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Diagnostyka zapaleri matych
naczyri w Swietle nowych
rekomendacji

Czym sa uktadowe zapalenia naczyn?

Ukladowe zapalenia naczyn (ang. systemic vasculitis) stanowia sze-
rokg grupe choréb autoimmunizacyjnych o nieznanej etiologii,
ktdrych istot jest naciekanie leukocytow na $ciany naczyn krwio-
nosnych. Prowadzi to do ich uszkodzenia i ograniczenia drozno-
$ci. Proces ten moze obejmowac naczynia roznych narzadow, ale
w szczegolnosci dotyczy nerek, ptuc, gornych drég oddechowych,
skory i gatek ocznych. Ostatecznie ukladowe zapalenia naczyn moga
prowadzi¢ do niedokrwienia i martwicy tkanek zaopatrywanych
przez zajete procesem chorobowym naczynia [1].

Klasyfikacja zapaleri naczyn
Na podstawie rozmiaru naczynia zajetego procesem chorobo-
wym ukladowe zapalenia naczyn dzieli si¢ na [2]:
I. zapalenia duzych naczyn (zapalenie tetnic Takayasu, olbrzy-
miokomadrkowe zapalenie tetnic);
II. zapalenia §rednich naczyn (guzkowe zapalenie tetnic, cho-
roba Kawasakiego);
I11. zapalenia malych naczyn:

a. zapalenie matych naczyn zwigzane z przeciwcialami
przeciwko cytoplazmie neutrofili (ANCA, ang. anti-
-neutrophil cytoplasmic antibodies); do zapalen naczyn
zwigzanych z przeciwcialami ANCA (AAV, ang. ANCA-
-associated vasculitis) naleza:

« ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (GPA,
ang. granulomatosis with polyangiitis), dawniej:
ziarniniakowato$¢ Wegenera;

« eozynofilowa ziarniniakowatos¢ z zapaleniem naczyn
(EGPA, ang. eosinophilic granulomatosis with polyangiitis),
dawniej: zespot Churga-Strauss;

o mikroskopowe zapalenie naczyn (MPA, ang. microscopic
polyangiitis);

b. zapalenie malych naczyn zwigzane z kompleksami immu-
nologicznymi;
IV. zapalenia réznych naczyn (choroba Behgeta, zespot Cogana).

Patogeneza AAV

W patogenezie GPA, EGPA oraz MPA duzg role odgrywaja
pobudzone neutrofile oraz przeciwciala ANCA, ktore sa skiero-

wane przeciwko antygenom obecnym w ziarnistosciach cyto-
plazmatycznych neutrofili. Przeciwciala te przyczyniaja sie do
zwigkszonej aktywacji neutrofili, a nastepnie do tzw. ,wybuchu
oddechowego”, uwalniajacego zawarte w ziarnisto$ciach enzymy
proteolityczne, cytokiny, chemokiny oraz inne mediatory stanu
zapalnego. Kaskada reakeji, w ktorej biorg udzial przeciwciata
ANCA, prowadzi ostatecznie do lizy komérek §rodblonka naczy-
niowego. Ponadto przeciwciata ANCA zakidcaja wehlanianie sie
nacieku zapalnego w §wietle naczyn oraz rozregulowuja apoptoze
neutrofili, czyli naturalny proces zaprogramowanej $mierci ko-
morek [3].

Algorytm diagnostyczny wykrywania
przeciwciat ANCA

Zgodnie z miedzynarodowymi rekomendacjami z 1999 roku
dotyczacymi diagnostyki przeciwcial ANCA badanie przesie-
wowe powinno by¢ wykonane metodg immunofluorescencji po-
sredniej (IIFT, ang. indirect immunofluorescence test) z zastoso-
waniem jako substratu granulocytéw utrwalonych etanolem [4].
Badanie to umozliwia roznicowanie dwdch podstawowych typow
przeciwcial ANCA: o typie $wiecenia cytoplazmatycznego (CANCA)
oraz o typie §wiecenia perinuklearnego (PANCA) (ryc. 1-2).

Ryc. 1. Granulocyty utrwalone etanolem.
Przeciwciata cANCA
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Ryc. 2. Granulocyty utrwalone etanolem.
Przeciwciata pANCA

Dodatni wynik IIFT nalezy nastepnie potwierdzi¢ testem mo-
nospecyficznym w celu ustalenia specyficzno$ci antygenowej wy-
krytych przeciwcial. Wedlug rekomendacji w przypadku nega-
tywnego wyniku badania IIFT wyro6znia sie dwie strategie: ,,opcje
minimalng”, ktora zaklada, ze wynik negatywny IIFT jest osta-
teczny, oraz ,,opcje optymalng”, wedtug ktorej w pewnych przy-
padkach (m.in. u pacjentéw z objawami klinicznymi lub u cho-
rych poddawanych immunoterapii) uzasadnione jest wykonanie
testu monospecyficznego pomimo negatywnego wyniku IIFT
(ryc. 3).
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Ryc. 3. Algorytm diagnostyczny wykrywania
przeciwciat ANCA

Antygeny docelowe dla przeciwciat ANCA

Antygenem docelowym dla przeciwcial cANCA jest przede
wszystkim proteinaza 3 (PR3) lub rzadziej - bakteriobdjcze bial-
ko zwiekszajace przepuszczalnos¢ blony bakterii Gram-ujem-
nych (BPIL, ang. bactericidal permeability increasing protein).
W przypadku pANCA antygenem docelowym jest najczescie]
mieloperoksydaza (MPO), ale mogg nim by¢ rowniez laktofery-
na, elastaza, katepsyna G i wiele innych sktadnikéw cytoplazmy
granulocytéw obojetnochfonnych [4].

Diagnostyka laboratoryjna zapaleri matych
naczyn zwigzanych z ANCA

Najwazniejszymi antygenami docelowymi dla przeciwciat
ANCA zaangazowanych w patogeneze AAV sg PR3 (w przebie-
gu GPA) oraz MPO (w przebiegu MPA oraz EGPA). W 2017 roku
ukazaly si¢ nowe rekomendacje dotyczace wylacznie diagnosty-
ki GPA oraz MPA (ryc. 4) [5]. Wedlug zalecanej strategii diagno-
stycznej u pacjentéw z podejrzeniem tych dwoch chordb nalezy
w pierwszej kolejnosci wykona¢ test monospecyficzny w kierun-
ku przeciwcial PR3-ANCA oraz MPO-ANCA. Jesli zaréwno dla
PR3-ANCA, jak i dla MPO-ANCA wyniki s3 ujemne, a istnie-
je silne podejrzenie AAV, zaleca si¢ wykonanie dodatkowych te-
stow, np. ITFT, w celu zwiekszenia czutosci badania. Przeprowa-
dzenie drugiego testu inng metoda moze réwniez nieznacznie
zwiekszy¢ specyficznos¢ badania w przypadku niskiego miana
przeciwciat [5].
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Ryc. 4. Algorytm diagnostyczny w przypadku
podejrzenia AAV

W $wietle nowych rekomendacji z 2017 roku IIFT mozna
poming¢. Nalezy jednak pamieta, ze rekomendacje te ograni-
czaja sie jedynie do dwoch jednostek chorobowych (GPA oraz
MPA). Nie dotycza m.in. pacjentéw z EGPA. Ponadto przeciw-
ciala ANCA wystepuja rowniez w innych schorzeniach - kolage-
nozach, nieswoistych zapaleniach jelit czy pierwotnym stward-
niajacym zapaleniu drog zolciowych. Przeciwciata ANCA, ktore
wykrywa sie u tych pacjentéw, sa najczesciej skierowane przeciw-
ko innym antygenom docelowym niz PR3 lub MPO [4]. W tym
przypadku ograniczenie diagnostyki wyltacznie do testéw opar-
tych o te dwa antygeny docelowe zmniejsza trafnos¢ diagno-
styczna.

Przeciwciata ANCA wytwarza réwniez okofo 30% pacjentow
nefrologicznych z przeciwcialami przeciwko blonie podstawnej
ktebuszkow nerkowych (GBM, ang. glomerular basement mem-
brane) (ryc. 5). Dlatego tez u pacjentow z chorobami nerek war-
to analizowac¢ réwnolegle oba typy przeciwcial (ANCA i anty-
-GBM).
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Ryc. 5. Nerka szczura. Przeciwciata anty-GBM

Nowatorski test do diagnostyki ANCA

Istnieje mozliwo$¢ wykonania tylko jednego badania, kto-
re faczy zalety IIFT i metod monospecyficznych. Takim roz-
wigzaniem jest test IIFT oparty na kombinacji szesciu réznych
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PISMIENNICTWO:

substratow. Podstawe testu stanowia: granulocyty utrwalo-
ne etanolem - umozliwiajace rozréznienie przeciwcial cANCA
i pANCA; granulocyty utrwalone formaling - pozwalajace na
wykrycie przeciwciat ANCA formalino-dodatnich lub forma-
lino-ujemnych; komorki HEp-2 wraz z granulocytami utrwa-
lonymi etanolem - dzigki zastosowaniu tego substratu mozliwe
jest rozréznienie przeciwcial ANCA i przeciwcial przeciwjadro-
wych (ANA, ang. antinuclear antibodies). Dodatkowo w tescie
tym znajduja si¢ réwniez substraty, ktére dzieki zastosowaniu
nowatorskiej techniki EUROPLUS spelniaja wymogi testu mo-
nospecyficznego. Podczas produkeji takich substratow na szkiet-
ku mikroskopowym oplaszcza si¢ wysokooczyszczony antygen
w postaci kropli. Dzigki temu, w trakcie oceny preparatu, ewen-
tualna fluorescencja $wiadczy o reakeji przeciwciata z konkret-
nym antygenem. W przypadku diagnostyki przeciwciat ANCA
substraty stanowia wysokooczyszczone antygeny PR3, MPO
oraz GBM. Wprowadzenie do laboratorium testu ITFT oparte-
go o sze$¢ substratow umozliwia wykonanie szczegélowej dia-
gnostyki w kierunku przeciwcial ANCA podczas jednej inkuba-
cji, a to przekiada si¢ na wyzsza trafnos$¢ diagnostyczng oraz na
oszczedno$¢ czasu pracownikow laboratorium.
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Kompleksowa diagnostyka ANCA

System EUROPLUS

TEST PRZESIEWOWY
z ludzkimi granulocytami

do oceny
PANCA, cANCA, aANCA

granulocyty (etanol)
granulocyty (formalina)
HEp-2 + granulocyty

~ Jednoczesne badanie ANCA oraz potwierdzenie
ich swoistosci za pomoca wysokooczyszczonych biatek.

TEST POTWIERDZAJACY
z oczyszczonymi biatkami
do oceny
anty-MPO, PR3, GBM

MPO
PR3
GBM

6 BIOCHIPOW na jednym polu reakcyjnym

Przesiew i potwierdzenie w trakcie jednej inkubacji!
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Spotka z o.o0.
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