi ovoga diplomskoga rada su:

1.

Ispitati razine antineutrofilnih citoplazmatskih (ANCA) protutijela u bolesnika s
ANCA vaskulitisima u desetogodisnjem razdoblju na Zavodu za reumatologiju,
klini¢ku imunologiju i alergologiju KBC-a Osijek

Ispitati povezanost razine ANCA protutijela s aktivno$¢u i prognozom ANCA
vaskulitisa

Odrediti znaCenje ANCA protutijela kao potencijalnih biomarkera u pracenju

aktivnosti bolesti 1 izbora odgovarajuceg lijecenja ANCA vaskulitisa.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Studija je ustrojena kao presjec¢no istrazivanje s povijesnim podatcima (11).

3.2. Ispitanici

U studiju su ukljuceni pacijenti Zavoda za reumatologiju, klinicku imunologiju i
alergologiju KBC-a Osijek s prethodno postavljenom dijagnozom ANCA vaskulitisa u periodu
od 31. 12. 2009. do 31. 12. 2019. godine.

Potrebni podatci prikupljeni su iz povijesti bolesti. Biljezeni su dob, spol, godina
postavljanja dijagnoze, klinicka obiljezja bolesti, vrijednosti pANCA 1 cANCA protutijela,
sedimentacije i CRP-a kod postavljanja dijagnoze, nakon 3 — 6 mjeseci te nakon 12 mjeseci,

simptomi, komorbiditeti, terapija i ishod bolesti.

3.3. Metode

Laboratorijska testiranja proveli su djelatnici Klinickog zavoda za laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Osijek. Podatci o izmjerenim vrijednostima pANCA i cCANCA protutijela
te sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina dobiveni su iz medicinske dokumentacije.

3.3.1. Odredivanje ANCA protutijela

Uzorak je venska krv izvadena u epruvetu bez antikoagulansa (crveni Cep). Krv se
centrifugira deset minuta na 3500 okretaja, nakon ¢ega se pipetom odvaja serum u novu
epruvetu i stavlja u uredaj. Vrijednosti pANCA i cANCA protutijela iz seruma pacijenata
odredene su multipleks tehnologijom na uredaju Luminex®. Pri tome je koristen komercijalno
dostupan sustav reagensa FIDIS (BioMedical Diagnostics, Marne la Vallee, France). FIDIS™
VASCULITIS kit koristi se za simultanu detekciju autoantitijela anti-MPO, anti-PR3 i anti-
GBM.
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Multipleks tehnologija podrazumijeva mogucnost spajanja viSestrukih testova i
istovremeno mjerenje vise analita u jednom uzorku. Za testove temeljene na istovremenoj
viSestrukoj detekciji specifi¢nih protutijela, razvijena je proto¢na citometrija (engl. flow

cytometry for multiplex bead-based assays) (12).

Luminex® uredaj radi na principu xXMAP® tehnologije koja rabi polistirenske
mikrokuglice interno oznaCene razli¢itim omjerima dvaju razli¢itih fluorokroma. Svaki
fluorokrom moze imati bilo koji od 10 mogucih stupnjeva intenziteta fluorescencije, stoga se
stvara skupina od 100 spektarskih mjesta na ¢esticama. Antigeni usmjereni na autoantitijela
vezani su na mikrokuglice. Svaka od 100 mikrokuglica koja se moze razlikovati po svojoj
fluorescenciji, nosi specificni imobiliziran antigen za svako autoantitijelo. Uzorak pacijenta i
diluent dodaju se na mikrokuglice, nakon ¢ega se inkubiraju 20-30 minuta. Zatim se dodaje
antitijelo na humani IgG konjugirano s fluorescentnim proteinom fikoeritrinom B. Slijedi
prolazak kroz proto¢ni citometar. Fluorescencija se o¢itava dualnim laserskim sustavom. Prvi
laser detektira svaku mikrokuglicu dok prolazi kroz citometar, kako bi se utvrdio antigen koji
je na nju vezan. Drugi laser detektira intenzitet signala izvedenog iz fikoeritrina B. Ovaj signal
pokazuje koncentraciju relevantnog antitijela koje je prisutno u uzorku (13, 14). Mjerna jedinica

je AU/ml, rezultat je negativan za vrijednosti < 20, grani¢an 20-25, a pozitivan > 25 AU/ml.

Moguée ograni¢enje metode kod otkrivanja autoantitijela je manjak stvarne
kvantitativne kalibracije zbog razli¢itih afiniteta antitijela za antigene. S obzirom da je rije¢ 0
heterogenoj metodi, razli€iti izvori antigena 1 razlicite grani¢ne vrijednosti mogu doprinijeti
vecoj varijabilnosti rezultata. Cak i ako se primjenjuje isti kit za otkrivanje antitijela odredene

reaktivnosti, moZe do¢i do varijacija rezultata izmedu laboratorija (13).

3.3.2. Odredivanje sedimentacije eritrocita

Sedimentacija eritrocita (SE) test je kojim se mjeri brzina talozenja krvnih stanica na
dno epruvete pod utjecajem gravitacije. Budu¢i da postoji razlika u gustoci eritrocita i plazme,
gdje je gustoca eritrocita veca od gustoce plazme, eritrociti ¢e pasti na dno epruvete i potisnuti
plazmu prema gore. SE je jedna od najc¢esce upotrebljavanih pretraga u laboratoriju za mjerenje

aktivnosti bolesti te pracenje upalnih stanja u klini¢koj medicini (15).

Brzina sedimentacije odredena je na automatskom uredaju iISED Alcor Scientific

metodom fotometrijske reologije. Uzorak je puna krv izvadena u epruvetu s antikoagulansom
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EDTA (ljubicasti ¢ep). Fotometrijska reologija metoda je koja mjeri intenzitet transmitirane ili
reflektirane svjetlosti tijekom agregacije eritrocita u ovisnosti o vremenu. Intenzitet svjetlosti
ovisi o veliini 1 broju eritrocita u uzorku. Na pocetku mjerenja eritrociti trebaju biti
dispergirani. Nakon prestanka dispergiraju¢ih sila, eritrociti pocinju agregirati. Veli¢ina
agregata eritrocita pocinje se povecavati, a broj rasprSenih eritrocita se smanjuje. Vrijednosti
brzine SE izracunaju se pra¢enjem promjene opticke gusto¢e uzorka. Mjerenje se odvija u
kontroliranim uvjetima. Rezultati su gotovi unutar 20 sekundi, zatim se epruveta s uzorkom
izbaci iz uredaja na predvideno mjesto za skupljanje uzoraka te se odmah moze staviti novi
uzorak u uredaj (16, 17). Sustav internacionalnih jedinica preporuca izrazavanje SE u mm/ks.

Referentni interval iznosi 5—28 mm/3,6ks, a vrijednosti SE promatraju se ovisno o dobi i spolu.

3.3.3. Odredivanje C-reaktivnog proteina

C-reaktivni protein (CRP) glikoprotein je sastavljen od 5 identi¢nih polipeptidnih
monomera. Veze se za fosforilkolin i fosforiletanolamin te polisaharide bakterija iz oSte¢enoga
tkiva, a vezanje je ovisno o kalciju. Vezan aktivira klasi¢ni put komplementa koji po€inje s
Clg. U serumu zdravih odraslin osoba i adolescenata ima manje od 5 mg/L CRP-a.

Koncentracija mu je povecana kod upalnih bolesti u kojima se mogu naci vrijednosti i do 500
mg/L (18).

Uzorak je venska krv izvadena u epruvetu bez antikoagulansa (crveni ¢ep). Krv se
centrifugira deset minuta na 3500 okretaja, nakon Cega se pipetom odvaja serum u novu
epruvetu i stavlja u uredaj. Vrijednosti CRP-a odredene su primjenom automatskog analizatora
Beckman Coulter AU680 metodom imunoturbidimetrije. Imunoturbidimetrija je
imunokemijska metoda kojom se mjeri koncentracija antigena na temelju apsorpcije
(turbidimetrija) zracenja uzrokovanog nastankom kompleksa antigen-antitijelo. Svaki uzorak
antigena pomijesa se sa stalnom koncentracijom protutijela u prisutnosti polietilenglikola koji
pojacava reakciju vezanja, pomice toCku ekvivalencije prema viSim koncentracijama antigena
i odrzava homogenost kompleksa antigen-antitijelo. Nakon inkubacije od 45-75 minuta, svaka
se otopina promijesa i mjeri se apsorpcija. Standardna krivulja apsorpcije dobije se mjerenjem
poznatih koncentracija antigena. Turbidimetrija je opti¢ka metoda koja se zasniva na mjerenju
smanjenja intenziteta rasapa zrac¢enja nakon prolaza svjetlosne zrake kroz otopinu s prisutnim
Cesticama. Svaka Cestica zajedno s medijem u kojem se nalazi je heterogeni sustav, zbog cega

se nakon kontakta s ¢esticama svjetlost rasipa. Ovo zracenje se mjeri pod kutom od 180° u
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odnosu na smjer ulazne zrake. Kod primjene turbidimetrijskih mjerenja posebno je vazno
odrediti podru¢je mjerenja u kojem vrijedi Lambert-Beerov zakon za tvar koja se mjeri, jer je
to mjerno podru¢je u kojem je bazdarni pravac linearan. Vazno je da se analiza otopina

standarda, kontrolnih uzoraka, slijepe probe i uzorka seruma obavlja pod istim uvjetima (15).

3.3.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim frekvencijama i udjelom. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro - Wilkovim testom. Numericki podatci
opisani su medijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike numerickih varijabli izmedu
tri mjerenja testirane su Friedmanovim testom (19). Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina
znacajnosti je postavljena na Alpha = 0,05. Za statisti¢ku analizu koristen je statisti¢ki program
MedCalc Statistical Software version 19.1.7 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium;
https://www.medcalc.org; 2020).
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4. REZULTATI

Istrazivanje je provedeno na 18 bolesnika, od kojih je prema spolu 4 muskarca i 14
zena. Medijan dobi bolesnika je 66 godina, u rasponu od 30 do 82 godine, a medijan dobi, kod
postavljanja dijagnoze, 62 godine, u rasponu od 23 do najvise 82 godine. S obzirom na

dijagnozu, 9/18 bolesnika ima granulomatozu s poliangiitisom (GPA) (Tablica 4).

Tablica 4. Osnovna obiljezja bolesnika

Spol
Muskarci 4/18
Zene 14/18
Dob (godine) 66 (50 — 72)
[Medijan (interkvartilni raspon)]
Dob kod postavljanja dijagnoze (godine) 62 (48— 72)
[Medijan (interkvartilni raspon)]
Dijagnoza
Granulomatoza s poliangiitisom (GPA) 9/18
Mikroskopski poliangiitis (MPA) 4/18
Eozinofilna granulomatoza s poliangiitisom (EGPA) 5/18

Zahvacenost pluca i bubrega je imalo 11/18 bolesnika, dok gornji respiracijski sustav
ima zahvacéeno 9/18 bolesnika, a paranazalne Supljine (PNS) njih 5/18 (Tablica 5).

Tablica 5. Bolesnici prema zahvacenosti sustava

Zahvacéenost sustava

Pluca 11/18
Bubrezi 11/18
Gornji respiracijski sustav 9/18
PNS 5/18
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Najucestaliji komorbiditet je arterijska hipertenzija kod 11/18 bolesnika, anemija kod
7/18 bolesnika, renalna insuficijencija kod njih 5/18, dok su ostali komorbiditeti zastupljeni kod
manjeg broja bolesnika (Slika 1).

Broj bolesnika
4 6 8

o
N
[N
o

12

Avrterijska hipertenzija
Anemija

Renalna insuficijencija

Pauci imuni glomerulonefritis
Kroni¢ni gastritis

Diabetes mellitus

Kroni¢ni sinusitis
Respiratorna insuficijencija
Kardiomiopatija
Cerebrovaskularni inzult
Pneumonija

Fibrilacija atrija

Bronhalna astma

IgA imunodeficijencija
Supraventrikularna paroksizmalna tahikardija
Subgloti¢ni laringitis i edem larinksa
Astma

Senzomotorna polineuropatija
Oligoartritis

Alergijski rinitis

Hereditarna trombopatija
Polip mokra¢nog mjehura
Dijabeticka nefropatija
Fokalna segmentalna glomeruloskleroza
Hiperlipidemija

Hipertireoza

Nefriticki sindrom

Purpura

Guillain-Barre sindrom
Hiperparatireoidizam
Trombofilija

Slika 1. Raspodjela bolesnika prema komorbiditetima
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S obzirom na imunosupresivnu terapiju, najzastupljeniji je metilprednizolon koji se

primjenjuje kod 10/18 bolesnika, azatioprin i ciklofosfamid koji se primjenjuju kod 6/18

bolesnika, a kod njih 4/18 prednizon (Tablica 6).

Tablica 6. Raspodjela bolesnika prema imunosupresivnoj terapiji

Terapija
azatioprin 6/18
metilprednizolon 10/18
prednizon 4/18
rituksimab 1/18
ciklofosfamid 6/18
metotreksat 1/18
mikofenolat mofetil 1/18
tocilizumab 1/18

Znacajno su nize vrijednosti antitijela na MPO (pANCA) (Friedmanov test, P = 0,02),

antitijela na PR-3 (CANCA) (Friedmanov test, P = 0,001), sedimenatacije eritrocita

(Friedmanov test, P = 0,03), i C-reaktivnog proteina (Friedmanov test, P = 0,002), nakon godine

dana od postavljanja dijagnoze (Tablica 7).

Tablica 7. Vrijednosti antitijela na MPO, PR-3, sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina

kod postavljanja dijagnoze, nakon 3 — 6 mjeseci i nakon godine dana

Medijan (interkvartilni raspon)

Kod postavljanja Nakon3-6  Nakon 12 p*
dijagnoze mjeseci mjeseci
pANCA [AU/mI] 2 1 0 0.02
(0-82)5) (0-46,5) (0-4,5) ’
CANCA [AU/mI] 7 2 0 0.001
(0,5 - 303) (0 - 105,5) (0 - 54,5) ’
Sedimentacija [mm/3,6ks] 43,5 25 20 0.03
(28,5 - 61) (17,5 - 39) (7 - 30,5) ’
C-reaktivni protein (CRP) 21,7 7,3 7,95 0.002
[mg/L] (12,6 - 53,9) (31-12,7)  (53-15) ’

*Friedmanov test
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S obzirom na referentne vrijednosti, pPANCA je negativan kod postavljanja dijagnoze
kod 11/18 bolesnika, a kod njih 6/18 je pozitivan (> 25), da bi nakon godine dana bilo 11/18
negativnih i 2/18 pozitivna.

Antitijela na PR-3 (CANCA) su negativna kod postavljanja dijagnoze kod 9/18
bolesnika, a njih 8/18 imaju pozitivan nalaz, nakon 3 — 6 mjeseci bilo je 11/18 pozitivnih i 6/18

negativnih nalaza, da bi nakon godine dana imali 9/18 negativnih i 4/18 pozitivna nalaza.

Vrijednosti sedimentacije kod postavljanja dijagnoze bile su povisene kod 12/18
bolesnika, nakon 3 — 6 mjeseci kod 5/18, a nakon godine dana vise vrijednosti sedimentacije

biljeze se samo kod 2/18 bolesnika.

C-reaktivni protein je prilikom postavljanja dijagnoze povisen kod 15/18 bolesnika,
nakon 3 — 6 mjeseci kod njih 5/18, dok povisene vrijednosti CRP-a nakon godine dana imaju
2/18 bolesnika.

S obzirom na ishod lijecenja, tijekom promatranog razdoblja, 2/18 bolesnika su umrla,
kod 9/18 je nastupila remisija bolesti, stabilnu bolest ima 4/18 bolesnika, dok je kod 3/18

bolesnika doslo do relapsa bolesti.
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5. RASPRAVA

Rezultati istrazivanja pokazuju da se ANCA vaskulitisi ¢eS¢e javljaju kod Zena nego
kod muskaraca $to odgovara ¢e$coj pojavnosti autoimunih bolesti kod Zena (20). Dob kod
postavljanja dijagnoze krece se u rasponu od 23 do 82 godine. Prema tome, uo¢ljivo je da
dijagnoza ANCA vaskulitisa u istrazivanoj populaciji nije isklju¢ivo vezana uz srednju Zivotnu
dob, premda se najcesce postavljala kod bolesnika te zivotne dobi. Kada je rije¢ o pojedinom
entitetu ANCA vaskulitisa, medu ispitivanim bolesnicima najzastupljenija je granulomatoza s
poliangiitisom. S obzirom na zahvaéenost organskih sustava boles¢u, ANCA vaskulitisi
naj¢esce pogadaju bubrege i plu¢a. Od komorbiditeta, najzastupljenija je arterijska hipertenzija,
a slijede je anemija i renalna insuficijencija. Najvise bolesnika je na glukokortikoidnoj terapiji
metilprednizolonom, a manji dio prednizonom. Nakon uvodne terapije ciklofosfamidom
nastavljena je terapija odrzavanja primjenom azatioprina, dok su tek pojedini bolesnici na
bioloskoj terapiji rituksimabom ili tocilizumabom. Azatioprinu je dana prednost nad
metotreksatom kada je rije¢ o imunosupresivnoj terapiji. Mikofenolat mofetil koristen je kao

terapija odrzavanja u pacijentice nakon postizanja remisije primjenom rituksimaba.

U svrhu pracenja aktivnosti bolesti mjerene su vrijednosti protutijela na MPO
(pPANCA), protutijela na PR-3 (CANCA), sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina kod
postavljanja dijagnoze, 3 —6 mjeseci i 12 mjeseci od postavljanja dijagnoze. Statistickom
analizom podataka uocen je pad vrijednosti pracenih pokazatelja §to upucuje na povoljan uc¢inak
lijeenja. Statisticki su znacajno nize vrijednosti antitijela na MPO (pANCA), antitijela na PR-
3 (cCANCA), sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina godinu dana od postavljanja
dijagnoze. S obzirom na ishod lije¢enja, polovina ispitivanih bolesnika imala je remisiju bolesti
S§to govori o ucinkovitosti pravilno odredene terapije u lijeCenju ANCA vaskulitisa. Dvoje
bolesnika preminulo je uslijed pogorsanja opéega stanja, a cetvero bolesnika imalo je stabilnu
bolest pracenu pozitivnim nalazom ANCA protutijela. Kod troje bolesnika, godinu dana od
postavljanja dijagnoze, doslo je do relapsa bolesti, iako je kod ranijega mjerenja nalaz ANCA

protutijela bio negativan.

Ogranienje ovog istrazivanja je relativno manji broj bolesnika s potvrdenom
dijagnozom ANCA vaskulitisa. Nadalje, kako su tek od 2016. godine nalazi bolesnika
elektronski dostupni u Bolni¢kom informacijskom sustavu (BIS), dodatni izazov je

predstavljalo prikupljanje podataka o bolesnicima s ANCA vaskulitisom prije 2016. godine.
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Podatci pojedinih bolesnika bili su nepotpuni zbog odredivanja jednoga od upalnih parametara
(SE ili CRP-a) na kontrolnim pregledima ili nepoznatoga nalaza ANCA protutijela u slucaju
bolesnika koji su dosli na lije¢enje u KBC Osijek s prethodno postavljenom dijagnozom bolesti

u drugoj zdravstvenoj ustanovi.

Dijagnosticka vaznost serijskog mjerenja ANCA protutijela u svrhu predvidanja relapsa
ANCA vaskulitisa, ispitivana je neposredno nakon otkrica ANCA protutijela u brojnim
istrazivanjima. UnatoC tome, joS uvijek je aktualna rasprava o ulozi povecanja titra ANCA
protutijela u predvidanju relapsa bolesti. Ako je doista porast razine ANCA protutijela praé¢en
relapsom, to saznanje moglo bi koristiti u preventivhom lijeCenju bolesnika u vrijeme
povecanog titra protutijela, kako bi se izbjegao relaps. Medutim, prednosti preventivnog
lijeCenja trebaju biti uravnotezene s nepotrebnom izloZenoS¢u bolesnika imunosupresivnoj

terapiji i nuspojavama povezanim s lije¢enjem (21).

Istrazivanje Fussnerove i suradnika nudi kriti¢ki osvrt na odnos povecanja razine PR3-
ANCA i relapsa ANCA vaskulitisa (22). Oni opisuju sveobuhvatnu analizu serijskih mjerenja
ANCA protutijela kod bolesnika s ANCA vaskulitisima koji su prospektivno prac¢eni nakon
lijecenja rituksimabom ili ciklofosfamidom 1 azatioprinom unutar RAVE (engl. Rituximab in
ANCA-Associated Vasculitis) istrazivanja. IstraZzivanje Fussnerove i suradnika sadrZi detaljnu
analizu promjena titra ANCA protutijela s obzirom na fenotipove bolesti, vrstu izvodenoga testa
i vrstu indukcijske terapije. Autori su otkrili da porast titra PR3-ANCA nije dovoljno osjetljiv
niti specifi¢an prediktor relapsa, $to je u skladu s ranijim publikacijama iz ovoga podrudja.
Medutim, porast razine PR3-ANCA zabiljezen direktnim ELISA testom, povezan je s teSkim
relapsima, osobito kod bolesnika s bubreznim zahvacanjem bolesti i alveolarnim krvarenjem.
Zanimljivo je da ta povezanost nije uocena kod bolesnika s fenotipom granulomatoze. To
potvrduje stajaliSte da PR3-ANCA pretezno utjeCu na razvoj kapilaritisa, a ne granulomatozne
upale, Sto je dokazano istrazivanjima na miSevima. Zakljucno, ova opazanja daju na vaznosti
mogucnosti da je serijsko mjerenje PR3-ANCA korisno u predvidanju teskih relapsa kod
bolesnika s manifestacijama bolesti uzrokovanih kapilaritisom, kao §to su bubrezno zahvacanje
i alveolarno krvarenje. Iako je odnos izmedu promjene razine ANCA protutijela i relapsa bolesti
intenzivno proucavan, jo§ uvijek postoji potreba za preciznijom metodologijom serijskoga
mjerenja ANCA protutijela. Prvo, zasad nije utvrdeno koju metodu treba koristiti za serijska
mjerenja ANCA protutijela. Fussnerova i suradnici svojim su istrazivanjem pokazali da je
porast razine ANCA protutijela izmjeren sendvi¢-ELISA testom, manje pouzdan prediktor

relapsa u usporedbi s razinom protutijela izmjerenom direktnim ELISA testom. Drugo,
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nepoznato je koliko ¢esto treba mjeriti razinu ANCA protutijela. Poznato je da veca ucestalost
mjerenja ANCA protutijela, povecava korisnost serijskih mjerenja s obzirom da je moguce
propustiti porast razine protutijela u slucaju rijetko izvodenih mjerenja (primjerice dva puta
godisnje). Ipak, treba napomenuti da uCestalo mjerenje razine protutijela moze biti neprakticno,
kao i financijski neodrzivo. Trecée, jo$ nije razjasnjeno na koji na¢in prikazati porast razine
protutijela. Karakteristi¢na krivulja prijemnika (engl. Receiver operating characteristic, ROC
krivulja) Cesto se koristi za utvrdivanje grani¢ne vrijednosti rasta razine protutijela. U
suprotnom, koristi se fiksno povecanje (npr. dvostruki ili Cetverostruki porast). Prvi nacin
prikaza, definira rast razine protutijela s ve¢om osjetljivoscu i specifi¢noscu, dok je drugi nacin
relativno poveéanje u odnosu na prethodne uzorke mjerenja (npr. udvostrucenje vrijednosti
ANCA protutijela). Budu¢i da vrijeme izmedu mjerenja uzoraka ANCA protutijela moze
varirati, ova metoda prikaza mozda nije optimalna u klinickoj praksi. Na kraju, prethodna
istrazivanja nisu uzela u obzir hoc¢e li vrijednosti titra protutijela nastaviti rasti nakon §to je
zabiljezen porast razine protutijela. Izgledno je da ¢e bolesnik imati manju vjerojatnost pojave

relapsa, ako se vrijednosti razine protutijela smanje nakon $to je prethodno zabiljeZen porast

(21).

Uloga serijskoga mjerenja ANCA protutijela u odredivanju lijeCenja tijekom remisije
ostaje sporna. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su bolesnici kod kojih ANCA protutijela
ostaju prisutna ili njihova vrijednost raste vise od Cetiri puta, izloZeni ve¢em riziku od relapsa
bolesti. Preporuceno je provoditi ¢eSée strukturirane klini¢ke procjene, a ne mijenjati terapiju
iskljuc¢ivo na temelju odredivanja ANCA protutijela. Rani prekid terapije (< 1 god.) povezan je
s povecanim rizikom od relapsa bolesti. Opcenito se savjetuje da se terapija odrzavanja nastavi
najmanje 18 — 24 mjeseca od remisije, prije nego §to se postupno ukine. Takoder, prvo treba
zapoceti sa Smanjenjem terapije glukokortikoidima, potom imunosupresivne terapije. Rizik od
relapsa vec¢i je kod bolesnika s pozitivnim PR-3 ANCA protutijelima kod postavljanja
dijagnoze, kao i kod onih koji imaju pozitivan nalaz ovih protutijela prilikom prekida

indukcijske i poCetka imunosupresivne terapije odrzavanja (23).

S obzirom da vrijeme potrebno za odgovor organizma na pojedini ciklus terapije
rituksimabom varira medu bolesnicima, predvidanje relapsa ostaje izazov u lijeCenju ANCA
vaskulitisa. Da bi se rijeSio ovaj problem, mogu se pratiti razine cirkulirajucih limfocita B 1
ANCA protutijela u redovitim intervalima nakon lijeCenja rituksimabom. Vazno je naglasiti da

sama rekonstitucija limfocita B ne moze predvidjeti relaps, iako je rizik od relapsa nizak u
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Rasprava

slucaju kada se limfociti B 1 ANCA protutijela ne detektiraju. U buduc¢nosti, odredivanje razina
limfocita B i ANCA protutijela, moglo bi postati dominantni ¢imbenik vodenja terapije
odrzavanja, primjerice u slucaju ponavljanja infuzija rituksimaba (21). Ovo je stajaliSte
istrazivano u MAINRITS AN2 randomiziranom kontroliranom pokusu. Svrha je bila procijeniti,
je li individualna terapija rituksimabom temeljena na porastu razine limfocita B ili ANCA
protutijela, bolja u prevenciji relapsa i s minimalnim nuspojavama, u usporedbi s fiksnim
intervalima doziranja. Stope relapsa ANCA vaskulitisa nisu se znacajno razlikovale izmedu
bolesnika na individualnoj terapiji i onih s fiksnim rezimom lijeenja rituksimabom (24). Da bi
se uveli novi biomarkeri, potrebne su dodatne informacije o fenotipu limfocita B, dodatna
testiranja autoantitijela, kao 1 informacije o osobinama protutijela poput epitopne specifi¢nosti,

avidnosti i razine sijalinizacije.
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Zakljucak

6. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenoga istrazivanja mogu se iznijeti sljedec¢i zakljucei:

1. Statisticki su znacajno nize vrijednosti antitijela na MPO (pANCA), antitijela na
PR-3 (cCANCA), sedimentacije eritrocita i C-reaktivnog proteina godinu dana od
postavljanja dijagnoze i pocetka lijecenja.

2. S obzirom na ishod lijeenja, polovina ispitivanih bolesnika imala je remisiju bolesti
Sto govori o ucinkovitosti pravilno odredene terapije u lije€enju ANCA vaskulitisa.
Dvoje bolesnika preminulo je uslijed pogorsanja opéega stanja, a ¢etvero bolesnika
imalo je stabilnu bolest pra¢enu pozitivnim nalazom ANCA protutijela. Kod troje
bolesnika, godinu dana od postavljanja dijagnoze, doslo je do relapsa bolesti, iako
je kod ranijega mjerenja nalaz ANCA protutijela bio negativan.

3. Porast titra ANCA protutijela nije dovoljno osjetljiv niti specifi¢an prediktor
relapsa. Medutim, serijsko mjerenje PR3-ANCA moglo bi biti korisno u
predvidanju teskih relapsa kod bolesnika s manifestacijama bolesti uzrokovanih
kapilaritisom, kao §to su bubrezno zahvacanje i alveolarno krvarenje. Preporuc¢eno
je provoditi ¢esce strukturirane klinicke procjene, a ne mijenjati terapiju iskljucivo

na temelju odredivanja ANCA protutijela.
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Sazetak

7. SAZETAK

Cilj istrazivanja:
Cilj je ispitati povezanost razine ANCA protutijela s aktivnoSc¢u i prognozom ANCA

vaskulitisa te odrediti znacenje ANCA protutijela kao potencijalnih biomarkera u prac¢enju

aktivnosti bolesti 1 izbora odgovarajuceg lijeCenja ANCA vaskulitisa.
Ustroj studije:

Presjec¢no istrazivanje s povijesnim podatcima.
Ispitanici i metode:

U studiju su ukljuceni pacijenti Zavoda za reumatologiju, klini¢ku imunologiju i
alergologiju KBC-a Osijek s dijagnozom ANCA vaskulitisa u periodu od 31. 12. 2009. do 31.
12. 2019. godine.

Vrijednosti pANCA 1 cANCA protutijela odredene su multipleks tehnologijom na
uredaju Luminex®. Brzina sedimentacije eritrocita izmjerena je na automatskom uredaju ISED
Alcor Scientific, a vrijednosti CRP-a odredene su primjenom automatskog analizatora

Beckman Coulter AU680. Provedena je deskriptivna statisticka analiza podataka.
Rezultati:

Medu ispitivanim bolesnicima najzastupljenija je dijagnoza granulomatoze s
poliangiitisom, a bole$¢u su naj¢esc¢e zahvaceni bubrezi 1 pluca. Najucestaliji komorbiditeti su
arterijska hipertenzija, anemija i renalna insuficijencija. S obzirom na terapiju, najzastupljeniji
su glukokortikoidi, slijede azatioprin i ciklofosfamid. Znac¢ajno su nize vrijednosti pANCA i
CANCA protutijela, sedimenatacije eritrocita i C-reaktivnog proteina godinu dana od
postavljanja dijagnoze. S obzirom na ishod lijeCenja, 2/18 bolesnika su umrla, kod 9/18 je
nastupila remisija bolesti, stabilnu bolest ima 4/18 bolesnika, dok je kod 3/18 bolesnika doslo

do relapsa bolesti.
Zakljucak:

Porast titra ANCA protutijela nije dovoljno osjetljiv niti specifican prediktor relapsa.
Medutim, serijsko mjerenje PR3-ANCA moglo bi biti korisno u predvidanju teskih relapsa kod

bolesnika s bubreznim zahvac¢anjem bolesti i alveolarnim krvarenjem. Preporuceno je provoditi
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ceSce strukturirane klinicke procjene, a ne mijenjati terapiju iskljucivo na temelju odredivanja

ANCA protutijela.

Kljuéne rijeci: ANCA protutijela; biomarkeri; relaps; vaskulitisi
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8. SUMMARY

Anti-neutrophil cytoplasmic antibodies associated vasculitides

Objectives:

The aim of the study is to examine the association of ANCA levels with disease activity and
prognosis and to determine the significance of ANCA as potential biomarkers in monitoring
disease activity and selecting appropriate ANCA-associated vasculitis treatment.

Study design:
Cross-sectional study with historical data.
Participants and methods:

The study included patients of the Department of Rheumatology, Clinical Immunology and
Allergology of the Clinical Hospital Center Osijek with a diagnosis of ANCA-associated
vasculitis in the period from 31 December 2009 to 31% December 2019. The values of pANCA
and cANCA were determined by multiplex technology on the Luminex® device. The
erythrocyte sedimentation rate was measured on the iSED Alcor Scientific automated device
and CRP values were determined on the Beckman Coulter AU680 automated analyzer.

Descriptive statistical analysis of the gained results was performed.
Results:

Among the examined patients, the most common diagnosis was granulomatosis with
polyangiitis and the disease most often affected the kidneys and lungs. The most common
comorbidities were arterial hypertension, anemia and renal failure. In terms of therapy,
glucocorticoids were the most common, followed by azathioprine and cyclophosphamide.
Significantly lower values of pANCA and cANCA, erythrocyte sedimentation rate and C-
reactive protein were measured one year after diagnosis. Depending on the treatment outcome,
2/18 patients died, 9/18 patients had remission, 4/18 patients had stable disease and 3/18

patients had relapses.
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Conclusion:

The increase in the ANCA titer is not sufficiently sensitive or specific predictor of relapse.
However, serial measurement of PR3-ANCA could be useful in predicting severe relapses in
patients with renal involvement and alveolar haemorrhage. It is recommended to perform more
frequent structured clinical evaluations rather than to change therapy solely based on the ANCA

determination.

Keywords: ANCA; biomarkers; relapse; vasculitis
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