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KRATICE

AC - engl. anti-cell

ANA - antinuklearna protutijela (prema engl. antinuclear antibodies)
CENP-B - bjelan¢evina centromera B (prema engl. centromere protein B)
CENP-F - bjelancevina centromera F (prema engl. centromere protein F)

CIDP - kroni¢na upalna demijelinizirajuca polineuropatija (prema engl. chronic inflammatory
demyelinating polineuropathy

DFS - gusti fino granulirani (prema engl. dense fine speckled)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. deoxyribonucleic acid)

dsDNA - dvolan¢ana deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. double stranded deoxyribonucleic
acid)

EASI - Europska inicijativa za standardizaciju autoimunosti (prema engl. European Autoimmunity
Standardisation Initiative)

ELISA - engl. enzyme-linked immunosorbent assay

ENA - ekstraktibilni jezgreni antigeni (prema engl. extractable nuclear antigens)

FITC - fluorescein-izotiocijanat (prema engl. fluorescein isothiocyanate)

HEp-2 - ljudski epitelni tip 2 (prema engl. human epithelial type 2)

HIV - virus ljudske imunodeficijencije (prema engl. human immunodeficiency virus)
hUBF - ljudski uzvodni vezujuéi ¢imbenik (prema engl. human upstream binding factor)
ICAP - engl. International Consensus on Antinuclear Antibody (ANA) Patterns

IF - imunofluorescencija

IIF - indirektna imunofluorescencija

IWAA - engl. International Workshop on Autoimmunity and Autoantibodies

LEDGEF - ¢imbenik rasta dobiven iz epitela lece (prema engl. lens epithelium-derived growth factor)
MCTD - mijesana bolest vezivnog tkiva (prema engl. mixed connective tissue disease)
MRNA - glasni¢ka ribonukleinska kiselina (prema engl. messenger ribonucleic acid)
NOR - podrucje organizacije jezgrice (prema engl. nucleolus organizer region)

NuMA - jezgreni mitotski sklop (prema engl. nuclear mitotic apparatus)

PBC - primarni bilijarni kolangitis (prema engl. primary billiary cholangiitis)



PBS - fiziolo$ka otopina puferirana fosfatom (prema engl. phosphate buffered saline)

PCNA - jezgreni antigen proliferirajucih stanica (prema engl. proliferating cell nuclear antigen)
PE - fikoeritrin (prema engl. phycoerythrine)

SLE - sistemski eritemski lupus (prema engl. systemic lupus erythematosus)

Sm - Smith

SMN - bjelancevina prezivljenja motornog neurona (prema engl. survival of motor neuron protein)
SnRNP - mali jezgreni ribonukleoprotein (prema engl. small nuclear ribonucleoprotein)

SRP - Cestica za prepoznavanje signala (prema engl. signal recognition particle)

SS-A - engl. Sjogren syndrome A

SS-B - engl. Sjogren syndrome B

sSDNA - jednolan¢ana deoksiribonukleinska Kiselina (prema engl. single stranded deoxyribonucleic
acid)

TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora alfa (prema engl. tumor necrosis factor alpha)

TRIMZ21 - bjelanéevina koja sadrzava trodijelni uzorak 21 (prema engl. tripartite motif-containing
protein 21)

tRNA - prijenosna ribonukleinska kiselina (prema engl. transfer ribonucleic acid)

U1-RNP - Ul-ribonukleoprotein (prema engl. U1 ribonucleoprotein)



1. Uvod

1.1. Antinuklearna protutijela (ANA) — definicije

Pod pojmom antinuklearnih protutijela, usprkos njihovu nazivu, ne podrazumijevamo samo
protutijela usmjerena na antigene jezgara vlastitih stanica, nego protutijela usmjerena na sve
unutarstani¢ne komponente. Ovaj povijesni naziv, koji se u pocetku razvoja dijagnostike
autoimunosnih bolesti uistinu odnosio samo na tada poznata protutijela za koja se smatralo da
prepoznaju antigene smjestene u jezgri (1), s razvojem je znanstvenih spoznaja prosiren i na
neke dodatne entitete. Sukladno tome, testiranje na prisutnost antinuklearnih protutijela
podrazumijeva detekciju protutijela usmjerenih na ekstraktabilne nuklearne antigene (ENA,
prema engl. extractable nuclear antigens), sto je pojam koji se odnosi na odredene
bjelancevine pretezno smjestene u jezgri, a koje se mogu ekstrahirati iz jezgre primjerenim
laboratorijskim metodama (2). Uz navedene antigene, protutijela koja podrazumijevamo pod
pojmom ANA mogu biti usmjerena i na druge antigene smjestene u jezgri, ali 1 antigene
prisutne u citoplazmi. S obzirom na razli¢it smjestaj antigena te preklapajuc¢u i donekle
zbunjuju¢u nomenklaturu ovih protutijela, moze do¢i do nedoumica oko tumacenja
laboratorijskih nalaza koji se odnose na ova protutijela. Stoga su neki autori u upotrebu uveli
pojam protutijela usmjerenih na stani¢ne antigene (3). Daljnji razvoj spoznaja 0 ovim
protutijelima i standardizacija nomenklature trebali bi u buduénosti dovesti do smanjenja
nedoumica povezanih s klini¢kim i laboratorijskim pracenjem i tumacenjem nalaza ovih

protutijela.

1.2. Povijest i perspektive dijagnostike ANA

Suvremena dijagnostika ANA vuce korijene jos iz sredine proslog stolje¢a kada je
uspostavljena besmrtna linija stanica HEp-2 podrijetlom iz laringealnog karcinoma. Pocetni
uzorak tih stanica pribavljen je od bolesnika 1951. godine, a sama linija stanica opisana je po
prvi puta 1954. godine (4). Medutim, ve¢ u idu¢em je desetlje¢u pokazano da se stanice ove
linije zapravo sastoje od stanica cervikalnog adenokarcinoma, S$to se objaSnjavalo
kontaminacijom stanicama HeLa linije (5), koja je kasnije i potvrdena (6), uz dokaze da je u
uzorcima prisutan genski materijal humanog papiloma virusa. Ova zabluda ve¢i je problem u

istrazivanjima koja se bave laringealnim karcinomom, dok nema veceg utjecaja na



istrazivanja protutijela usmjerenih na stanicne antigene ili na rutinsku dijagnostiku koja

koristi tu stani¢nu liniju kao supstrat (7).

Nedugo nakon §to je uspostavljena stani¢na linija HEp-2, istrazivanja Su upozorila na
reaktivnost tada jo§ nepoznatih ,,serumskih faktora® sa stanicnim jezgrama i jezgrenim
bjelancevinama u krvi ispitanika sa sistemskim eritemskim lupusom (SLE, prema engl.
systemic lupus erythematosus) i odredenim drugim stanjima (8). Ti su faktori u slu¢aju SLE
identificirani kao protutijela usmjerena na deoksiribonukleoprotein (9). Ova su istrazivanja
nastavljena na ranije otkriven LE fenomen koji se odnosio na neutrofilnu ili makrofagnu
nukleofagocitozu u bolesnika sa SLE (10). Ubrzo je postalo jasno da je imunofluorescencija,
osobito neizravna (IIF, prema engl. indirect immunofluorescence), primjerena metoda za
dijagnostiku takvih protutijela (11,12), a ta je metoda i danas neizostavha metoda u

dijagnostici autoimunosnih bolesti.

Do moguénosti utvrdivanja specificnosti protutijela uocenih imunofluorescentnim metodama
proslo je oko 20 godina, kada je utvrdena povezanost s protutijelima usmjerenih na dvostruku
uzvojnicu deoksiribonukleinske kiseline (anti-dSDNA prema engl. double-stranded
deoxyribonucleic acid) (13). U tom su trenutku sve vazniju ulogu u dijagnostici ovih
protutijela poceli zauzimati testovi temeljeni na ¢vrstoj fazi, od kojih je najcesée zastupljena
ELISA (prema engl. enzyme-linked immunosorbent assay) (14). Ubrzo su otkrivena i
protutijela na druge nuklearne antigene i pripadaju¢e metode testiranja iz ove skupine (15-
17). S vremenom se razvija mogucnost provodenja istodobnog testiranja na prisutnost vise
protutijela, bilo u obliku mikrotockica na odredenoj fiksnoj podlozi (18), bilo kao vrsta
linearnog imunoblot-sustava temeljenog na tehnici Western blot (19,20). Ove vrste testova
pokazale su se pouzdanima, ali ih se za sad nije uspjelo u potpunosti komercijalno iskoristiti
(8to u slucaju potonje metode nije u tolikoj mjeri izrazeno) (21). Pocetkom ovog stoljeca
razvijene su, medutim, suspenzijske metode i sustavi kojima se iz jednog uzorka s pomocu
predefinirane mjeSavine antigena istodobno moze odrediti predodredeni panel autoprotutijela
(22-24). Nakon sirokog prihvacanja i uvodenja u upotrebu one su omogucile jednostavniji
uvid u specifiénost protutijela u bolesnika u kojih je metodom IIF utvrdeno postojanje
antinuklearnih protutijela. Sljede¢i korak u razvoju, koji bi eliminirao manu limitiranog broja
protutijela koja se istodobno mogu utvrditi ovim testovima, podrazumijevao bi istodobno
testiranje na prisutnost barem 30 - 50 najces¢ih protutijela koja se vezuju uz autoimunosne

bolesti (25). U zadnje vrijeme u cilju kontrole troSkova postoje i pokuSaji automatiziranja



ocitavanja IIF (26-29). No, takvi sustavi nisu jo§ dovoljno pouzdani zbog slozenosti definicije

i polivalentnog klini¢ckog znacaja ANA (30).

Usprkos razilaze¢im misljenjima struénjaka oko pogodnosti potpune zamjene IIF testa nekom
od novorazvijenih metoda temeljenih na predefiniranoj mjeSavini antigena (31-33),
konsenzus medunarodne skupine osnovane u svrhu standardizacije dijagnostike
autoimunosnih bolesti (EASI, prema engl. European Autoimmunity Standardisation
Initiative) navodi da je IIF na stanicama HEp-2 jos uvijek metoda izbora u po¢etnom probiru
na prisutnost ANA (3).

1.3. Etiologija i patogeneza ANA

UvrijeZzeno je misljenje o genezi ANA godinama od njihovog otkri¢a bilo nerazdvojivo
povezano s etiopatogenezom reumatskih autoimunosnih bolesti. Naime, ocigledni zakljucak
koji je proizaSao iz ¢injenice da su ta protutijela prisutna u veéine bolesnika s autoimunosnim
bolestima bio je da su ta protutijela na neki nacin direktno odgovorna za pokretanje
patogenetskih procesa i promoviranje osSteCenja vlastitih stanica i tkiva (34,35). Ovi su
zakljucci logi¢no proizlazili iz spoznaja na temelju istrazivanja prototipa autoimunosnih
reumatskih bolesti - SLE. Pokazalo se da su protutijela koja se ponajviSe vezuju uz ovu
bolest, protutijela anti-dsDNA, uistinu uklju¢ena u mehanizme oStecenja tkiva kroz stvaranje
imunokompleksa, njihovo odlaganje u ciljnim tkivima, poput glomerularne membrane
bubrega i1 posljedi¢no izazivanje lokalne upale koja rezultira oSteéenjem tkiva (36,37).
Sukladno tome, pokazano je i da razine protutijela anti-dsDNA koreliraju s aktivno$éu SLE,
manifestiranom relapsom te da se njihovim pra¢enjem moze pratiti i predvidjeti klinicko
pogorsanje tijeka bolesti (38). Medutim, osim ovih protutijela, jos su neka protutijela ucestalo
prisutna u bolesnika sa SLE, kao na primjer protutijela anti-Sm. Za razliku od protutijela anti-
dsDNA, protutijela anti-Sm ne pokazuju varijacije tijekom bolesti niti se mogu dovesti u vezu
niti s jednim njezinim obiljezjem (39). Sli¢na obiljezja ima i ve¢ina drugih protutijela koja se
dovode u vezu s autoimunosnim bolestima: nisu specifi¢na za jednu odredenu bolest nego se
s razli¢itom ucestalos¢u pojavljuju u cijelom nizu sistemskih i organ-specifi¢nih
autoimunosnih bolesti, njihovim se pra¢enjem i mjerenjem titra ne moze predvidjeti promjena
aktivnosti bolesti, a najesCe nisu povezana niti s oSteCenjima pojedinih organa niti s

razlikama u klini¢koj slici unutar pojedine autoimunosne bolesti (35).



Sve navedene c¢injenice potaknule su razvoj druge teorije o nastanku ANA koja je primjenjiva
na veéinu protutijela iz te skupine, s moguc¢om iznimkom ranije spomenutih protutijela anti-
dsDNA. Prema toj teoriji, ANA nisu uklju¢ena u direktnu etiopatogenezu bolesti, nego su
neka vrsta epifenomena, odnosno reakcije na autoimunosne procese koji se dogadaju u
organizmu (40-44). Pri tome je Kklju¢ni korak u njihovoj indukciji pojacano izlaganje
stani¢nih i jezgrenih komponenata antigen-predo¢nim stanicama imunosnog sustava (45), sto
je pak posljedica promjena u apoptotskim procesima u organizmu (46). Proces apoptoze, koji
je zaduZen za programirano uklanjanje suvisnih ili nepovratno oStecenih stanica (47) moze u
kontekstu autoimunosne bolesti biti poja¢an zbog oStecenja stanica u tkivima pogodenim
bolescu ili zbog pokusaja imunosnog sustava da kontrolira vlastite autoreaktivne sojeve
limfocita koji su izmaknuli mehanizmima kontrole i doveli do razvoja autoimunosne bolesti
(48-50). Osim povecanja koli¢ine produkata apoptoze, moglo bi se raditi i 0 kvalitativnim
promjenama u procesu apoptoze ili o poremecenom uklanjanju njezinih produkata (46).
Sazeto, pojacano izlaganje produkata apoptoze imunosnom sustavu, kao rezultat procesa ili
pokusaja kontrole osnovnoga autoimunosnog mehanizma, dovodi do predocavanja tih
produkata (koji normalno nisu prisutni u krvotoku u tolikoj koli€ini) stanicama specifi¢ne
imunosti, Sto rezultira proizvodnjom protutijela usmjerenih na te produkte, to jest ANA.
Opisani mehanizam stvaranja ANA mogao bi objasniti manjak osjetljivosti i specifi¢nosti
veéine ANA za pojedinu bolest, nepostojanje njihove povezanosti s pojedinim
karakteristikama ili tezinom klinicke slike pojedine bolesti te njihovu ucestalu prisutnost u
autoimunosnim bolestima kao $to je multipla skleroza (51-53) kod koje zasigurno ne
sudjeluju u patogenetskom mehanizmu. Konac¢no, buduci da se apoptoza u odredenoj mjeri
dogada i u zdravom organizmu, opisana teorija objasnjava i njihovu povremenu detekciju
prilikom rutinskog testiranja pojedinaca koji su zdravi ili koji imaju naoko nevezane

zdravstvene probleme (54).



1.3. Uloga ANA u dijagnostici bolesti
1.3.1. Sistemski eritemski lupus

Ova bolest prototip je stanja koje se vezuje uz ANA. Uostalom, ta su protutijela prvotno
otkrivena u pokuSajima uspostave laboratorijskih testova koji bi pridonijeli dijagnosti¢kom
procesu kod ove bolesti. Neposredno prije njihova otkrica posumnjalo se na ukljucenost
imunosnog odgovora u patogenezu bolesti na temelju otkrica stanica LE, to jest
nukleofagocitoze (10). Vjerojatan razlog zbog kojeg su ANA otkrivena bas$ pri istraZivanju
SLE i zbog kojeg se tradicionalno vezuju uz ovu bolest jest Cinjenica da se u ovoj bolesti
zamjecuje najveca specificnost pojedinih protutijela. Ponajprije se tu misli na protutijela
usmjerena na dvostruku uzvojnicu DNA (protutijela anti-dsDNA). Za razliku od protutijela
usmjerenih na jednostruku uzvojnicu DNA (anti-ssDNA, prema engl. single stranded DNA)
koja reagiraju s denaturiranom molekulom DNA, $to ih ¢ini mnogo manje specifi€nim i
podobnim za dijagnostiku i pracenje SLE (55), protutijela anti-dsDNA pokazuju visoku
osjetljivost (79 %) i specificnost (73 %) za dijagnozu SLE (56). Njihova specifi¢nost ¢ini ih
odlicnim kriterijem za razlikovanje SLE od ostalih autoimunosnih reumatskih bolesti u
kojima se ona vrlo rijetko pojavljuju (57,58). S obzirom na to da se njihov titar mijenja
sukladno klini¢koj aktivnosti bolesti, titar u kombinaciji s klini¢kim pokazateljima moze
posluziti za pracenje remisije i relapsa SLE te u odluci o primjeni farmakoterapije (38,59).
Smatra se da su protutijela anti-dsDNA direktno uklju¢ena u patogenezu lupusnog nefritisa, s
obzirom na to da njihov titar korelira s pojavom nefritisa, a da su u glomerularnim
membranama bolesnika s ovom komplikacijom dokazani depoziti imunokompleksa koji
sadrzavaju protutijela anti-dsDNA (60,61). Osim protutijela anti-dsDNA, s dijagnozom SLE
povezuju se jo§ neka protutijela koja se ubrajaju u skupinu ENA. ENA (vidi 6. stranicu) je
povijesni naziv koji je proistekao iz prvotne metode ekstrakcije koja se koristila u njihovu
dokazivanju (62). Ta su protutijela anti-Sm (nazvana prema pacijentici Stephanie Smith kod
koje su prvi put izolirana)(63) te anti-U1-RNP (prema engl. U1-ribonucleoprotein). Antigeni
na koja se stvaraju oba ova protutijela nalaze se zajedno s antigenima U2-U6 u jezgrenim
Cesticama koje se nazivaju snRNP (prema engl. small nuclear ribonuclein particles), a
protutijela na njih ucestalo su istodobno pozitivna u bolesnika sa SLE (64,65). Protutijela
anti-Sm manje su osjetljiva za dijagnozu SLE jer su prisutna u manje od polovine bolesnika,
ali su zato visoko specificna. Dodatna im je osobitost da se njihov titar ne mijenja ovisno o

aktivnosti bolesti. Prisutna su i u stadijima mirovanja bolesti kada protutijela anti-dsDNA



mogu privremeno i$¢eznuti, $to ih ¢ini dodatno dijagnosticki korisnima (66,67). Nasuprot
tomu, protutijela anti-U1 RNP nisu toliko specifi¢na jer se redovito nalaze i u bolesnika s
mijesanom bolesc¢u vezivnog tkiva (MCTD, prema engl. mixed connective tissue disease), a
povremeno u ostalim autoimunosnim reumatskim bolestima u nizim titrovima (2). Nadalje,
protutijela koja su visoko specificna za SLE jesu anti-ribosomska P-protutijela, a prisutna su
u manjem udjelu bolesnika s ovom boles¢u (68). Postoje indicije da bi se ta protutijela mogla
u vec¢em postotku naci u bolesnika s neuropsihijatrijskim oc¢itovanjem SLE (69,70), kao i u
bolesnika sa zahva¢enom jetrom (71) ili bubregom (72). No, eventualna povezanost jos je
nedovoljno istrazena. Specifican je entitet lupus uzrokovan lijekovima koji se moze razviti
kod primjene mnogih lijekova, najcesc¢e prokainamida i hidralazina, a rjede, ali klini¢ki bitno,
kod lije¢enja inhibitorima TNF-a (prema engl. tumor necrosis factor alpha) (73). Osobitost
pri dijagnostici ove bolesti visoka je ucestalost ANA usmjerenih na histone (74). Ta se
protutijela mogu javiti i u idiopatskog SLE, ali su u tom slu¢aju naj¢esce pristutna i neka od
ranije navedenih protutijela, $to nije Cest slucaj kod lupusa uzrokovanog lijekovima kod

kojeg su protutijela najéesé¢e samo prolazno prisutna (75).

Vaznost ANA u dijagnostici SLE o€ituje se i u ¢injenici da su ona ulazni kriterij u najnovijim
dijagnostickim kriterijima bolesti koje su definirala vode¢a medunarodna drustva. Drugim
rijeCima, bez dokaza prisutnosti ANA u trenutku postavljanja sumnje na dijagnozu ili nekad
ranije tijekom zivota nije moguca dijagnoza SLE. Protutijela moraju biti prisutna u titru
vecem ili jednakom od 1 : 80, dokazana s pomocu IIF na HEp-2 stanicama ili ekvivalentno

vrijednom metodom (76).

1.3.2. Sjogrenov sindrom

Protutijela iz skupine ANA koja se tradicionalno najvise vezuju uz ovu bolest jesu anti-SS-A
(poznata jo$ kao anti-R0) i anti-SS-B (poznata jo$ kao anti-La). Protutijela anti-SS-A
reagiraju s jednim od dva antigena Ro52 i Ro60. Prvi, nazvan po svojoj molekularnoj masi od
52 kDa, koristi se i naziv TRIM21, vjerojatno sudjeluje u regulaciji upalnih procesa, a nalazi
se u citoplazmi (77,78). Za razliku od njega, Ro60 (nazvan jos i TROVE2) nalazi se u jezgri,
a vjeruje se da regulacijom transkripcije i stabilnosti mMRNA (prema engl. messenger
ribonucleic acid) ima ulogu u funkciji te molekule (79,80). Dokazano je da misevi u kojih

stanice ne proizvode bilo koju od ovih molekula razvijaju autoimunosnu bolest (81,82).



Protutijela anti-SS-B reagiraju s antigenom La koji se obi¢no nalazi u jezgri (83), a migrira

izmedu jezgre i citoplazme te je vjerojatno vazan u regulaciji funkcije mRNA (84).

Protutijela anti-SS-A nalaze se u oko 60 % bolesnika sa Sjogrenovim sindromom, ali takoder
I U nizu drugih autoimunosnih bolesti, ponajprije u SLE (85). Za razliku od njih, protutijela
anti-SS-B specifi¢nija su za Sjogrenov sindrom i SLE (86). Kod veéine bolesnika sa
Sjogrenovim sindromom istodobno su prisutna oba spomenuta protutijela (87). Bolesnici koji
imaju protutijela usmjerena na TRIM21 imaju tezu klinicku sliku (88). Osim kod
Sjogrenovog sindroma, oba protutijela klinicki su bitna jer se ucestalo nalaze u majki
novorodencadi s neonatalnim lupusom (89). Protutijela anti-SSA takoder su odgovorna za
barem polovinu bolesnika sa SLE u kojeg su probirom ANA klasificirana kao negativna zbog

pokatkad oteZzane detekcije tih protutijela IIF metodom (90).

Osim navedenih protutijela, mali udio bolesnika sa Sjogrenovim sindromom moze imati
pozitivna protutijela usmjerena na centromere. Ovi bolesnici mogu imati klinicke simptome
koji se preklapaju sa sistemskom sklerozom, ali nedovoljno izrazene da bi se mogla postaviti

dijagnoza i te bolesti (91).

Prema nedavnim kriterijima za postavljanje dijagnoze Sjogrenovog sindroma koji su razvijeni
suradnjom dvaju najistaknutijin medunarodnih drustava koja se bave autoimunosnim
reumatskim bolestima, protutijela anti-SS-A zauzimaju vazno mjesto te je njihova prisutnost

(kao jedini laboratorijski kriterij) ujedno i jedan od pet kriterija za klasifikaciju bolesti (92).

1.3.3. Sistemska skleroza

U ovoj bolesti ANA su pozitivna u 95 % bolesnika (93). Najcesce se radi o jednom od triju
protutijela, od kojih je jedno usmjereno na centromere, drugo na topoizomerazu 1, a trece na
RNA-polimerazu Ill. Prva, anti-centromerna protutijela, usmjerena na protein centromere B,
(CENP-B, prema engl. centromere protein B) povezana su uglavnom s ograni¢enim koznim
oblikom bolesti (94). Protutijela usmjerena na DNA topoizomerazu 1 (antigen Scl-70)
povezuju se s difuznim koznim oblikom bolesti i s ucestalim zahva¢anjem pluénog
intersticija (95). Bolesnici koji imaju protutijela usmjerena na RNA-polimerazu III najcesce
imaju difuzni kozni oblik bolesti koji se u njihovu slu¢aju ocituje opseznim brzoprogresivnim

zahvacanjem koze (96). Nadalje, u ovih se bolesnika moze javiti i bubrezno zatajenje



(renalna kriza skleroderme) (97). Sva su navedena protutijela visoko specifi¢na za sistemsku
sklerozu, ali im je osjetljivost niska (98,99). Takoder je bitno naglasiti da su ta protutijela

najéesée medusobno iskljucujuca (100).

Prisutnost jednog od navedenih protutijela nalazi se u klasifikacijskim kriterijima ove bolesti
donesenim konsenzusom istih drustava kao i u slu¢aju Sjogrenova sindroma, ali za razliku od
Sjogrenova sindroma, kod kojeg je vaznost prisutnosti specifi¢nih protutijela kod bodovanja
velika, u sistemskoj sklerozi prisutnost ranije opisanih protutijela nije kljuéna za postavljanje
dijagnoze (101).

1.3.4. Mijesana bolest vezivnog tkiva

U samoj definiciji mijesane bolesti vezivnog tkiva (MCTD, prema engl. mixed connective
tissue disease) nalazi se jedno specifi¢no protutijelo iz skupine ANA, protutijelo anti-U1-
RNP. Prema toj definiciji, rije¢ je o bolesti s nekim karakteristikama drugih bolesti vezivnog
tkiva (SLE, sistemska skleroza, polimiozitis) kod koje se nalazi protutijelo anti-U1-RNP
(102). U pocetku razvoja MCTD vrlo su rijetko prisutni simptomi svih gore navedenih bolesti
te se najcesce pocetno razmatraju dijagnoze neke od bolesti iz tog spektra na koju simptomi u
tom trenutku upozoravaju. Medutim, prisutnost protutijela anti-U1-RNP u visokom titru
snazno je povezana s kasnijim razvojem punog spektra simptoma te dijagnozom MCTD
(103).

S obzirom na to da se, kao §to je ranije spomenuto, protutijelo anti-U1-RNP moze pojaviti i u
bolesnika sa SLE (2), a neka su istrazivanja pokazala da znatan udio bolesnika s MCTD
ispunjava i1 dijagnosticke kriterije za SLE (104), postavlja se pitanje kako definitivno
razlikovati bolesnike s ovom bole$¢u od SLE. Osim visokog titra U1-RNP protutijela, u
postavljanju dijagnoze mogu pomoci i detaljnije studije specificnosti protutijela. Naime,
molekula U1-RNP sastoji se od RNA i tri bjelancevine, A'-bjelanéevine, C-bjelancevine i
bjelancevine veli¢ine 68-70 kDa. Klinicka slika MCTD najcesce je povezana s protutijelima
koji reagiraju s dvjema od navedenih bjelancevina — A'-bjelanCevinom 1 bjelanéevinom

veli¢ine 68 — 70 kDa (105,106).



1.3.5. Dermatomiozitis i polimiozitis

Dijagnoza polimiozitisa bez zahvacanja ili sa zahvacanjem koZze vezuje se s mnogim
specifiénim autoprotutijelima. Najpoznatije od njih je protutijeo anti-Jo-1 koje je najcesce
detektirano protutijelo iz skupine anti-sintetaznih protutijela. Ta su protutijela usmjerena na
histidil-tRNA-sintetazu, enzim koji je bitan u procesu sinteze proteina temeljenoj na tRNA.
Protutijela iz skupine anti-sintetaznih protutijela udruzena su s nekoliko karakteristi¢nih
klini¢kih ocitovanja, uz miozitis to su intersticijska bolest pluca i artritis (107). Protutijelo
anti-Jo-1 nalazi se u oko 20 % idiopatskih upalnih miopatija (108). Bolesnici u kojih se u
obradi zbog suspektne autoimunosne bolesti nade ovo protutijelo imaju u do 94 % slucajeva
dokaze miozitisa (109). Osim protutijela anti-Jo-1, nekoliko se drugih protutijela profiliralo
kao ucestali biljezi upalnih bolesti misi¢a. Jedno od tih protutijela usmjereno je na Cesticu
koja prepoznaje signale (anti-SRP, prema engl. signal recognition particle) i visoko je
specifi¢no za miozitis, @ 0S0bito za njegovu inacicu u kojoj se histoloski pronalazi nekroza
misi¢nih vlakana (110). Takoder se izdvajaju i protutijela anti-Mi-2, usmjerena na enzim
helikazu koja je ukljucena u transkripciju bjelancevina. Ona se povezuju s akutnom formom
dermatomiozitisa koja dobro reagira na terapiju (108). Definirana su i brojna druga protutijela
koja se mogu pojaviti u bolesnika s upalnim miopatijama (111). U slu¢ajevima kada se u
bolesnika s miozitisom pronadu neka od protutijela koja su udruzena s ranije opisivanim
reumatskim autoimunosnim bolestima, obi¢no se radi o sindromu preklapanja s tim bolestima
(112).

1.3.6. Druge autoimunosne bolesti

Sto se tice bolesti pretpostavljene autoimunosne geneze U kojih postoji veéa prevalencija
ANA pozitivnosti, a koje ne spadaju medu bolesti reumatskog spektra, valja izdvojiti
multiplu sklerozu (MS). U toj se bolesti ve¢ nekoliko desetaka godina opisuju ANA c¢ija se
ucestalost, ovisno 0 metodologiji testiranja, kre¢e od 2 do ¢ak 80 % (51-53). S obzirom na to
da se prisutnost tih protutijela u ovom slucaju nije mogla objasniti uvrijeZenim konsenzusom
0 njihovoj indukciji, njihova je prisutnost proglasavana lazno pozitivnim rezultatom (51).
Pojedini stru¢njaci smatraju da testiranje na prisutnost ANA treba izbaciti iz rutinske
diferencijalnodijagnosti¢ke obrade bolesnika s MS s obzirom na ¢injenicu da ih se na ovaj

nacin ne moze razlikovati od bolesnika s neuroloskim manifestacijama reumatskih bolesti



(113,114). Novija istrazivanja upucuju na vezu prisutnosti ANA i apoptoze na periferiji
bolesnika s MS (115). U autoimunosnim bolestima Stitnjace takoder je dokazana prisutnost
ANA u visokim proporcijama i u djece (116) i odraslin (117). U slucaju upalnih bolesti
crijeva prisutnost ANA vezuje se s razinama vitamina D (118). Njihova je ucestalost u
odnosu na zdravu populaciju veca u bolesnika s ulceroznim kolitisom i u bolesnika s
Crohnovom boles¢u, kao i medu ¢lanovima njihove rodbine (119). U slucaju ulceroznog
kolitisa ta su protutijela povezana s ovisnosti o glukokortikoidima (120). ANA su prisutna u
50 do 70 % bolesnika s autoimunosnim hepatitisom tipa 1 (121,122) te su ¢ak i dio
dijagnostickih kriterija za ovu bolest (123). Pojedina ANA specificna su i za primarni
bilijarni kolangitis (PBC, prema engl. primary billiary cholangiitis) (124). U bolesnika s
atopijskim dermatitisom ANA su takoder prisutna u velikom postotku, uz porast titra koje

prati pogorsanje klinicke slike (125).

1.4. Pojavnost ANA u neimunosnim bolestima i u zdravih osoba

S obzirom na ¢injenicu da su ANA u najve¢em postotku prisutna U 0soba s autoimunosnim
reumatskim bolestima, njihova je vaznost ponajvise istrazivana u tim situacijama s kojima su
neraskidivo vezani. Medutim, s porastom broja populacijskih istrazivanja spoznalo se da su
ANA pozitivna kako u nekih drugih bolesti i stanja, tako i u zdravih osoba. U slucaju
potonjih, postotak pozitivnin u nekim se populacijskim studijama kretao (ovisno o
razrjedenju uzoraka) izmedu 2 i 30 % (54,126,127). Na rezultate, ¢ini se, utjecu i razlike u
spolu i rasi (128,129). Proporcija zdravih osoba s pozitivnim testom IIF na ANA logi¢no
pada s razinom razrjedenja testiranih seruma (13,8 % pri razrjedenju 1 : 40; 4,3 % pri
razrjedenju od 1 : 80; 3,7 % pri razrjedenju od 1 : 320; 1,1 % pri razrjedenju od 1 : 1000)
(126,127). U zdrave djece znatni se postoci pozitivnih nalaze pri razrjedenju od 1 : 40, dok se
pri standardnom razrjedenju od 1 : 80 ANA pronalaze u oko 3 % osoba (130). Razlozi koji bi
objasnili prisutnost ANA u zdravih osoba nisu jo§ u potpunosti poznati. Teorije govore o
mogucim stanjima koje prethode manifestnoj autoimunosti, o manjkavostima testova kojima
se ta pozitivnost utvrduje (54,131) ili o ranije objasnjenim uzrocima povezanim s razinama i
osobitostima apoptotskih procesa (46). Odredeni postotak ANA-pozitivnosti u zdravih osoba
moze se odnositi na protutijela anti-DFS70/LEDGF (prema engl. dense fine speckled/ lens
epithelium-derived growth factor). Za protutijela anti-DFS70/LEDGF smatra se da bi mogla

posluziti i kao biljeg odsutnosti autoimunosne bolesti buduéi da je njihova prisutnost
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ucestalija u zdravih nego u osoba koje boluju od tih bolesti (132). Razli¢ita upalna stanja u
organizmu takoder mogu potaknuti stvaranje protutijela anti-DFS70/LEDGF (133). Od
infektivnih stanja koja se povezuju s povisenom ucestalos¢u ANA-pozitivnosti izdvajaju se
infekcije unutarstani¢énim uzro¢nicima, medu kojima su M. tuberculosis, T. pallidum i virus
ljudske imunodeficijencije (HIV, prema engl. human immunodeficiency virus) (134).
Ucestala prisutnost ANA evidentirana je i u velikom broju raznovrsnih malignih oboljenja
(135) gdje se ucestalo pronalaze probirom bez dokaza protutijela specifi¢nih za reumatske
bolesti. Prisutnost ANA u nekim se tumorima povezuje s boljom prognozom, kao $to je u
slu¢aju karcinoma pluca ili melanoma (136,137). No, s druge strane njihova prisutnost moze
klinicare odvesti u pogreSnom dijagnostickom smjeru i odgoditi postavljanje dijagnoze
maligne bolesti, a samim time i lijeCenje (138). Ove spoznaje upozoravaju na potrebu
unaprjedenja razumijevanja etiologije ANA Kkoja se, ocigledno, ne smiju promatrati samo u
uskom kontekstu reumatskih bolesti, nego na razini fizioloSkog funkcioniranja imunosnog

sustava i ¢cimbenika koji dovode do njegova narusavanja.

1.5. Prednosti i mane metode zlatnog standarda za dijagnostiku ANA

Kao $to je ranije navedeno, usprkos pronalasku raznovrsnih novih metoda, preporuke
podrazumijevaju zadrzavanje IIF na stanicama HEp-2 kao metode pocetnog probira, uz
primjenu dodatnih metoda u svrhu odredivanja specifi¢nosti protutijela u slucaju dokaza
njihove prisutnosti IIF metodom (3). Upravo ¢injenica da se ovom metodom skoro bez
iznimke otkrivaju sva protutijela koja su prisutna u serumu, a koja reagiraju s unutarstani¢nim
antigenima, najveca je komparativna prednost ove metode koja se ne moze nadomjestiti niti
jednom metodom koja podrazumijeva unaprijed zadanu i kona¢nu mjeSavinu antigena
(139,140). Naime, uz pomo¢ IIF mogu se otkriti i protutijela nepoznate specifi¢nosti, §to se
jasno vidi iz Cinjenice da se u ANA-pozitivnim uzorcima utvrdenim metodom IIF specifi¢na
protutijela ne dokazu u svim slucajevima (141). Ostatak ANA-pozitivnih seruma
najvjerojatnije sadrzava protutijela koja nisu prisutna u zadanim panelima (142,143) ili su ¢ak
u potpunosti nepoznata, sto dovodi do smanjenja specifi¢nosti ovog testa u dijagnostici
klini¢ki relevantne autoimunosne bolesti (144). Iznimka od gore navedenih tvrdnji prva je
mana metode IIF koja u sluCaju neopreza moze dovesti do pogresnog rezultata koji ne
upucuje na autoimunosnu bolest. Naime, u odredenim se slu¢ajevima zbog prirode postupka

pripreme plocica koje se analiziraju pod fluorescencijskim mikroskopom moze dogoditi da iz

11



podloge, za koju bi se ina¢e vezala serumska protutijela, difundiraju antigeni SS-A (145) koji
su u toj podlozi i inace slabo zastupljeni (146). Zbog toga se anti-SS-A protutijela ne mogu
vezati za svoje antigene u podlozi pa uzorak ne pokazuje tipi¢nu fluorescenciju i proglasava
se negativnim na prisutnost ANA (147). Spoznaja o moguénosti ove pojave vrlo je bitna pri
dijagnosticiranju prirodenoga sréanog bloka u novorodencadi s neonatalnim lupusom (148).
Sli¢na situacija moze se dogoditi S protutijelima anti-Jo-1 u kontekstu dermatomiozitisa ili
polimiozitisa (149). Sve te pojave pokazuju da se i najveca prednost ove metode mora
uzimati s rezervom te da je svaki ispitivani uzorak potrebno promatrati u kontekstu klinicke
slike te prema potrebi, usprkos negativhom rezultatu, prosiriti obradu testiranjem na
specificna protutijela. S druge strane, izostavljanjem IlIF-testa i koriStenjem samo nekog od
testova za specificna protutijela bio bi izostavljen velik broj slucajeva u kojima su ANA
uistinu prisutna. Sukladno tome, preporuke govore da se niti jedan takav test s ograni¢enim
brojem stani¢nih antigena ne moze u rutinskom radu nazivati ANA-testom ili ANA-
probirnim testom jer bi se u protivnom moglo klini¢are dovesti u zabludu da je njime u
potpunosti iskljuCena prisutnost ANA (3). IIF-metoda nije pretjerano skupa sa stajalista
potrebnih materijala (uz pretpostavku da laboratorij posjeduje fluorescencijski mikroskop),
ali je vrlo zahtjevna iz perspektive utroS$enog vremena i rada laboratorijskog osoblja, $to

dovodi do ogranicenog broja testiranih seruma u jedinici vremena.

Konac¢no, ova je metoda notorno osjetljiva na manjak iskustva te klinickoga i laboratorijskog
znanja osobe koja analizira uzorke, §to ¢ini nuznim postojanje visoko educiranih eksperata da
bi se postigla maksimalna pouzdanost dobivenih rezultata i uporabna vrijednost metode
(56,150). Isto tako je ova Cinjenica ¢ini nepraktiénom u sredinama s malim brojem testiranih
uzoraka jer ne opravdava zapoSljavanje odgovarajuceg strucnjaka, a dramati¢no gubi na
vrijednosti u slu¢aju njegova nepostojanja. Niti u sluc¢aju postojanja odgovarajuéeg osoblja ne
moze se u potpunosti osigurati uniformnost rezultata jer se pokazalo da i medu stru¢njacima
moze doc¢i do subjektivnih razlika koje se viSe odnose na prepoznavanje pojedinih obrazaca
IIF nego na proglaSavanje uzoraka ANA pozitivnim ili negativnim (151). Osobitosti ovog
testa pokazuju da ga je, koliko god bio u trenutachom stanju razvoja tehnologije i spoznaja
nezamjenjiv i neizostavan, potrebno koristiti s dozom kriti¢nosti, imaju¢i na umu njegova

ogranicenja i uvijek uzimajuci u obzir osobitosti klini¢ke slike testiranog ispitanika.
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1.6. Obrasci imunofluorescencije
1.6.1. Konsenzus ICAP

Unato¢ ranijim pokuSajima standardizacije izvodenja dijagnostike ANA i izvjeStavanja o
rezultatima proizaslim iz tih postupaka (152) i dalje je postojala potreba uvodenja

jedinstvenih kriterija za oznacavanje obrazaca IIF koji se mogu uociti na stanicama HEp-2.

Tijekom 12. kongresa IWAA (prema engl. International Workshop on Autoantibodies and
Autoimmunity), koji je odrzan 2014. u Brazilu, na temeljima ranijeg brazilskog konsenzusa iz
2000. godine, donesen je medunarodni konsenzus 0 obrascima indirektne
imunofluorescencije ANA (ICAP, prema engl. International Consensus on ANA Patterns).
Prva verzija preporuka koje su nosile oznaku ICAP temelje se ve¢inom na zakljuccima s tog
kongresa (153). Preporuke su objavljene 2015. godine uz formiranje web-stranice na kojoj je

dostupna klasifikacija i nomenklatura proizasla iz tih preporuka (154).

Prema istoj klasifikaciji, sveukupno 29 zasebnih obrazaca IIF podijeljeno je u tri glavne
skupine: jezgreni obrasci, citoplazmatski obrasci i mitotski obrasci. Ovim obrascima
dodijeljeni su kodovi AC (prema engl. anti-cell)-1 do AC-29, uz dodatan kod AC-0 za uzorke

koji su ovom metodom negativni. Ovaj klasifikacijski sustav prikazan je u Tablici 1.
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Tablica 1. Sustav oznacavanja imunofluorescencijskih obrazaca na HEp-2 stanicama u

dijagnostici ANA (prilagodeno prema 154)

AC-0
jezgreni homogeni AC-1
tockasti gusti fino granulirani AC-2
fino tockasti AC-4
grubo tockasti AC-5
tip Topo | AC-29
centromere AC-3
pojedine jezgrene tocke mnogostruke AC-6
nekoliko AC-7
nukleolarni homogeni AC-8
grudasti AC-9
tockasti AC-10
jezgrena ovojnica glatka AC-11
tockasta AC-12
pleomorfni tip PCNA (jezgreni antigen proliferirajuc¢ih AC-13
stanica, prema engl. proliferating cell
nuclear antigen)
CENP-F (bjelancevina centromere F, prema AC-14
engl. centromere protein F)
(1 0] o] EVANEIN fibrilarni linearni AC-15
nitasti AC-16
segmentirani AC-17
toCkasti pojedine tocke AC-18
gusti fino granulirani AC-19
fino tockasti AC-20
AMHA AC-21
(antimitohondrijska

protutijela)
Golgi AC-22
Stapici i prstenovi AC-23
mitotski centrosomi AC-24
diobeno vreteno AC-25
tip NuMA (jezgreni mitotski sklop, prema AC-26

engl. nuclear mitotic apparatus)

medustani¢ni most AC-27
mitotski kromosomski AC-28
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1.6.2. Obrasci fluorescencije i njihova vaznost

Postoji nekoliko obrazaca IIF koji se pojavljuju u velikom postotku sluc¢ajeva i koji su dobro
povezani s pojedinim klini¢kim stanjima i sa specifiénim protutijelima (3). Velik broj
obrazaca IIF jo$ se uvijek istrazuje, a do sada poznate odredene Cinjenice (154) bit ce
obradene u ovom poglavlju. Svakom je obrascu IIF pridruZzena vlastita slika snimljena u

laboratoriju gdje je studija izradena.

Negativan nalaz lIF-testa ne definira se apsolutnim izostankom bilo kakvoga vidljivog
signala pod fluorescencijskim mikroskopom zato $§to to ovisi i 0 nizu drugih faktora —
prilagodba svjetline, ostatna fluorescencija i drugo. Negativan se nalaz definira izostankom

bilo kojeg od jasno razlucivih specifi¢nih obrazaca IIF pri danom razrjedenju (155) (Slika 1.).

Slika 1. Negativha ANA metodom indirektne imunofluorescencije na stanicama HEp-2.
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1.6.2.1. Jezgreni obrasci IIF
Homogeni (AC-1)

U ovom obrascu fluorescencija je ravnomjerno raspodijeljena po cijeloj nukleoplazmi, uz
moguce bojenje nukleola (ovisno o stani¢énom supstratu) (Slika 2). Antigeni uz koje je ovaj
obrazac povezan su dsDNA, nukleosomi i histoni. Sukladno tome, najces¢e se povezuje uz
SLE, bolest koja je povezana ponajprije uz protutijela usmjerena na dsDNA, ali i na druge
antigene, poput histona (56). Ovaj obrazac IIF moze se sresti i u bolesnika s autoimunosnim
hepatitisom (156), kao i u sklopu kompozitnog obrasca AC-29 koji se vezuje uz protutijela

usmjerena na topoizomerazu | u sklopu sistemske skleroze (157).

Slika 2. Obrazac fluorescencije AC-1 na stanicama HEp-2.
Gusti fino granulirani (AC-2)

Osnovno je obiljezje ovog obrasca IIF heterogena raspodjela tockica unutar jezgre koje
saCinjavaju pojedina guséa i rjeda podrucja fluorescencije. Metafazna ploca pokazuje jak
toCkasti uzorak, uz isticanje pojedinih grubih tocaka (Slika 3). Ovaj je obrazac povezan s
protutijelom na DFS70/LEDGF koje je predloZzeno kao biljeg isklju¢enja autoimunosne
reumatske bolesti. Ova je teza temeljena na Cinjenici da se ova protutijela ucestalo pojavljuju
u bolesnika koji nemaju relevantnu autoimunosnu bolest (132). Medutim, navedeno za
obrazac AC-2 vrijedi samo u slucaju da se potvrdi specifi¢nost protutijela na DFS70/LEDGF,
bez Cega ga nije moguce povezati s odsutno$¢u autoimunosnih reumatskih bolesti (158), sto
je naglaseno ¢injenicom da taj obrazac moze biti povezan i s nekim drugim protutijelima
(159).
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Slika 3. Obrazac fluorescencije AC-2 na stanicama HEp-2.

Centromere (AC-3)

U ovom obrascu moze se vidjeti 40 - 80 pojedinacnih grubih to¢aka rasprSenih u interfaznim
stanicama, dok se u mitotskim stanicama fluorescencija koncentrira na podru¢je kromatina
(Slika 4). Ranije se za ovaj obrazac upotrebljavao i naziv kinetohore. Vezan je za protutijela
usmjerena na antigen CENP A/B, koja se nalaze u klasifikacijskim kriterijima za ograniceni
kozni oblik sistemske skleroze (101). Ponekad se moze vidjeti i u bolesnika s primarnim

bilijarnim kolangitisom, ali oni ¢esto imaju istodobno i sistemsku sklerozu (160).

Slika 4. Obrazac fluorescencije AC-3 na stanicama HEp-2.
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Fino tockasti (AC-4)

Za razliku od homogene fluorescencije nukleoplazme kod obrasca AC-1, kod obrasca AC-4 u
njoj se izdvajaju sitne tockice (Slika 5). Taj se obrazac povezuje s protutijelima na ucestale
antigene SS-A/Ro i SS-B/La, kao i na jos neke manje ucestale antigene (Mi-2, TIF1y, TIF1B i
Ku). S obzirom na povezanost s tim antigenima, ucestalo se pojavljuje u bolesnika sa
Sjogrenovim sindromom, ali i u raznih oblika SLE (primjerice neonatalnog lupusa), nekih
oblika sistemske skleroze te u dermatomiozitisa i polimiozitisa. Kao $to je ranije spomenuto,

protutijela usmjerena na SS-A kojiput se ne mogu otkriti ovom metodom (92,147,161,162).

Slika 5. Obrazac fluorescencije AC-4 na stanicama HEp-2.

Grubo tockasti (AC-5)

Ovaj se obrazac odlikuje grubim tockicama rasporedenim po jezgri, uz izostanak bojenja
kromatina u mitotskim jezgrama (Slika 6). Povezuje se s protutijelima na hnRNP, U1-RNP,
Sm i RNA polimerazu III. S obzirom na mogucu prisutnost tih specifi¢nih protutijela, ovaj se
obrazac moze pojaviti U nekih bolesnka sa SLE ili sistemskom sklerozom, a ucestalo se vidi u

bolesnika s MCTD. U niskim titrovima povremeno se opaza i u zdravih osoba (163).
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Slika 6. Obrazac fluorescencije AC-5 na stanicama HEp-2.

Pojedine jezgrene tocke — mnogostruke (AC-6)

Kod ovog se obrasca u jezgri moze izbrojiti 6 - 20 pojedina¢nih toc¢aka (Slika 7). Antigen uz
koji se najcesce (ali ne isklju¢ivo) vezuje ovaj obrazac je Sp-100. Ovaj se obrazac moze naci
u mnogim autoimunosnim bolestima. U reumatskom spektru radi se o dermatomiozitisu/
polimiozitisu (kad je asociran s protutijelima anti-MJ/NXP-2), a inace se ucestalo nalazi u

bolesnika s primarnim bilijarnim kolangitisom (164,165).

Slika 7. Obrazac fluorescencije AC-6 na stanicama HEp-2.



Pojedine jezgrene tocke — nekoliko (AC-7)

Kad se u jezgri moze izbrojiti 1 - 6 zasebnih tocaka, koje se nekad nazivaju i Cajalovim
tjeleScima, radi se o obrascu AC-7 (Slika 8). Protutijela su u ovom obrascu usmjerena
najéescée na p80-koilin, a nekad i na kompleks SMN (prema engl. survival of motor neurons).
Ta protutijela, koliko se do sada zna, nisu izraZzeno povezana niti s jednim klini¢kim

entitetom, ali se mogu povremeno susresti u nekih ispitanika sa SLE, Sjogrenovim

sindromom ili sistemskom sklerozom (166-168).

Slika 8. Obrazac fluorescencije AC-7 na stanicama HEp-2.

Nukleolarni homogeni (AC-8)

Ovaj obrazac oznacava difuzno homogeno bojenje cijelog nukleolusa, bez bojenja metafazne
ploce (Slika 9). Povezuje se najCeS¢e s protutijelima na antigene PM/Scl (PM/Scl-75,
PM/Scl-100), a u ne$to rjedim slucajevima i Th/To, B23/nukleofozmin, nukleolin i
N055/SC65. Klini¢ka vaznost protutijela na posljednja tri antigena nije poznata. Protutijela
na ostale antigene najce$¢e se povezuju bilo sa sistemskom sklerozom, bilo sa sindromom

preklapanja te bolesti s upalnim miopatijama (169,170).
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Slika 9. Obrazac fluorescencije AC-8 na stanicama HEp-2.

Nukleolarni grudasti (AC-9)

Za razliku od pravilnog bojenja kod obrasca AC-8, u ovom je obrascu bojenje nukleolusa
nepravilno, a vidljivo je i perikromosomsko bojenje u metafaznim stanicama (Slika 10). Ovaj
obrazac povezuje se uglavnom s protutijelima na U3-snoRNP/fibrilarin, sto klinicki odgovara
difuznom obliku sistemske skleroze s ucestalim zahvacanjem kardiopulmonalnog sustava i

popre¢no-prugastih misic¢a (171,172).

Slika 10. Obrazac fluorescencije AC-9 na stanicama HEp-2.
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Nukleolarni tockasti (AC-10)

Kod ovog se obrasca u nukleolusu uocavaju zasebne tockice u interfazi, dok se u metafaznim
stanicama moze nac¢i do pet parova tocaka u kromatinu koje predstavljaju nukleolarnu
organizacijsku regiju (NOR, prema engl. nucleolar organizer region) (Slika 11). Protutijela
povezana s ovim obrascem IIF usmjerena su najces¢e na RNA polimerazu I, a pojavljuju se u
bolesnika sa sistemskom sklerozom, naj¢esc¢e istodobno s protutijelima na RNA polimerazu
III. Antigen koji alternativno moze biti meta autoimunosne reakcije kod ovog je obrasca
hUBF/NOR-90, takoder povremeno u bolesnika sa sistemskom sklerozom, ali i u nekih

bolesnika s malignom bolescu i Sjogrenovim sindromom (173,174).

Slika 11. Obrazac fluorescencije AC-10 na stanicama HEp-2.

Jezgrena ovojnica - glatka (AC-11)

Signal fluorescencije jezgre kod ovog je obrasca homogen, ali ima izrazeno pojacanje po
rubu, uz specificno naglasenu fluorescenciju na dodirnim tockama dviju jezgara. Bojenja
kromatina se ne nalaze (Slika 12). Taj je obrazac povezan s protutijelima na lamine (A, B ili
C) te na proteine koji su s njima povezani. Ovaj rijetki obrazac IIF povremeno se vida i u
zdravih osoba, a pojedine manje studije povezivale su ga sa Sirokim spektrom autoimunosnih
bolesti, od citopenija, jetrenih bolesti do reumatskih oboljenja i antifosfolipidnog sindroma
(175,176).
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Slika 12. Obrazac fluorescencije AC-11 na stanicama HEp-2.
Jezgrena ovojnica - tockasta (AC-12)

Tockasta obojenost jezgara interfaznih stanica uz izrazeno pojacanje fluorescencije uz rub
jezgre te naglasena fluorescencija na dodirnom mjestu dviju susjednih jezgara oznacava nalaz
postojanja protutijela usmjerenih na pore u jezgrenoj ovojnici, najéesée na protein gp210 koji
je sastavni dio tih pora, ali povremeno i na antigene p62 nukleoporin, LBR i Tpr. Kao i kod
prethodnog obrasca, nema bojenja kromatinskih masa (Slika 13). Ovaj se obrazac najce$ce
vezuje za autoimunosne bolesti jetre (pretezno PBC), a povremeno se moze vidjeti i U

sistemskim autoimunosnim reumatskim bolestima (177,178).

Slika 13. Obrazac fluorescencije AC-12 na stanicama HEp-2.
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Pleomorfni —tip PCNA (AC-13)

Obiljezje ovog obrasca je pleomorfno bojenje interfaznih stanica: neke su jezgre intenzivno
obojene uz tocke i polja fluorescencije razli¢itog intenziteta, neke pokazuju samo pojedine
svijetle tocke u nukleolusima, a neke se uopée ne boje (Slika 14). Jedini antigen koji je
trenuta¢no poznat kao meta protutijela kod ovog obrasca je PCNA. Ranije se ovaj obrazac
povezivao isklju¢ivo uz SLE, ali prema novijim istrazivanjima on se moze vidjeti 1 u nizu

drugih autoimunosnih bolesti te u hepatitisu C (179).

Slika 14. Obrazac fluorescencije AC-13 na stanicama HEp-2.

Pleomorfni — CENP-F (AC-14)

Kod ovog je obrasca takoder vidljiva naglasena raznolikost tockastog bojenja jezgre, kako u
interfaznim stanicama (jako bojenje stanica u G2-fazi, odsutno u G1-fazi), tako i u stani¢noj
diobi, uz razlike u pojedinim fazama mitoze (Slika 15). Ovaj je obrazac povezan s
protutijelima na CENP-F koja najcesce oznacavaju prisutnost maligne bolesti, ali su prisutna
samo u vrlo malom postotku tih bolesnika. Sporadi¢no se mogu pronaci i U manjeg broja

bolesnika s raznim upalnim i autoimunosnim bolestima (180).
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Slika 15. Obrazac fluorescencije AC-14 na stanicama HEp-2.

Tip Topo | (AC-29)

Ovaj je obrazac nedavno definiran kao zaseban, §to je rezultiralo i njegovom najvisSom
brojevnom oznakom usprkos smjestaju u dijelu klasifikacijskog stabla s nizim brojevnim
oznakama (jezgreni obrasci IIF). Definiran je istodobnim nalazom pet zasebnih obrazaca I1F
(Slika 16):

1) obrascem nalik na obrazac AC-4 u interfaznim stanicama;

2) sitno tockastim bojenjem kromatina u stanicama u mitozi;

3) jakim bojenjem NOR regije u stanicama u mitozi;

4) slabim citoplazmatskim mrezastim bojenjem koje slabi od jezgre prema periferiji;

5) polimorfnim bojenjem nukleolusa.

Postoje poteskoce kod detektiranja ovog obrasca upotrebom poluautomatiziranih sustava za
IIF s obzirom na to da takvi sustavi temelje detekciju obrasca na izboru pojedinih fokalnih
presjeka vidljivih fluorescentnim mikroskopom, a velika je vjerojatnost da je za detekciju

svih komponenti ovog obrasca potrebno promatrati uzorak u vise fokalnih ravnina (157).

Klini¢ki, ovaj je obrazac IIF visoko specifican za sistemsku sklerozu, posebice za difuzni

kutani oblik ove bolesti, kao i njezine agresivnije oblike (157,181).
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Slika 16. Obrazac fluorescencije AC-29 na stanicama HEp-2.
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1.6.2.2. Citoplazmatski obrasci imunofluorescencije
Fibrilarni linearni (AC-15)

U ovom obrascu fluoresciraju vlakna stani¢nog citoskeleta, najées¢e po uzduznoj osi stanice
(Slika 17). Ova je pojava vec¢inom rezultat postojanja protutijela koja se vezu na aktin, $to
oznaCava autoreaktivnost na glatke misi¢ne stanice i jedan od kriterija za postavljanje
dijagnoze autoimunosnog hepatitisa tipa 1. Najéesce je rije¢ o reakciji protiv F-aktina, dok su
protutijela na G-aktin od manje klinicke vaznosti. Osim u ovoj bolesti, obrazac AC-15 moze

se uociti u hepatitisu C i celijakiji, dok je rijedak u reumatskim bolestima (182,183).

Slika 17. Obrazac fluorescencije AC-15 na stanicama HEp-2.

Fibrilarni nitasti (AC-16)

Bojenje mikrotubula koji se Sire od jezgre oznaCava prisutnost protutijela usmjerenih na
komponente tih struktura, kao §to su citokeratini, vimentin, dezmin, tubulin i tropomiozin
(Slika 18). U slucaju protutijela na vimentin, nalaze se mnogostruke fine niti zrakasto
poloZene u citoplazmi oko jezgre u vrtloZzastom poloZaju. Doima se kao da niti povezuju
jezgrenu i stanicnu membranu. U slucaju protutijela na dezmin, pojavljuje se fino nitasto

bojenje citoplazme koje se doima kao da pruza strukturnu potporu kontraktilnom sustavu
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stanice, a u stanicama u mitozi vidljive su citoplazmatske tocke. U slu¢aju protutijela na
citokeratine vidi se mrezasta struktura niti kroz citoplazmu, a tijekom mitoza filamenti se
raspadnu i nakupljaju u citoplazmatske tocke. Protutijela na tropomiozin o€ituju Se kao niti
koje prolaze cijelom duljinom stanice i koje se doimaju kao da stanicu drZze napetom (184).
Sporadicno se ovaj obrazac uocava u mnogim bolestima, ali rijetko u reumatskim
autoimunosnim bolestima. Protutijela na citokeratine Cesta su U autoimunosnom hepatitisu i
kroni¢nim plué¢nim bolestima, dok se protutijela na tubuline dovode u vezu s nekim oblicima
polineuropatija, a Cesta su i U bolesnika s alkoholnom boles¢u jetre. Protutijela na vimentin

Cesta su U bolesnika s neurofibromatozom (185-187).

Slika 18. Obrazac fluorescencije AC-16 na stanicama HEp-2.

Fibrilarni segmentirani (AC-17)

Kod ovog obrasca fluorescencije karakteristicno su vidljivi kratki odsje¢ci vlakana koja se
protezu citoplazmom, a §to najées¢e oznacava protutijela na a-aktinin i vinkulin. U stanicama
u mitozi se u slucaju protutijela na vinkulin vide citoplazmatske toc¢ke (Slika 19). Ovaj
obrazac takoder se vida i kod protutijela usmjerenih na sidrisne (prema engl. anchoring)
bjelancevine stanice. Tada su vidljive kratke poveznice citoskeletnih filamenata i stani¢ne
membrane te izvanstani¢nog matriksa ili susjednih stanica. Ovaj rijedak obrazac IIF nije
jasno doveden u vezu ni s jednom boles¢u, ali je poznato da su protutijela na a-aktinin dobar

biljeg razlikovanja SLE sa zahvac¢anjem bubrega (gdje su prisutna), od SLE bez zahvacanja
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bubrega (nisu prisutna). Ona su takoder prisutna u visokom postotku i u bolesnika s
autoimunosnim hepatitisom. Protutijela na vinkulin nedavno su pronadena u manjeg postotka
bolesnika s kroni¢nom upalnom demijelinizacijskom polineuropatijom (CIDP, prema engl.

chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy)(188-190).

Slika 19. Obrazac fluorescencije AC-17 na stanicama HEp-2.

Tockasti - pojedine tocke (AC-18)

Pojedine tocke u citoplazmi koje se boje u ovom obrascu po novijim spoznajama oznacavaju
tjeleSca GW (odnosno P-tjelesca) koja se sastoje od enzima koji sudjeluju u procesiranju
MRNA (Slika 20). Protutijela najéesce reagiraju na antigene GW 182 ili Su/Ago2 tih tjelesaca.
Cesto se pojavljuju u bolesnika s raznovrsnim neuroloskim simptomima, kao i u
autoimunosnim reumatskim bolestima i PBC. lako ne postoje molekularni dokazi da je ovaj
obrazac povezan s lizosomskim antigenima, ¢esto se u literaturi srece opis ovog obrasca kao

lizosomski. Sli¢no vrijedi i za peroksisome (191,192).
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Slika 20. Obrazac fluorescencije AC-18 na stanicama HEp-2.

Tockasti — gusti fino granulirani (AC-19)

U ovom je obrascu granulirana fluorescencija prisutna u cijeloj citoplazmi te je gotovo, ali ne
potpuno, homogena (Slika 21). Antigeni na koje su protutijela usmjerena u ovom obrascu
najcesce su tRNA sintetaze PL-7 (treonil-tRNA-sintetaza) koja se ucestalo javljaju u
antisintetaznom sindromu, zatim PL-12 i ribosomska P-tjelesca koja se nalaze u bolesnika sa
SLE (pogotovo s neuropsihijatrijskim simptomima). Protutijelo anti-SRP takoder daje ovaj

obrazac IIF, a susre¢emo ga u imunosno posredovanoj nekrotiziraju¢oj miopatiji (193-195).

Slika 21. Obrazac fluorescencije AC-19 na stanicama HEp-2.



Fino tockasti (AC-20)

Ovaj se obrazac definira kao gusto fino tockasta ili homogena citoplazmatska fluorescencija
uz prisutne jasno vidljive pojedine sitne tockice superponirane na tu podlogu (Slika 22).
Jedno od protutijela koje je povezano s ovim obrascem je anti-Jo-1 usmjereno na histidil-
tRNA-sintetazu, a takoder se najceS¢e nalazi u bolesnika s antisintetaznim sindromom.
Buduc¢i da je pozitivan nalaz ovog protutijela jedan od klasifikacijskih kriterija za idiopatske
upalne miopatije, a moze ostati i nedetektirano na HEp-2 stanicama, u slucaju klinicke

sumnje na ovo stanje preporucljivo je uciniti specifi¢ni test za njegovu detekciju (193,196).

Slika 22. Obrazac fluorescencije AC-20 na stanicama HEp-2.

AMHA (AC-21)

U ovom je obrascu fluorescencija citoplazme specifiéno filamentozna kao posljedica
postojanja protutijela na odredene antigene u mitohondrijima, najces¢e PDC-E2/M2,
BCOADC-E2, OGDC-E2, Ela podjedinicu PDC ili E3BP/bjelancevinu X (Slika 23).
Klini¢ki se najéesce povezuje s primarnim bilijarnim kolangitisom, ali nerijetko se nalazi i u
sindromima preklapanja te bolesti sa Sjogrenovim sindromom i sistemskom sklerozom

(197,198).
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Slika 23. Obrazac fluorescencije AC-21 na stanicama HEp-2.

Golgi (AC-22)

Karakteristi¢na fluorescencija ovog obrasca je unipolarni, perinuklearni, trakasti pojas koji
odaje tockasti ili granulirani dojam (Slika 24). Protutijela koja su odgovorna za ovaj obrazac
usmjerena su na antigene koji se nalaze u Golgijevu tjelescu, najcesce giantin (makrogolgin) i
razne varijante golgina. S obzirom na to da je ovaj obrazac rijedak, nema jasnih naznaka koji
bi ga povezali s odredenom boles¢u, ali moze se povremeno uociti U bolesnika s malignim
bolestima, neuroloskim bolestima, pa i reumatskim autoimunosnim bolestima, kao i u
virusnim infekcijama (ponajprije  Epstein-Barrinim  virusom i virusom humane
imunodeficijencije) (129,192,193).

Slika 24. Obrazac fluorescencije AC-22 na stanicama HEp-2.
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Stapiéi i prstenovi (AC-23)

Ovaj specifican obrazac obiljezava prisutnost pojedinih fluoresciraju¢ih struktura u
citoplazmi oblika $tapica i prstenova (Slika 25). Po dostupnim literaturnim podatcima, daleko
se najce$ée javlja u bolesnika s infekcijom hepatitisom C koji su lije¢eni ribavirinom i
pegiliranim interferonom. Opisana je njegova pojava i u bolesnika sa SLE koji su lijeceni
odredenim imunosupresivnim lijekovima. MoZe se naci i u zdravoj populaciji kada je
nepoznate vaznosti. Smatra se primjerom autoimunosne reakcije izazvane farmakoterapijom
(200,201).

Slika 25. Obrazac fluorescencije AC-23 na stanicama HEp-2.
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1.6.2.3. Mitotski obrasci imunofluorescencije
Centrosomi (AC-24)

U ovom obrascu boje se strukture jo§ nazvane i centriolima, koje se nalaze na krajevima
mitotskog vretena, a izvan mitoze mogu se vidjeti u citoplazmi. U stanici se mogu vidjeti
jedna do dvije ove strukture (Slika 26). Ovaj obrazac nije jasno povezan niti s jednim
stanjem, ali se protutijela na komponente centrosoma mogu povremeno naci kod bolesnika sa
sistemskom sklerozom te rjede kod SLE ili reumatoidnog artritisa. 1zvan spektra reumatskih

bolesti vazno je njihovo ucestalo pojavljivanje kod osoba s karcinomom dojke (202-204).

Slika 26. Obrazac fluorescencije AC-24 na stanicama HEp-2.

Diobeno vreteno (AC-25)

Diobena vretena jasno fluoresciraju u mitotskim stanicama u ovom obrascu, skupljajuci se
prema polovima (Slika 27). Najpoznatiji antigen koji se vezuje uz ovaj obrazac IIF je HSEgQ5.
Ova protutijela, zbog njihova rijetkog pojavljivanja, nisu jasno povezana niti s jednom
boles¢u. Postoje jedino naznake da se ona ceS¢e pojavljuju kod bolesnika sa SLE ili

Sjogrenovim sindromom (205,206).
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Slika 27. Obrazac fluorescencije AC-25 na stanicama HEp-2.
Tip NuMA (AC-26)

Ovaj se obrazac definira kao AC-25 obrazac kod kojeg je prisutna i tockasta fluorescencija u
jezgri (Slika 28). Antigen koji se najcesce vezuje uz ovaj obrazac dao mu je i ime (NuMA), a
za razliku od AC-25, jasno je povezan s autoimunosnim reumatskim bolestima. Ipak,

dijagnosticku vrijednost umanjuje ¢injenica da ga se opaza vrlo rijetko (205,207).

Slika 28. Obrazac fluorescencije AC-26 na stanicama HEp-2.
Medustanicni most (AC-27)

Kod ovog specificnog obrasca IIF obojen je medustani¢ni most, struktura na razmedi dviju
stanica na kraju mitoze, koje su tik pred odvajanjem jedna od druge (Slika 29). Opaza se
izrazito rijetko, pa se usprkos ¢injenici da su pronadeni neki antigeni koji se povezuju s ovim

obrascem nije uspjela pronaci jasna povezanost s bilo kojom bolesc¢u (208,209).
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Slika 29. Obrazac fluorescencije AC-27 na stanicama HEp-2.
Mitotski kromosomski (AC-28)

Kod ovog obrasca, vidljivog samo u profaznim i metafaznim stanicama u mitozi, vidljivo je
tockasto obojenje kromosomskih struktura (Slika 30). Ovaj se obrazac takoder opaza vrlo
rijetko, ali su opisani odredeni antigeni u kromosomskim strukturama, neki vjerojatno
odgovaraju histonima, a neki su nepoznate prirode. Ova protutijela opisivana su kod
bolesnika sa SLE, s malignomima, Sjogrenovim sindromom i reumatskom polimijalgijom
(210,211).

Slika 30. Obrazac fluorescencije AC-28 na stanicama HEp-2.
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2. Hipoteza

Pojedini rjedi obrasci indirektne imunofluorescencije na stanicama HEp-2 imaju odredene
karakteristike te su povezani sa specificnim autoimunosnim klinickim entitetima i

specificnim autoprotutijelima povezanim s tim entiteima.
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3. Ciljevi
3.1. Op¢i cily

Istraziti karakteristike rijetkih obrazaca indirektne imunofluorescencije na stanicama HEp-2.

3.2. Specific¢ni ciljevi

1. Utvrditi ucestalost pojedinih rijetkih obrazaca imunofluorescencije.

2. Utvrditi povezanost dobivenih obrazaca imunofluorescencije sa spolom i dobi
ispitanika.

3. Utvrditi  ucestalost  istodobne  prisutnosti  drugih, ucestalijih  obrazaca

imunofluorescencije (preklapanje obrazaca).

4, Utvrditi povezanost rijetkih obrazaca imunofluorescencije s prisutno$¢u pojedinih

specifi¢nih protutijela.

5. Utvrditi postojanje eventualne razlike u ucestalosti nalaza pojedinih specifi¢nih
protutijela kod ucestalih obrazaca imunofluorescencije u ovisnosti o istodobnoj prisutnosti

rijetkih obrazaca imunofluorescencije.

6. Utvrditi povezanost izmedu nalaza pojedinih rijetkih obrazaca imunoflourescencije,
samostalno prisutnih ili u kombinaciji s drugim obrascima, s pojedinim klinickim

dijagnozama bolesti.
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4. Materijali i metode
4.1. Uzorci ukljuCeni u analize

U ovo istrazivanje ukljuceno je 10955 uzoraka ispitanika koji su upucéeni na dijagnostiku
prisutnosti ANA u Referentni centar za imunodijagnostiku imunoloSkih i hematoloskih
bolesti koji se nalazi u sklopu Odjela za laboratorijsku imunologiju Klinickog zavoda za
laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb. ANA i specifi¢na protutijela iz skupine ANA
akreditirana su pretraga sukladno normi HR EN 1SO 15189. Ispitanici su na pretragu upuceni
od specijalista tijekom lijecenja u klinikama KBC-a Zagreb (uglavnom Zavod za klinicku
imunologiju i reumatologiju, Zavod za nefrologiju, Zavod za gastroenterologiju i
hepatologiju, Klinika za reumatske bolesti i rehabilitaciju, srodni zavodi Klinike za
pedijatriju), kao i od lije¢nika obiteljske medicine bilo samoinicijativno ili na preporuku
specijalista. U obzir je uziman samo prvi uzorak od istog ispitanika tako da eventualna
naknadna odredivanja prisutnosti ANA kod istog ispitanika nisu uzimana u obzir. Analizirani

su uzorci pristigli na odredivanje prisutnosti ANA u razdoblju od 18 mjeseci.

Kontrolna skupina, predvidena za usporedbu s analiziranim svojstvima pojedinih rijetkih
obrazaca IIF, sastavljena je od 219 uzastopnih ANA-pozitivnih (metodom IIF na HEp-2
stanicama) uzoraka pristiglih na analizu ANA u gore spomenuti laboratorij. 1z gore navedene
kontrolne skupine isklju¢eni su uzorci u Kojih je nadena prisutnost nekog od rijetkih obrazaca
IIF pa je stoga ¢ine uzorci s uobi¢ajenim obrascima IIF koji se najées$¢e uocavaju u rutinskim
analizama. Ova svojstva ¢ine kontrolnu skupinu reprezentativnom i pogodnom za usporedbu

s uzorcima u kojima su uoceni rijetki obrasci IIF.
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4.2. Postupanje s uzorcima

Uzorci ispitanika pristizali su na analizu dvama putovima. U prvom je slu¢aju ispitanicima
naru¢enima U prijamnu ambulantu uzorak uzimalo osoblje Klini¢ckog zavoda za laboratorijsku
dijagnostiku. Ovdje se radi o ispitanicima koji su upuceni ambulantno temeljem uputnice
lije¢nika obiteljske medicine. U drugom slucaju radi se o0 ispitanicima na lijecenju u nekoj od
klinika KBC-a Zagreb, a u tom slu¢aju uzorke krvi uzimaju medicinske sestre ili tehnicari tih
odjela, nakon ¢ega se dopremaju na daljnje postupanje u Klini¢ki zavod za laboratorijsku
dijagnostiku. U oba slucaja prati se standardni postupak za postupanje s uzorcima tjelesnih
tekucina ispitanika sukladno internim aktima Klinickog zavoda za laboratorijsku
dijagnostiku. Uzorci za serumske pretrage, medu koje se ubraja i dijagnostika ANA, uzimaju
se u standardne epruvete s aktivatorom zgruSavanja. Venepunkcijom se u navedene epruvete
uzima 3 mL pune krvi, koja se nakon razdoblja mirovanja na sobnoj temperaturi od 20 do 30
minuta centrifugira na 3750 okretaja u minuti tijekom 10 minuta. Ovaj postupak omogucuje
odjeljivanje seruma od ostalih komponenata krvi i njegovo uzorkovanje u manje spremnike
za analizu ili pohranu. Za potrebe dijagnostike ANA tako pripremljeni uzorci zamrzavaju se
do analize na -20 °C. Svim je uzorcima po pristizanju u Klini¢ki zavod za laboratorijsku
dijagnostiku dodijeljen jedinstveni identifikacijski kod koji sluzi za daljnju identifikaciju
uzorka, pri ¢emu su izostavljeni osobni i klini¢ki podaci ispitanika, a Sto osigurava zastitu
osobnih podataka ispitanika. Kasnije, nakon prikupljanja podataka povezanih s dijagnostikom
ANA, iz bolnickoga su informacijskog sustava preuzeti relevantni podaci povezani s
demografskim karakteristikama ispitanika ¢iji su uzorci analizirani, kao i vodec¢e klinicke

dijagnoze pod kojima su ti ispitanici upuceni na dijagnostiku ANA.
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4.3. Analiza antinuklearnih protutijela

4.3.1. Indirektna imunofluorescencija na stanicama HEp-2

Stanice HEp-2 su stani¢na linija za koje se smatra da potjecu iz ljudskog karcinoma larinksa,
ali se najvjerojatnije radi o stanicama HelLa kojima je jo$ u Sezdesetim godinama proslog
stolje¢a kontaminirana originalna stani¢na linija, a koje su postupno istisnule izvorni stani¢ni
s0j. Ova Cinjenica nije problemati¢na za dijagnostiku ANA, koja se u svakom slu¢aju radi na
tim stanicama ve¢ desecima godina, tako da su rezultati svih istrazivanja medusobno
usporedivi. No, moze dovesti u zabludu istrazivace koji bi na istoj stani¢noj liniji pokusali
izvuéi zakljucke o osobitostima stanica proliferativne bolesti larinksa (7). U studiji je
koristena standardizirana podloga sa stanicama HEp-2 nanesenim u tankom sloju
(Euroimmun, Medizinische Labordiagnostika AG, Liibeck, Njemacka), koja se inkubira u
razdoblju od 30 minuta na sobnoj temperaturi s uzorcima seruma razrijedenima u omjeru
1 : 100. Kao medij za razrjedivanje koristi se fosfatom puferirana fizioloska otopina koja
sadrzava komercijalni neionski deterdzent Tween 20 (PBS-Tween). Podloga se nakon te
inkubacije ispire tijekom pet minuta u istoj otopini. Nakon ovog postupka na pojedinim
dijelovima stanica nanesenih na podlogu ostaju vezana protutijela iz seruma ispitanika (ako
su prisutna). Mjesto vezanja ovisi o specifi¢nosti za pojedini unutarstani¢ni antigen. Vezana
protutijela prikazuju se s pomoc¢u sekundarnih protutijela usmjerenih na nepromjenjivi dio
ljudskih imunoglobulina. Ta detekcijska protutijela konjugirana su fluorescentnom bojom
fluorescein-izotiocijanat (FITC, prema engl. fluorescein isothiocyanate), a inkubacija sa
sekundarnim protutijelom traje dodatnih 30 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega slijedi
ponovno ispiranje nevezanog protutijela. Ovakav postupak rezultira fluorescencijom stanica
na specifi¢cnim mjestima te je moguce odrediti obrazac fluorescencije promatrajuci stanice S
pomocu svjetlosnoga fluorescentnog mikroskopa. Svi su uzorci Klasificirani sukladno ranije
obradenim Smjernicama, pri ¢emu je nepristranost osigurana ¢injenicom da stru¢njak koji
analizira uzorke nije upoznat s identitetom ispitanika niti njihovim demografskim ili

klinickim karakteristikama prije analize uzoraka.
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4.3.2. Analiza specifi¢nih protutijela

U uzorcima u kojih je metodom IIF utvrdena prisutnost protutijela ANA slijedi utvrdivanje
specifiénosti protutijela usmjerenih na stanicne komponente. Ovaj postupak provodi se s
pomoc¢u metode koja se koristi u svakodnevnoj laboratorijskoj praksi, a temelji se na

vvvvv

smatra da su povezane s prisutnoscu protutijela na unutarstani¢ne antigene.

Konkretan sustav koriSten u ovom istrazivanju je Theradiag FIDIS™ Connective Profile
(Theradiag, Croissy Beaubourg, Francuska). Sustav se temelji na polistirenskim
mikrokuglicama ¢ija je svaka podvrsta konjugirana sa specificnim antigenom. Mikrokuglice
se najprije inkubiraju s razrijedenim uzorcima seruma. Nakon inkubacije ispire se suvisak
seruma, a mikrokuglice se inkubiraju s protutijelima specifiénim za Fc-odsjecak ljudskih
protutijela. Ta su protutijela konjugirana sa specifiénom fluorescentnom bojom fikoeritrinom
(PE). Ovakvo obiljezavanje sekundarnog protutijela omoguéuje kvantitativnu ili
polukvantitativnu detekciju eventualno prisutnog protutijela. Budu¢i da se ovaj sustav temelji
na sustavu Luminex® 100/200™ s tehnologijom xMAP® (Luminex Corporation, Austin,
Teksas, SAD), detekcija se odvija tako da mikrokuglice u tankoj cjev¢ici prolaze kroz dva
snopa laserskih zraka, od kojih jedan Klasificira mikrokuglice po vrsti (Sto omogucuje
odredivanje vrste protutijela, a time i autoantigena) dok drugi snop sluzi za odredivanje
intenziteta fluorescencije PE koja je proporcionalna koncentraciji protutijela u uzorku.
Navedeni sustav omogucuje polukvantitativno odredivanje 14 protutijela koja se u velikom
broju slucajeva susre¢u u bolesnika s autoimunosnim reumatskim bolestima, a to su anti-
dsDNA, anti-SS-A (60kDa), anti-TRIM21, anti-SS-B, anti-Sm, anti-Sm/RNP, anti-Scl-70,
anti-Jo-1, anti-ribosomske bjelancevine, anti-centromere (CENP-B), anti-PmScl, anti-PCNA,
anti-histoni i anti-U1-RNP.
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4.4. Klinicke dijagnoze

Klinicke dijagnoze oznacavaju uputne dijagnoze koje su zabiljezene kroz bolnicki
informacijski sustav prilikom obrade uputnica (internih bolni¢kih uputnica u slucaju
upucivanja ispitanika tijekom bolni¢kog lijeCenja na nekom od odjela KBC-a Zagreb te

vanjske uputnice pristigle iz drugih zdravstvenih ustanova i od lije¢nika obiteljske medicine).

Uputne dijagnoze podijeljene su u pet skupina prema kodovima MKB-10 pridruzenima u
uputnoj dokumentaciji. Prva skupina ukljucuje ispitanike s dijagnozom neke od sistemskih
autoimunosnih reumatskih bolesti, s MKB-10 kodovima od M30 do M36, druga skupina
ispitanike s upalnim artropatijama, s kodovima od M05 do M14. Izdvojene su jo§ dijagnoze
jetrenih bolesti, s kodovima K70 do K77 te dijagnoze povezane s tumorima s kodovima C00
do D48. Peta skupina ukljucuje preostale ispitanike koji su upuceni pod raznim drugim

sporadi¢nim dijagnozama koje se ne mogu na smislen nacin grupirati u daljnje podskupine.
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4.5. Statisticke metode

U ovom su istrazivanju za analizu razlika medu dvjema kontinuiranim varijablama koristeni
parametarski (Studentov t-test) ili neparametarski (Mann-Whitneyjev U-test) testovi, ovisno o
distribuciji podataka u analiziranoj skupini. Raspodjela podataka ispitana je s pomocéu
Kolmogorov-Smirnovljevog testa u kojemu se pri p vrijednosti > 0,05 raspodjela smatra

normalnom.

Za usporedbe skupina prema nezavisnim dihotomnim ili viSestrukim kriterijima koriSten je

> test ili Fisherov test.

Razina statisticke vaznosti postavljena je na < 0,05, pri ¢emu se pri vrijednostima ispod te

razine odbacuje nul-hipoteza.

Sve analize u ovom istrazivanju provedene su S pomocu statistickog programa Statistica,

verzija 13.3.0 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, Kalifornija, SAD).

4.6. Odobrenja

Metodologija ovog istraZivanja, nacin prikupljanja podataka, kao i postupanja pri obradi
uzoraka odobreni su od Eti¢kog povjerenstva KBC-a Zagreb te od Eti¢kog povjerenstva

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
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5. Rezultati
5.1. Obiljezja ispitivane i kontrolne skupine

Ispitivana skupina

Od ukupno 10955 ispitanika ukljuc¢enih u ovu studiju, prisutnost ANA metodom IIF na
stanicama HEp-2 utvrdena je u 4107 uzoraka (37,48 %). Medu ANA-pozitivnim ispitanicima,
rijetki obrasci imunofluorescencije evidentirani su u 1743 slucaja. Rijetkim su obrascima
smatrani oni koji su se u ukupnom broju ispitanika pojavljivali s u¢estalos¢u manjom od 3 %,
bez obzira na to je li istodobno uocena i prisutnost nekog od uobicajenih obrazaca
imunofluorescencije.  Ukupni  udio uzoraka s  prisutnim rijetkim  obrascima
imunofluorescencije medu ANA-pozitivnim i medu ukupnim ispitanicima prikazan je u Slici
3L
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Slika 31. Udio ispitanika s rijetkim obrascem indirektne imunofluorescencije (IIF) medu

ukupnim ispitanicima i medu ispitanicima s dokazanim antinuklearnim protutijelima (ANA).

Ispitanici s prisutnim rijetkim obrascima IIF imali su medijan od 54 [IQR 41 — 65] godine.
Muskarci (n = 399) su imali medijan dobi od 57 [IQR 41 — 66] godina, dok su Zene (n =
1344) imale medijan dobi od 53 [IQR 41 — 64] godine. Zenski su ispitanici bili statisticki
bitno mladi (p = 0,027, Mann-Whitneyjev U-test, Slika 32).
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Slika 32. Dobna raspodjela muskih (m) i zenskih (z) ispitanika s prisutnim rijetkim obrascima

imunofluorescencije.

U ispitanika s prisutnim rijetkim obrascima IIF u odredenom su broju slucajeva bili istodobno
prisutni i neki drugi obrasci IIF. Takva je situacija zamijecena u ne$to vise od polovice
ispitanika (873 uzoraka; 50,08 %), dok je u preostalih ispitanika rijetki obrazac IIF bio jedini

prisutan obrazac.

Medu ispitanicima s rijetkim obrascima IIF, prisutnost barem jednog od specifi¢nih
autoprotutijela dokazana je u 803 slucaja (46,06 %). U 431 ispitanika (53,67 %) nadeno je
jedno specificno protutijelo, u 178 ispitanika (22,16 %) bila su prisutna dva specifi¢na
protutijela, tri su protutijela bila prisutna u 118 ispitanika (14,69 %), a u 76 ispitanika (9,46

%) istodobno je nadeno vise od tri specifi¢na autoprotutijela (Slika 33).
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Slika 33. Broj razli¢itih specificnih autoprotutijela detektiranih u ispitanika s rijetkim

obrascima imunofluorescencije.

Dijagnoza sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti bila je prisutna u 293 bolesnika
(16,83 %), a upalne artropatije bile su glavna dijagnoza u 247 (14,18 %) bolesnika. Jetrene su
bolesti bile prisutne 99 (5,69 %), a tumorski procesi u 56 bolesnika (3,22 %). Preostalih 1048
ispitanika upuc¢eno je s nekom od dijagnoza koje ne pripadaju u neku od ovih izdvojenih
skupina. Raspodjela pojedinih skupina dijagnoza prema spolu ispitanika (p < 0,0001)

prikazana je u slici 34.
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Slika 34. Podjela muskih (m) i Zenskih (Z) ispitanika prema glavnim skupinama vodeéih

klini¢kih dijagnoza.
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Kontrolna skupina

Od 219 ispitanika koji su ¢inili kontrolnu skupinu, 38 je bilo muskaraca, a 181 Zena. Medijan
njihove dobi bio je 56 [IQR 43 — 67] godina.

Ti su ispitanici imali prisutan neki od ucestalih obrazaca IIF, a njihova je zastupljenost

prikazana na slici 35.

mAC-1
mAC-4
mAC3
mAC-5
AC-8
AC-20
AC-21

Slika 35. Raspodjela obrazaca imunofluorescencije u kontrolnoj skupini ispitanika.

Specifi¢na protutijela pronadena su kod 106 ispitanika kontrolne skupine (48,40 %), dok je
kod ostalih ispitanika detekcija specifi¢nih protutijela dala negativan rezultat. Medu
ispitanicima s pronadenim specifiécnim protutijelima, u 63 ispitanika pronadeno je jedno
protutijelo, u 24 ispitanika bila su prisutna dva protutijela, u 12 ispitanika tri protutijela, a u

preostalih 7 ispitanika detektirano je vise od tri specifi¢na protutijela.

Razlike izmedu ispitne i kontrolne skupine po ranije obradenim kriterijima prikazane su u

tablici 2.
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Tablica 2. Razlike izmedu ispitivane i kontrolne skupine

Ispitivana skupina Kontrolna p-vrijednost
] skupina
Spol M/Z 339/1344 38/181 0,063
(20,14 %/79,86 %) | (17,35 %/82,65 %)
Dob (god.) | 54 [IQR 41 —65] 56 [IQR 43 - 67] 0,264
Prisutnost specificnih | 803/1743 (46,06 %) | 106/219 (48,40 %) 0,519
protutijela
Broj specificnih 0,67 + 0,97 0,69 + 0,88 0,543
protutijela
Klinicke dijagnoze
- SARD 293/1743 38/219 0,848
- upalne artropatije 247/1743 41/219 0,084
- jetrene bolesti 99/1743 5/219 0,036
- neoplazme 56/1743 3/219 0,203
- ostalo 1048/1743 132/219 0,474

m = muski, z = Zenski, SARD — sistemske autoimunosne reumatske bolesti (prema engl.

systemic autoimmune rheumatic diseases); vrijednosti su prikazane kao aritmetic¢ka sredina +

SD ili medijan uz interkvartilni raspon u slu¢aju varijabli, uz koristenje Mann-Whitneyjevog

U-testa za usporedbu skupina; dihotomne varijable testirane s pomoc¢u Fisherovog testa.

50



Raspodijela rijetkih obrazaca imunofluorescencije

Ukupno su 22 obrasca imunofluorescencije zadovoljavala studijski uvjet prema kojima su

proglaSeni rijetkima ili neuobicajenima, a koji je proizvoljno postavljen na prisutnost u do

3 % svih testiranih uzoraka ispitivane skupine. Raspodjela njihove pojedinacne ucestalosti u

svim uzorcima prikazana je na slici 36.
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Slika 36. Raspodjela ucestalosti prisutnosti pojedinih rijetkih obrazaca imunofluorescencije u

svim testiranim uzorcima (N = 10955).
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5.2. Obiljezja pojedinih rijetkih obrazaca fluorescencije
AC-2

Ovaj je uzorak IIF bio prisutan u 218/4107 uzoraka s dokazanom prisutno$éu ANA (5,31 %).
Raspodijela ovih ispitanika po spolu (41 muskarac / 177 Zena) ne razlikuje se u odnosu na
kontrolnu skupinu (p = 0,710; Fischerov test). Medijan dobi ispitanika s prisutnim obrascem
AC-2 IIF bio je 52 [IQR 37 — 62] godina, §to ih ¢ini mladima od ispitanika u kontrolnoj
skupini (p = 0,012; Mann-Whitneyjev U-test). Udio ispitanika s prisutnim specifi¢nim
protutijelima u ovoj skupini iznosio je 31,19 % (68/218 ispitanika), §to je znatno manje nego
udio njihove prisutnosti u kontrolnoj skupini (p = 0,0003; Fisherov test). Sto se tice broja
istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela, najcesée je bilo prisutno samo jedno (49/218
slucajeva), dva su protutijela bila prisutna u 24 slucaja, tri protutijela u 12 slucajeva, a vise od

tri protutijela u sedam sluéajeva, bez razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 37).
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Slika 37. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-2 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 3.

Tablica 3. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-2 i u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-2 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=218) (N=219)

anti-dsDNA 22 32 0,152
anti-SS-A (60kDa) 17 23 0,328
anti-TRIM21 15 31 0,013
anti-SS-B 12 16 0,442
anti-Sm 0 1 0,318
anti-U1-RNP 11 16 0,321
anti-Sm/RNP 1 6 0,058
anti-Scl-70 3 6 0,316
anti-Jo1 0 2 0,158
anti-CENP-B 3 12 0,019
anti-ribosomi 2 2 0,996
anti-histoni 4 11 0,067
anti-PmScl 6 13 0,103
anti-PCNA 5 17 0,009

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Dijagnoze sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti zabiljezene su u 23/218 (10,55 %)
ispitanika s obrascem AC-2, a u usporedbi s kontrolnom skupinom vidljiva je tendencija
manje udestalosti tih dijagnoza (p = 0,053, Fisherov test). Sto se ti¢e upalnih artropatija, u tih
je ispitanika dijagnoza zabiljezena s ucestalos¢u od 38/218 (17,43 %), Sto nije razli¢ito od
ispitanika u kontrolnoj skupini (p = 0,804; Fisherov test). Neoplazme su bile prisutne u po tri
bolesnika ove dvije skupine, dakle takoder bez znatne razlike (p = 1,00; Fisherov test), a
jetrene bolesti u 13 bolesnika s ovim obrascem, pokazujuci trend prema vecoj ucestalosti u

odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,058; Fisherov test, Slika 38).
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Slika 38. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-2 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-6

Ovaj je obrazac bio zamijeCen znatno rjede od prethodnog, sveukupno u 58 odnosno 1,41 %
ispitanika s dokazanom prisutno§¢u ANA. Od tih ispitanika samo su cetiri bila muskarci
(6,89 %), $to je manji udio u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ne statisticki bitno (p = 0,062;
Fisherov test). Ovi se ispitanici, s medijanom dobi od 61 [IQR 48 — 66] godinu, ne razlikuju
po starosti od kontrolne skupine (p = 0,241; Mann-Whitneyjev U-test). Udio ispitanika s
prisutnim specifi¢nim protutijelima u ovoj skupini iznosio je 46,55 %, $to se ne razlikuje

bitno od ispitanika u kontrolnoj skupini (p = 0,883; Fisherov test).

Najcesce je u AC-6 uzorku otkriveno samo jedno protutijelo (13 slucajeva, 22,41 %), dva su
protutijela bila istodobno prisutna u Sest slucajeva (10,34 %), tri u Cetiri slucaja (6,89 %), a
vise od tri u dva slucaja (3,45 %), $to je slicno njihovoj razdiobi u kontrolnoj skupini (p =

0,894; %° test, Slika 39).
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Slika 39. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-6 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i ispitanika kontrolne skupine prikazana je u tablici 4.

Tablica 4. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-6 i u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela | Skupina AC-6 (N=58) | Kontrolna skupina (N=219) ' p-vrijednost*

anti-dsDNA 12 32 0,261
anti-SS-A (60kDa) 7 23 0,733
anti-TRIM21 13 31 0,127
anti-SS-B 4 16 0,915
anti-Sm 0 1 0,607
anti-U1l-RNP 7 16 0,243
anti-Sm/RNP 0 6 0,203
anti-Scl-70 1 6 0,662
anti-Jol 0 2 0,466
anti-CENP-B 3 12 0,927
anti-ribosomi 0 2 0,466
anti-histoni 1 11 0,273
anti-PmScl 0 13 0,058
anti-PCNA 3 17 0,499

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

56



Dijagnoza sistemske autoimunosne reumatske bolesti bila je postavljena u 13 bolesnika s AC-
6 obrascem, u sli¢cnom postotku kao i u kontrolnoj skupini (p = 0,446; Fisherov test). Upalne
su artropatije bile klini¢ka dijagnoza u Sest bolesnika (p = 0,168; Fisherov test). Neoplazme
takoder nisu bile prisutne s ve¢om ucestaloséu (n = 2, p = 0,283; Fisherov test), medutim
dijagnoza jetrene bolesti bila je znatno ucestalija u ovih bolesnika (n = 13; 22,41 %; p <
0,0001; Fisherov test, Slika 40).
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Slika 40. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-6 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-7

Sli¢ne ucestalosti kao i obrazac AC-6, obrazac AC-7 IF naden je u 49 ispitanika, $to ¢ini
1,19 % od ukupnog broja ANA+ ispitanika. Od tog se broja u cetiri slucaja (8,16 %) radilo o
muskim, a u 45 slucajeva (91,84 %) o Zzenskim ispitanicima (p = 0,130 u odnosu na kontrolnu
skupinu, Fisherov test). Medijan njihove dobi bio je 43 [IQR 31 — 57,25] godine, §to ih Cini
mnogo mladima od ispitanika u kontrolnoj skupini (p = 0,0001; Mann-Whitneyjev U-test). U
20 ispitanika (40,81 %) dokazana su specifi¢na protutijela $to nije statisticki razli¢ito od
kontrolne skupine (p = 0,348; Fisherov test).

U 13 ispitanika (26,53 %) utvrdena je prisutnost samo jednog protutijela, u cetiri (8,16 %)
ispitanika bila su istodobno prisutna dva protutijela, u dva ispitanika tri protutijela, a u jednog
ispitanika vise od tri protutijela, $to nije razli¢ito od raspodjele u kontrolnoj skupini (p =
0,889; y° test, Slika 41).
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Slika 41. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-7 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 5.

Tablica 5. Ucestalost pojedinih specificnih  protutijela ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-7 i ispitanika u kontrolnoj skupini

y Skupina AC-7 Kontrolna skupina y
Vrst protutijela p-vrijednost*
(N=49) (N=219)
anti-dsDNA 8 32 0,761
anti-SS-A

(60kDa) 3 23 0,30
anti-TRIM21 5 31 0,464
anti-SS-B 0 16 0,051
anti-Sm 1 1 0,245
anti-U1-RNP 8 16 0,046
anti-Sm/RNP 1 6 0,782
anti-Scl-70 0 6 0,242
anti-Jol 1 2 0,498
anti-CENP-B 1 12 0,312
anti-ribosomi 0 2 0,503
anti-histoni 1 11 0,362
anti-PmScl 0 13 0,081
anti-PCNA 4 17 0,925

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima
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U 12 ispitanika s ovim obrascem IF klini¢ka dijagnoza odnosila se na neku od sistemskih
autoimunosnih reumatskih bolesti (24,48 %), §to nije razlika u odnosu na kontrolnu skupinu
(p = 0,309, Fisherov test). Upalne artropatije su uputna dijagnoza u Sest bolesnika (12,24 %),
a neoplazma ili jetrene bolesti u po jednog ispitanika s ovim obrascem (p = 0,405; p = 0,558;
p = 1,000 za svaku od ranije navedenih situacija u odnosu na kontrolnu skupinu, Fisherov
test; Slika 42).
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Slika 42. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-7 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-9

Ovaj obrazac IIF uocen je u 68 ispitanika, sto je 1,66 % svih ANA-pozitivnih uzoraka. Kod
tog obrasca uocava se poviSeni udio muskih ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu (n =
30; 44,12 %; p = 0,0009; Fisherov test). Medijan dobi ispitanika s ovim obrascem bio je 54
[IQR 37 — 66] godine, sto nije razli¢ito od ispitanika u kontrolnoj skupini (p = 0,351; Mann-
Whitneyjev U-test). Ovi ispitanici imaju dokazana specifi¢na protutijela u 35,29 % slucajeva

(n = 24), sto je rjede u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,021; Fisherov test).

Samo je jedno specifi¢no protutijelo pronadeno u 17 ispitanika (25 %), dva su ispitanika
imala dokazana istodobno dva protutijela, tri ispitanika imala su dokazana tri protutijela, dok
ispitanika s vise od tri istodobno prisutnih protutijela nije nadeno. Raspodjela broja
protutijela drugacija je u odnosu na kontrolnu skupinu, s manjim brojem uzoraka u kojima su

istodobno prisutna dva protutijela (p = 0,032; y? test; Slika 43).
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Slika 43. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-9 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF i kontrolne

skupine prikazana je u tablici 6.

Tablica 6. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-9 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-9 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=68) (N=219)

anti-dsDNA 8 32 0,433
anti-SS-A (60kDa) 2 23 0,040
anti-TRIM21 5) 31 0,101
anti-SS-B 3 16 0,338
anti-Sm 0 1 0,564
anti-U1-RNP 4 16 0,593
anti-Sm/RNP 0 6 0,154
anti-Scl-70 0 6 0,154
anti-Jo1 0 2 0,413
anti-CENP-B 0 12 0,042
anti-ribosomi 0 2 0,413
anti-histoni 1 11 0,174
anti-PmScl 6 13 0,494
anti-PCNA 2 17 0,133

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

U 12 ispitanika s ovim obrascem IF uputna dijagnoza bila je sistemska autoimunosna
reumatska bolest (17,65 %; p = 1,00; Fisherov test), a u Sest ispitanika dijagnoza upalne
artropatije (p = 0,061; Fisherov test). U dva je ispitanika postavljena dijagnoza jetrene bolesti
(p = 0,671; Fisherov test), a niti jedan nije imao dijagnozu tumorske bolesti (p = 1,00;
Fisherov test; Slika 44).
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Slika 44. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-9 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-10

Ovaj obrazac IF uocen je u 31 ispitanika, sto ga ¢ini prisutnim u sveukupno 0,75 % ANA-
pozitivnih uzoraka. Od toga broja, 7 (22,58 %) odnosi se na muske, a 24 (77,42 %) na
zenske ispitanike (p = 0,460 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test). Njihov medijan
dobi bio je 48 [IQR 33,25 — 59] godina, §to ih ¢ini mladima od ispitanika u kontrolnoj skupini
(p = 0,007; Mann-Whitneyjev U-test). Ovi ispitanici bili su pozitivni na specifi¢na protutijela
u devet slucajeva (29,03 %), $to je grani¢no statisticki manje od ispitanika u kontrolnoj
skupini (p = 0,043; 4 test). Kod gotovo svih ispitanika s dokazanim specifi¢nim protutijelima
radilo se samo o jednom istodobno prisutnom protutijelu (osam slucajeva), a kod jednog
ispitanika bila su istodobno prisutna tri protutijela. Ova raspodjela ne razlikuje se bitno od

one u kontrolnoj skupini (p = 0,157; y? test; Slika 45).
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Slika 45. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-10 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 7.

Tablica 7. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-10 i u ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela | Skupina AC-10 | Kontrolna skupina (N=219) | p-vrijednost*

(N=31)
anti-dsDNA 0 32 0,023
anti-SS-A (60kDa) 1 23 0,199
anti-TRIM21 3 31 0,497
anti-SS-B 1 16 0,399
anti-Sm 0 1 0,707
anti-U1-RNP 2 16 0,863
anti-Sm/RNP 0 6 0,352
anti-Scl-70 0 6 0,352
anti-Jol 0 2 0,594
anti-CENP-B 1 12 0,598
anti-ribosomi 0 2 0,594
anti-histoni 1 11 0,662
anti-PmScl 3 13 0,426
anti-PCNA 1 17 0,361

*v test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima
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Medu tim ispitanicima bila su dva ispitanika s uputnom dijagnozom sistemske autoimunosne
reumatske bolesti, tri ispitanika s dijagnozom upalne artropatije i jedan ispitanik s
dijagnozom jetrene bolesti. U toj skupini nije bilo bolesnika s tumorskim procesom.
Statisticki se na ovom broju uzoraka ne dokazuje razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p =
0,231; ¥ test; Slika 46).
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Slika 46. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-10 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-11

Ovaj se obrazac pojavljivao u sli¢énim proporcijama kao i prethodni, s ukupno 24 ispitanika,
odnosno 0,58 % svih ANA-pozitivnih uzoraka. Ovaj je obrazac naden u 7 (29,16 %) muskih i
17 (70,84 %) Zenskih ispitanika (p = 0,293 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test), s
medijanom dobi od 51 [IQR 38,75 — 63] godinu, bez dokazane razlike u odnosu na kontrolnu
skupinu (p = 0,137; Mann-Whitneyjev U-test). Specificna su protutijela dokazana u 10
ispitanika (37,03 %), sli¢no kao i u kontrolnoj skupini (p = 0,310; Fisherov test).

U vecini (n = 8) slucajeva kod kojih su pronadena specificna protutijela radilo se o jednom
protutijelu, a u po jednog ispitanika nadena su istodobno dva ili tri protutijela, §to na ovom

broju ispitanika nije razlika u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,584; 4 test; Slika 24).
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Slika 47. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-11 i kontrolne skupine ispitanika.

Ucestalost pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF i kontrolne

skupine prikazana je u Tablici 8.
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Tablica 8. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u bolesnika s obrascem

imunofluorescencije AC-11 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-11 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=27) (N=219)

anti-dsDNA 3 32 0,624
anti-SS-A (60kDa) 0 23 0,077
anti-TRIM21 0 31 0,037
anti-SS-B 0 16 0,147
anti-Sm 0 1 0,725
anti-U1-RNP 1 16 0,487
anti-Sm/RNP 0 6 0,385
anti-Scl-70 0 6 0,385
anti-Jo1 1 2 0,213
anti-CENP-B 4 12 0,064
anti-ribosomi 0 2 0,612
anti-histoni 1 11 0,764
anti-PmScl 3 13 0,305
anti-PCNA 1 17 0,446

*+ test, vrijednosti <0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Medu ispitanicima s obrascem AC-11 najcesca je dijagnoza bila ona jetrenih bolesti (n = 4,
14,81 %), $to je znatno ¢eScée nego u kontrolnoj skupini (p = 0,010; Fisherov test). Dijagnoza
upalnih artropatija bila je grani¢no rjeda (p = 0,057; Fisherov test), dok se ostale dijagnoze ne

pojavljuju s razli¢itom ucestalos¢u u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 48).
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Slika 48. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-11 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-12

Ovaj je obrazac IF zamijecen u 47 ispitanika (1,14 % svih ANA-pozitivnih ispitanika). Od
tog je broja bilo 14 muskaraca i 33 Zena (p = 0,067 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov
test). Medijan dobio bio je 58 IQR 52 — 66] godina, bez razlike u odnosu na kontrolnu
skupinu (p = 0,399; Mann-Whitneyjev U-test). U ovih su ispitanika specifi¢éna protutijela
nadena u 19 slucajeva (40,42 %), takoder bez razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p =

0,338; Fisherov test).

Najcesce se radilo o nalazu jednog protutijela (n=12, 63,15 %), u po tri ispitanika istodobno
je dokazana prisutnost dvaju ili triju protutijela, a u jednog je ispitanika bilo prisutno vise od

tri protutijela (p = 0,807 u odnosu na kontrolnu skupinu; Slika 49).
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Slika 49. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-12 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 9.

Tablica 9. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-12 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-12 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=47) (N=219)

anti-dsDNA 7 32 0,960
anti-SS-A (60kDa) 2 23 0,184
anti-TRIM21 7 31 0,895
anti-SS-B 3 16 0,824
anti-Sm 0 1 0,643
anti-U1-RNP 3 16 0,824
anti-Sm/RNP 0 6 0,252
anti-Scl-70 2 6 0,582
anti-Jol 2 2 0,088
anti-CENP-B 0 12 0,101
anti-ribosomi 0 2 0,512
anti-histoni 2 11 0,825
anti-PmScl 1 13 0,287
anti-PCNA 4 17 0,863

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Kao i kod obrasca AC-11, i kod ovog su obrasca ucestale uputne dijagnoze bile one jetrenih
bolesti (n = 10; 21,27 %; p < 0,0001; Fisherov test). Takoder su se relativno cesto
pojavljivale i dijagnoze tumora (n = 4; 8,51 %; p = 0,020; Fisherov test), dok su ostale

dijagnoze bile u sli¢énim proporcijama kao u kontrolnoj skupini (Slika 50).
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Slika 50. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-12 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-13

Ispitanika s ovim obrascem bilo je znatno vise nego u prethodna dva obrasca, a naden je u
106 ispitanika, odnosno u 2,58 % ANA-pozitivnih ispitanika. Muskarci su bili manje
zastupljeni (n = 10; 9,43 %) nego zene (91,57 %). Po ovom Kkriteriju postoji tendencija
razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,067; Fisherov test). Dob je ovih ispitanika imala
medijan od 50 [IQR 38 — 62] godina, $to ih ¢ini mladima od ispitanika u kontrolnoj skupini (p
= 0,018; Mann-Whitneyjev U-test). Specifi¢na su protutijela kod ovih ispitanika dokazana u
¢ak 93 slucaja (87,73 %), znatno ucestalije nego u kontrolnoj skupini (p < 0,0001; Fisherov
test). Osim ¢injenice da su u velikom broju ispitanika nadena specifi¢na protutijela, dodatna
je zanimljivost u odnosu na kontrolnu skupinu i velika proporcija ispitanika u kojih je
istodobno dokazana prisutnost vise protutijela. Tako su dva protutijela istodobno bila prisutna
u 39 ispitanika (p < 0,0001; Fisherov test), tri protutijela u 36 ispitanika (p < 0,0001; Fisherov
test), a jedno protutijelo u samo osam ispitanika (p < 0,0001; Fisherov test; Slika 51).
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Slika 51. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-13 i kontrolne skupine.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 10.

Tablica 10. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-13 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-13 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=106) (N=219)

anti-dsDNA 21 32 0,235

anti-SS-A (60kDa) 82 23 <0,0001

anti-TRIM21 75 31 <0,0001

anti-SS-B 42 16 <0,0001
anti-Sm 0 1 0,486
anti-U1-RNP 6 16 0,580
anti-Sm/RNP 1 6 0,296
anti-Scl-70 0 6 0,086
anti-Jo1 0 2 0,324
anti-CENP-B 2 12 0,135
anti-ribosomi 1 2 0,978
anti-histoni 2 11 0,177
anti-PmScl 9 13 0,390
anti-PCNA 13 17 0,189

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Skupina sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti bila je ucestalija uputna dijagnoza u
ovih ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu (p < 0,0001; Fisherov test). Ostale su skupine

dijagnoza bile prisutne u sli¢énim proporcijama kao i u kontrolnoj skupini (Slika 52).
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Slika 52. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-13 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-14

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je 27, odnosno 0,65 % od svih ANA-pozitivnih ispitanika.
Raspodijela po spolu bila je nalik onoj u kontrolnoj skupini, sa Sest muskih i 21 Zenskim
pacijentom (p = 0,594; Fisherov test). Medijan dobi bio je 62 [IQR 51,5 — 64,75] godine, §to
je vise, ali bez dokazane razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,171; Mann-
Whitneyjev U-test). U ovih ispitanika specifi¢na su protutijela bila prisutna u 10 slucajeva
(37,03 %; p = 0,310).

U svih 10 ispitanika radilo se o samo jednom specifiénom protutijelu, a S obzirom na broj

ispitanika bez razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,165; % test; Slika 53).
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Slika 53. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-14 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 11.

Tablica 11. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-14 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-14 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=27) (N=219)

anti-dsDNA 3 32 0,624
anti-SS-A (60kDa) 0 23 0,077
anti-TRIM21 2 31 0,333
anti-SS-B 0 16 0,147
anti-Sm 0 1 0,756
anti-U1-RNP 1 16 0,487
anti-Sm/RNP 0 6 0,385
anti-Scl-70 0 6 0,385
anti-Jo1 0 2 0,619
anti-CENP-B 0 12 0,213
anti-ribosomi 0 2 0,619
anti-histoni 2 11 0,602
anti-PmScl 1 13 0,637
anti-PCNA 2 17 0,948

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Prisutnost odredenih skupina uputnih dijagnoza nije se razlikovala od kontrolne skupine, S
pet ispitanika s dijagnozom upalne artropatije, Cetiri ispitanika s dijagnozom sistemske
autoimunosne reumatske bolesti te s po jednim ispitanikom s dijagnozom tumorske ili jetrene
bolesti (p = 0,894; y* test; Slika 54).
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Slika 54. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-14 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-15

Ovaj je obrazac IF uocavan relativno ucestalo, u 177 ispitanika, odnosno 4,30 % svih ANA-
pozitivnih ispitanika. Ispitanici s ovim obrascem znatno su ucestalije bili muskog spola (n =
53; 29,94 %; p = 0,004 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test). Dob im je bila sli¢na
onoj u kontrolnoj skupini, s medijanom od 53 [IQR 38 — 64,25] godine (p = 0,187; Mann-
Whitneyjev U-test). Prema nalazu specifi¢nih protutijela, ona su dokazana u 60 ispitanika

(33,89 %), sto je manje ucestalo nego u kontrolnoj skupini (p = 0,004; Fisherov test).

U ovih je ispitanika bio nesto veci udio onih s istodobnom prisutnosti vise od triju specifi¢nih
protutijela (n = 9; p = 0,095). Preostali ispitanici nisu se od kontrolne skupine razlikovali po

broju istodobno prisutnih vrsta protutijela (Slika 55).
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Slika 55. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-15 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 12.

Tablica 12. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-15 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-15 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=177) (N=219)

anti-dsDNA 20 32 0,333
anti-SS-A (60kDa) 9 23 0,049
anti-TRIM21 13 31 0,032
anti-SS-B 11 16 0,669
anti-Sm 0 1 0,387
anti-U1-RNP 19 16 0,233
anti-Sm/RNP 1 6 0,103
anti-Scl-70 3 6 0,489
anti-Jo1 4 2 0,276
anti-CENP-B 2 12 0,019
anti-ribosomi 3 2 0,489
anti-histoni 6 11 0,426
anti-PmScl 8 13 0,532
anti-PCNA 8 17 0,188

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Skupine dijagnoza sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti (n = 22) i upalnih artropatija
(n = 21) prisutne su u sli¢nim proporcijama kao i u kontrolnoj skupini, nesto je vise ispitanika
s dijagnozom tumora (n = 7; p = 0,119; Fisherov test), dok je znatno vise ispitanika s

dijagnozom jetrenih bolesti (n = 18; p = 0,001; Fisherov test; Slika 56).
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Slika 56. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-15 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-16

Kod ovog obrasca, koji je uoen u 55 ispitanika, odnosno 1,34 % svih ANA pozitivnih
ispitanika, znatno je vise muskaraca (n = 24, 43,63 %) u odnosu na kontrolnu skupinu, dok se
u 31 slucaju radilo o Zenama (56,37 %; p = 0,001; Fisherov test). Medijan dobi im je 55 [IQR
46 — 67,75] godina, $to se ne razlikuje od dobi ispitanika u kontrolnoj skupini (p = 0,853;
Mann-Whitneyjev U-test). Specificna su protutijela dokazana u 26 ispitanika, $to je sli¢no

proporciji u kontrolnoj skupini (p = 1,00; Fisherov test).

U ispitanika s dokazanim specificnim protutijelima najcesée se radilo o jednom protutijelu
(17 slucajeva, 65,38 %), dok se u manjem broju slucajeva radilo o vise istodobno prisutnih
protutijela, i to dva protutijela u dva slucaja, tri protutijela u Cetiri slucaja, i vise od tri
protutijela u tri slu¢aja. Ovakva raspodjela nije razli¢ita u odnosu na raspodjelu u kontrolnoj
skupini (p = 0,487; y° test; Slika 57).
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Slika 57. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-16 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 13.

Tablica 13. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-16 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-16 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=55) (N=219)

anti-dsDNA 9 32 0,745
anti-SS-A (60kDa) 6 23 0,930
anti-TRIM21 8 31 0,941
anti-SS-B 3 16 0,629
anti-Sm 0 1 0,616
anti-U1-RNP 5 16 0,657
anti-Sm/RNP 2 6 0,724
anti-Scl-70 1 6 0,699
anti-Jol 1 2 0,565
anti-CENP-B 1 12 0,254
anti-ribosomi 2 2 0,133
anti-histoni 2 11 0,666
anti-PmScl 5 13 0,399
anti-PCNA 3 17 0,557

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Kod ovih su ispitanika dijagnoze iz skupine sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti (n
= 3), kao i upalnih artropatija (n = 5), uocene u sliénim proporcijama kao u kontrolnoj
skupini, ali je zamijecen znatno veci udio ispitanika s dijagnozom tumorskog procesa (n = 7;
12,72 %; p = 0,0007; Fisherov test; Slika 58). Dijagnoza povezanih s jetrenim bolestima nije

bilo u razli¢itoj proporciji u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 58. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-16 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-17

Ovaj se obrazac IF u ispitnoj skupini pojavljivao iznimno rijetko te je zabiljeZen u samo osam
slucajeva (0,19 % svih ANA-pozitivnih slucajeva). S obzirom na tu ¢injenicu nije bilo
mogucée provesti analize u jednakom opsegu kao i za druge obrasce IF. Od tih osam
ispitanika, u dva se slu¢aja radilo o muskarcima (25 %), a u Sest slucajeva (75 %) o Zenskima
ispitanicima (p = 0,633 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test). Medijan dobi tih
ispitanika bio je 58 [IQR 51,5 — 64] godina, sli¢no kao u kontrolnoj skupini (p = 0,507;
Mann-Whitneyjev U-test). Specificna su protutijela bila prisutna u Cetvrtini slucajeva (p =
0,285 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test; Slika 59).
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Slika 59. Usporedba udjela ispitanika s prisutnim specificnim protutijelima u ispitanika s
prisutnim obrascem imunofluorescencije AC-17 i ispitanika u kontrolnoj skupini.

Jedan od tih pozitivnih ispitanika imao je pozitivna anti-U1-RNP protutijela, a drugi

istodobno prisutna ¢etiri protutijela: anti-dsDNA, anti-histoni, anti-PmScl i anti-PCNA.

85



Kod c¢ak tri ispitanika (37,5 %) bila je prisutna dijagnoza jetrene bolesti, a kod po jednog
ispitanika dijagnoze sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti i upalnih artropatija.
Usprkos malim brojevima, dokazana je statisti¢ki znatno ucestalija prisutnost jetrenih bolesti

kod ovih ispitanika (p = 0,001; Fisherov test; Slika 60).
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Slika 60. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-17 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-18

Ovaj je obrazac IF bio prisutan u 50 ispitanika (1,22 % svih ANA pozitivnih ispitanika). Od
tog broja, samo se u Eetiri slu¢aja radilo o muskarcima (8 %), ali nije dokazana znatna razlika
u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,130; Fisherov test). Dob im je bila slicna onoj
ispitanika u kontrolnoj skupini, s medijanom od 58,5 [IQR 46 — 68] godina (p = 0,302; Mann-
Whitneyjev U-test). Specifi¢na su protutijela bila prisutna u viSe od polovice tih ispitanika,

to¢nije u 29 ispitanika (58 %; p = 0,273 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test).

U 12 ispitanika radilo se o jednom protutijelu, dok je vise protutijela istodobno dokazano u
17 ispitanika, i to u sedam slucajeva po dva protutijela, a u po pet slucajeva tri ili vise od tri

istodobno prisutnih protutijela (p = 0,138; y” test; Slika 61).
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Slika 61. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-18 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela izmedu ispitanika s ovim obrascem IF

i kontrolne skupine prikazana je u tablici 14.

Tablica 14. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-18 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-18 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=50) (N=219)

anti-dsDNA 8 32 0,804
anti-SS-A (60kDa) 10 23 0,065
anti-TRIM21 12 31 0,087
anti-SS-B 9 16 0,019
anti-Sm 0 1 0,633
anti-U1-RNP 9 16 0,019
anti-Sm/RNP 3 6 0,248
anti-Scl-70 3 6 0,248
anti-Jol 1 2 0,510
anti-CENP-B 1 12 0,302
anti-ribosomi 1 2 0,510
anti-histoni 2 11 0,761
anti-PmScl 3 13 0,986
anti-PCNA 3 17 0,349

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Kod ovog je obrasca u velikom postotku slucajeva postojala neka od promatranih skupina
dijagnoza, i to najceS¢e neka od bolesti iz spektra sistemskih autoimunosnih reumatskih
bolesti, (n = 17; 34 %; p = 0,020 u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test). U 13
slu¢ajeva bila je prisutna dijagnoza iz skupine upalnih artropatija (p = 0,335), a u dva sluc¢aja

dijagnoza jetrene bolesti (Slika 62).
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Slika 62. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-18 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-19

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je vise od svih drugih rijetkih obrazaca, s obzirom na to da
je zabiljezen u 314 slucajeva, odnosno 7,64 % ANA-pozitivnih ispitanika. Udio muskih
ispitanika bio je nesto veci nego u kontrolnoj skupini (n = 82, 26,11 %). S obzirom na veliki
uzorak dokazana je razlika izmedu ovih dviju skupina ispitanika (p = 0,020; Fisherov test). S
druge strane, nije bilo razlike u dobi izmedu ovih dviju skupina ispitanika, s medijanom dobi
u AC-19 skupini od 54 [IQR 41 — 66] godine (p = 0,672; Mann-Whitneyjev U-test).
Specifi¢na protutijela bila su dokazana znatno ucestalije u ovoj skupini ispitanika, (n = 197;
62,74 %; p = 0,001; Fisherov test).

Osobitost je ovog obrasca IF da su razlicita specificna protutijela ¢esto istodobno dokazana u
uzorcima te je samo jedno specificno protutijelo bilo dokazano rjede nego u kontrolnoj
skupini (n = 71; 36,04 % od 197 uzoraka s dokazanim specifi¢nim protutijelima; p = 0,0001;
Fisherov test, Slika 63).
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Slika 63. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-19 i kontrolne skupine ispitanika.
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Dva su protutijela bila istodobno prisutna u 54 ispitanika, $to je slicno kontrolnoj skupini
(27,41 %; p = 0,409; Fisherov test), kao i tri protutijela koja su bila prisutna u 37 ispitanika
(18,78 %; p = 0,104; Fisherov test). Vise od tri protutijela dokazano je u 29 ispitanika
(14,72 %; p = 0,041; Fisherov test).

Ucestalost nalaza pojedinih specifi¢nih protutijela u skupini ispitanika s ovim obrascem IF i

ispitanika u kontrolnoj skupini prikazana je u tablici 15.

Tablica 15. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-19 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-19 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=314) (N=219)

anti-dsDNA 88 32 0,0003
anti-SS-A (60kDa) 63 23 0,003

anti-TRIM21 101 31 <0,0001
anti-SS-B 29 16 0,431
anti-Sm 3 1 0,512
anti-U1-RNP 34 16 0,170
anti-Sm/RNP 9 6 0,931
anti-Scl-70 8 6 0,892
anti-Jol 10 2 0,082
anti-CENP-B 7 12 0,047
anti-ribosomi 21 2 0,001
anti-histoni 37 11 0,007
anti-PmScl 25 13 0,371
anti-PCNA 31 17 0,492

*v test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima
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U ovoj je skupini ispitanika dijagnoza neke od sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti
zabiljezena u 71 bolesnika (22,61 %; p = 0,156; Fisherov test). Upalne artropatije zabiljezene
su u 41 bolesnika, jednako kao i u kontrolnoj skupini, a sli¢ni udjeli bili su i ispitanika s
dijagnozama jetrenih ili tumorskih bolesti (Slika 64).
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Slika 64. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-19 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-22

Ovaj je obrazac uoCen U 53 ispitanika, tj. u 1,29 % ANA-pozitivnih uzoraka. Znatno je
¢es¢e uocen U muskih ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu (n = 19; p = 0,005; Fisherov
test). Medijan dobi ovih ispitanika bio je slican onom u kontrolnoj skupini (54 [IQR 37,75 —
64,25] godine; p = 0,420; Mann-Whitneyjev U-test). U ovih je ispitanika zabiljeZena manja
ucestalost specifi¢nih protutijela (n = 15; 28,30 %; p = 0,009; Fisherov test).

U ispitanika s dokazanim specifi¢nim protutijelima najéeSce se radilo o jednom protutijelu
(n =7), ali ispitanici s po dva ili tri protutijela nisu bili mnogo rjedi, bez statisticke vaznosti,

moguce zbog malog broja ispitanika kod kojih je uo¢en ovaj obrazac (Slika 65).
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Slika 65. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-22 i kontrolne skupine ispitanika.

Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela u skupini ispitanika s ovim obrascem

IF i ispitanika kontrolnoj skupini prikazana je u tablici 16.
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Tablica 16. Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-22 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-22 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=53) (N=219)

anti-dsDNA 5 32 0,325
anti-SS-A (60kDa) 3 23 0,282
anti-TRIM21 4 31 0,198
anti-SS-B 2 16 0,354
anti-Sm 0 1 0,623
anti-U1-RNP 3 16 0,674
anti-Sm/RNP 0 6 0,224
anti-Scl-70 1 6 0,725
anti-Jo1 0 2 0,486
anti-CENP-B 1 12 0,272
anti-ribosomi 1 2 0,543
anti-histoni 1 11 0,319
anti-PmScl 3 13 0,939
anti-PCNA 2 17 0,307

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

U ispitanika s ovim obrascem IF dijagnoze tumorskih (3/53) i sistemskih autoimunosnih
reumatskih (3/53) bolesti pojavljivale su se s jednakom ucestalo§¢u. U odnosu na kontrolnu
skupinu, nema statisti¢ki bitne razlike u pojavljivanju za tumorske (p = 0,090; Fisherov test),
a sistemske autoimunosne reumatske bolesti pojavljivale su se znatno rjede (p = 0,033;
Fisherov test). Jetrene bolesti (5/53) pojavljivale su se znatno ¢esée (p = 0,027; Fisherov test)
nego u kontrolnoj skupini. U pojavnosti upalnih artropatija (6/53) nije bilo statisticki bitne
razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,230; Fisherov test; Slika 66).
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Slika 66. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-22 i u
kontrolnoj skupini
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AC-23

Ovaj obrazac IF uocen je u 61 ispitanika (1,48 % svih ANA-pozitivnih ispitanika), a
raspodjela ispitanika po spolu ne razlikuje se u odnosu na kontrolnu skupinu: 13 muskih
(21,31 %) prema 48 zenskih ispitanika (78,69 %) (p = 0,456; Fisherov test). Dob ispitanika
takoder je slicna onoj u kontrolnoj skupini, s medijanom od 58 [IQR 42,5 — 67] godina
(p = 0,479; Mann Whitneyjev U-test). Sli¢an je bio i udio ispitanika s pozitivnim specifi¢énim
protutijelima (22 ispitanika; 36,06 %; p = 0,109; Fisherov test).

Najcesce se U ovih ispitanika radilo o jednom protutijelu (n = 14), dva su protutijela bila
istodobno prisutna u cetiri ispitanika, a u po dva ispitanika radilo se o tri ili vise od tri

istodobno prisutna protutijela (p = 0,507; y* test; Slika 67).
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Slika 67: Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-23 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela u ispitanika s ovim obrascem IF i u

ispitanika kontrolne skupine prikazana je u tablici 17.

Tablica 17. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela ~ u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-23 i ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-23 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=61) (N=219)

anti-dsDNA 7 32 0,532
anti-SS-A (60kDa) 4 23 0,357
anti-TRIM21 2 31 0,020
anti-SS-B 3 16 0,512
anti-Sm 1 1 0,333
anti-U1-RNP 8 16 0,153
anti-Sm/RNP 2 6 0,824
anti-Scl-70 0 6 0,192
anti-Jo1 0 2 0,455
anti-CENP-B 0 12 0,062
anti-ribosomi 0 2 0,455
anti-histoni 4 11 0,638
anti-PmScl 3 13 0,858
anti-PCNA 5 17 0,911

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

U ovih su se ispitanika dijagnoze iz skupine sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti
pojavljivale rjede nego u kontrolnoj skupini (n = 4; 6,56 %; p = 0,042; Fisherov test), dok u
drugih skupina dijagnoza nisu uocene takve razlike, ukljucujuci i jetrene bolesti (Cetiri

slu¢aja; 6,56 %; p = 0,108; Fisherov test; Slika 68).
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Slika 68. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-23 i u
kontrolnoj skupini
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AC-24

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je iznimno malo, svega Sestero ispitanika (0,15 % svih

ANA-pozitivnih uzoraka), $to ¢ini nemogucim provodenje svih planiranih analiza. Ipak, ve¢
se pri ovom broju ispitanika uocava muska predominacija (Cetiri ispitanika; 66,66 %;
p = 0,012; Fisherov test). Ovi ispitanici doimaju se i znatno mladima od ispitanika u
kontrolnoj skupini, s medijanom od 33 [IQR 23 — 64] godine, $to je i s ovim brojem
ispitanika na granici statisticke vaznosti (p = 0,077; Mann-Whitneyjev U-test). Specifi¢na
protutijela pronadena su u samo jednog od tih ispitanika (16,66 %; p = 0,216; Slika 69), a
radilo se o anti-TRIM21 protutijelu.
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Slika 69: Usporedba udjela ispitanika s prisutnim specificnim protutijelima u ispitanika s
prisutnim obrascem imunofluorescencije AC-24 i ispitanika u kontrolnoj skupini.
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Jedan od ovih ispitanika imao je dijagnozu upalne artropatije, jedan ekspanzivni proces, a u
ostalih ispitanika dijagnoze nisu pripadale niti jednoj od analiziranih skupina dijagnoza, $to s
obzirom na mali ukupni broj ispitanika nije statisticki razli¢ito od kontrolne skupine (Slika
70).

100 ¢
0}
80}
70}
60 Skupine dijagnoza
[ [] ostalo
% ol [] jetrene bolesti
[0 neoplazme
40 [ sistemske autoimunosne reumatske bolesti
[ B upalne artropatije
30}
20}
10}
Ot

skupina kontrolna
AC-24  skupina

Slika 70. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-24 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-25

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je 30 (0,73 % svih ANA-pozitivnih ispitanika), s ve¢im
udjelom muskih ispitanika nego u kontrolnoj skupini (n = 11; 36,67 %; p = 0,024; Fisherov
test). Dob ovih ispitanika bila je slicna kao u kontrolnoj skupini, s medijanom od 54 [IQR 39
— 62] godine (p = 0,319; Mann-Whitneyjev U-test). Ispitanici su znatno rjede imali prisutna
specifi¢na protutijela (n = 7; 23,33 %; p = 0,010; Fisherov test; Slika 71).
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Slika 71. Usporedba udjela ispitanika s prisutnim specificnim protutijelima u ispitanika s

prisutnim obrascem imunofluorescencije AC-25 i ispitanika u kontrolnoj skupini.

U svim osim u jednom slucaju radilo se o nalazu samo jednog protutijela, bez naznaka vece

ucestalosti nekog od tih protutijela.
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Udjeli pojedinih skupina dijagnoza nisu se razlikovali u odnosu na kontrolnu skupinu
(p = 0,436; o test; Slika 72).
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Slika 72. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-25 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-26

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je 41, §to ¢ini 0,99 % ANA-pozitivnih ispitanika. Od tih
ispitanika 12 je bilo muskog spola (29,27 %), a 29 Zzenskog spola (70,73 %). U ovom obrascu
nazire se nesto manja predominacija Zenskih ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu, ali
bez statistiCke vaznosti (p = 0,086; Fisherov test). Medijan dobi ovih ispitanika sli¢an je
onome u kontrolnoj skupini i iznosi 53 [IQR 43 — 65,25] godine; p = 0,807; Mann
Whitneyjev U-test.

Specifi¢na protutijela bila su prisutna u 13 ispitanika (31,70 %), iz ¢ega se moze naslutiti
njihova nesto manja ucestalost u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,060; Fisherov test). U
svim osim u dvama slucajevima radilo se o jednom specifiénom protutijelu, a od ta dva
slu¢aja u jednom se radilo o dvama protutijelima, a u drugom o vise od tri istodobno prisutna

protutijela (p = 0,150; y* test; Slika 73).
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Slika 73. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-26 i kontrolne skupine.
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Ucestalost pojedinih specifiénih protutijela u skupini ispitanika s ovim obrascem IF i

ispitanika kontrolne skupine prikazana je u tablici 18.

Tablica 18. Ucestalost pojedinih specifi¢nih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-26 i u ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-26 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=41) (N=219)

anti-dsDNA 3 32 0,210
anti-SS-A (60kDa) 2 23 0,263
anti-TRIM21 1 31 0,037
anti-SS-B 0 16 0,075
anti-Sm 0 1 0,665
anti-U1-RNP 4 16 0,588
anti-Sm/RNP 1 6 0,913
anti-Scl-70 1 6 0,913
anti-Jo1 1 2 0,402
anti-CENP-B 2 12 0,876
anti-ribosomi 1 2 0,402
anti-histoni 0 11 0,143
anti-PmScl 2 13 0,790
anti-PCNA 0 17 0,066

*+ test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

Raspodjela klini¢kih dijagnoza koje su se pojavljivale u ispitanika s ovim obrascem IF ne
razlikuje se od raspodjele u kontrolnoj skupini (p = 0,594; ¥ test), a najéesce su bile one iz
skupine upalnih artropatija (n = 9; 21,95 %), dok je dijagnoza iz skupine sistemskih

autoimunosnih reumatskih bolesti bilo vise nego dvostruko manje (n = 4; 9,76 %; Slika 74).
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Slika 74. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-26 i u

kontrolnoj skupini.
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AC-27

Ovaj obrazac IF detektiran je u 19 ispitanika, tj. u 0,46 % svih ANA-pozitivnih ispitanika.
Zabiljezen je u Cetiri muska (21,05 %) i 15 Zenskih ispitanika (78,95 %), bez dokazane
razlike u odnosnu na kontrolnu skupinu (p = 0,753; Fisherov test). Medijan dobi ovih
ispitanika doima se nizim (48 [IQR 38,5 — 66] godina), ali vaznost razlike u odnosu na
kontrolnu skupinu nije moguée dokazati uz ovaj broj ispitanika s tim obrascem (p = 0,719;
Mann-Whitneyjev U-test). Prisutnost specificnih protutijela dokazana je u Sest ispitanika
(31,58 %), bez dokazane razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,231; Fisherov test;
Slika 75).
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Slika 75. Usporedba udjela ispitanika s prisutnim specificnim protutijelima u ispitanika s

prisutnim obrascem imunofluorescencije AC-27 i ispitanika u kontrolnoj skupini.

U cetiri ispitanika bilo je dokazano po jedno specifi¢no protutijelo, a U dva ispitanika

istodobno je bilo prisutno vise od tri protutijela. Uzorak nije prikladan za analizu frekvencije
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prisutnosti pojedinih protutijela, ali se napominje prisutnost anti-PCNA protutijela u cak

polovine ovih ispitanika u kojih je dokazano specifi¢no protutijelo (n = 3).

Od ovih 19 ispitanika, u tri je vodeca dijagnoza bila neka od upalnih artropatija, u dva
ispitanika bila je prisutna tumorska bolest (p = 0,052; Fisherov test), a u jednog jetrena
bolest. Niti jedan od ovih ispitanika nije imao dijagnozu sistemske autoimunosne reumatske
bolesti (p = 0,049; Fisherov test; Slika 76).
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Slika 76. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-27 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-28

Ispitanika s ovim obrascem IF bilo je tek nesto viSe nego u prethodnom obrascu, tj. 26 ili
0,63 % ANA-pozitivnih ispitanika. Radilo se 0 trima muskima (11,54 %) i 23 Zenska
ispitanika (88,46 %), bez razlike u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,585; Fisherov test). Po
dobi se ovi ispitanici takoder ne razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu, a imaju medijan
dobi od 59 [IQR 50 — 66] godina (p = 0,736; Mann-Whitneyjev U-test). Specificna su
protutijela detektirana u osam ispitanika iz ove skupine (30,77 %; p = 0,099; Fisherov test;
Slika 77).
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Slika 77. Usporedba udjela ispitanika s prisutnim specifiénim protutijelima u ispitanika s

prisutnim obrascem imunofluorescencije AC-28 i ispitanika u kontrolnoj skupini.

U pet ispitanika detektirano je jedno protutijelo, po dva protutijela pronadena su u dva
ispitanika, a u jednom slucaju radilo se o viSe od tri istodobno prisutna protutijela. Nema
naznaka o eventualnim razlikovnim karakteristikama ovog obrasca S§to se tiCe vrste

specificnih protutijela.
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Raspodijela dijagnoza u ovih ispitanika ne razlikuje se u odnosu na kontrolnu skupinu te se u
Cetiri slucaja (15,38 %) radilo o dijagnozi iz skupine upalnih artropatija, kod tro ispitanika
dijagnoza je bila iz skupine sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti, a u jednog
ispitanika postojao je neoplasticki proces (p = 0,666; y° test; Slika 78).

100 ¢
N0t
80}
70t
60 Skupine dijagnoza
[ [] ostalo
] jetrene bolesti
% !
° >0 [0 neoplazme
a0l B sistemske autoimunosne reumatske bolesti
B upalne artropatije
30
20}
10¢
ol

skupina kontrolna
AC-28  skupina

Slika 78. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-28 i u
kontrolnoj skupini.
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AC-29

Ovaj je obrazac IF evidentiran znatno ¢eS¢e od nekih ranije opisanih te je uocen u 142
ispitanika (3,46 % ANA pozitivnih ispitanika). Radilo se 0 16 muskih (11,27 %) i 126
zenskih ispitanika (88,73 %; p = 0,132; Fisherov test). Ti su ispitanici imali medijan dobi od
555 [IQR 43 — 67] godina, ¢ime se nisu razlikovali u odnosu na kontrolnu skupinu
(p = 0,620; Mann-Whitneyjev U-test). Specifi¢na su protutijela u ovih ispitanika bila prisutna
ucestalije nego u kontrolnoj skupini, a dokazana su u 86 ispitanika (60,56 %; p = 0,030;
Fisherov test).

U 49 slucajeva radilo se o jednom protutijelu, dva su protutijela istodobno dokazana u 23
slucaja, tri protutijela u pet slucajeva, a vise od tri specifi¢na protutijela bila su prisutna kod
Sestero ispitanika (p = 0,239; ¥ test; Slika 79).
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Slika 79. Usporedba udjela ispitanika prema broju istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela

izmedu grupe s obrascem imunofluorescencije AC-29 i kontrolne skupine ispitanika.
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Ucestalost prisutnosti pojedinih specifi¢nih protutijela u skupini ispitanika s ovim obrascem

IF i ispitanika kontrolne skupine prikazana je u tablici 19.

Tablica 19. Ucestalost pojedinih specificnih protutijela u ispitanika s obrascem

imunofluorescencije AC-29 i u ispitanika u kontrolnoj skupini

Vrsta protutijela Skupina AC-29 Kontrolna skupina p-vrijednost*
(N=142) (N=219)

anti-dsDNA 46 32 0,0001
anti-SS-A (60kDa) 21 23 0,225
anti-TRIM21 17 31 0,551
anti-SS-B 11 16 0,877
anti-Sm 0 1 0,421
anti-U1-RNP 14 16 0,391
anti-Sm/RNP 1 6 0,171

anti-Scl-70 23 6 <0,0001
anti-Jol 2 2 0,661
anti-CENP-B 0 12 0,005
anti-ribosomi 2 2 0,661
anti-histoni 3 11 0,162
anti-PmScl 5 13 0,304
anti-PCNA 4 17 0,050

*x7 test, vrijednosti < 0,05 ispisane su podebljanim brojevima

U ispitanika s ovim obrascem IF najc¢es$c¢a skupina dijagnoza bile su sistemske autoimunosne
reumatske bolesti, prisutne u 34 ispitanika, upalne su artropatije bile nesto rjede, prisutne u
18 ispitanika, tumori su bili uputna dijagnoza u tri, a jetrene bolesti u dva ispitanika. Ovakva
raspodjela skupina dijagnoza ne razlikuje se u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,351;
test; Slika 80).
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Slika 80. Udio pojedinih dijagnoza u ispitanika s obrascem imunofluorescencije AC-29 i u

kontrolnoj skupini.
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Slabo definirani obrasci imunofluorescencije

U dodatna 124 od ukupnih 4107 ANA-pozitivnih ispitanika evidentirani su obrasci
fluorescencije koji se ne mogu klasificirati prema trenuta¢no vaze¢em sustavu imenovanja, a
koji se 1 medusobno znatno razlikuju. Ispitanici s ovim obrascima IF ne razlikuju se od
kontrolne skupine ni po dobi ni po spolu, ali se (Sto je mozda najvaznije) ne razlikuju niti po
ucestalosti nalaza nekog od najées¢ih specifi¢nih protutijela koja su analizirana u ovoj studiji,

a koja su otkrivena u 51 ispitanika iz ove skupine (41,13 %; p = 0,215; Fisherov test).

U 90 ispitanika iz ove skupine (72,58 %) rijec je bila o uéestalom obrascu IF uz kojeg je bio
dodatno prisutan i neki od ovih, do sada neklasificiranin obrazaca, a raspodjela ucestalih

obrazaca nalikovala je onoj u kontrolnoj skupini.

Niti po uputnim dijagnozama nije bilo velike razlike izmedu tih ispitanika i onih u kontrolnoj

skupini.
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5.3. Ucestali obrasci u kontekstu rijetkih obrazaca imunofluorescencije

U odredenom broju ispitanika istodobno je s rijetkim obrascem IIF u uzorku uocena
prisutnost i nekog od preostalih sedam ucestalih obrazaca IIF. Udio ispitanika u kojih je bio
prisutan takav nalaz znatno je varirao kod svakoga pojedinog rijetkog obrasca IF i kretao se
od 4,13 % kod obrasca AC-2 pa sve do 87,93 % kod obrasca AC-6. Udjeli ispitanika s
istodobnom prisutnos$¢u nekog od ucestalih obrazaca IF u pojedinim rijetkim obrascima IF

prikazani su na Slici 81.
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Slika 81. Udio ispitanika s istodobnom prisutnoséu nekog od wucestalih obrazaca
imunofluorescencije (AC-1, AC-3, AC-4, AC-5, AC-8, AC-20, AC-21) medu ispitanicima sa

specificnim rijetkim obrascima imunofluorescencije.

Medu rijetkim obrascima IF kod kojih je opaZzena istodobna prisutnost ucestalih obrazaca IF
(to jest kod uzoraka s nekim od ucestalih obrazaca IF i istodobno prisutnim pojedinim

rijetkim obrascem IF), vrste i udjeli tih ucestalih obrazaca su varirale.

114



Tako je u ispitanika s rijetkim obrascem AC-6 uocen velik broj uzoraka s AC-21 obrascem
koji je bio prisutan u 17 od 58 ispitanika (29,31 %), znatno ¢e$¢e nego u kontrolnoj skupini
(p < 0,0001; Fisherov test). Istodobno, AC-1 je bio prisutan u samo 11 ispitanika, znatno
rjede nego u kontrolnoj skupini (p < 0,0001; Fisherov test).

U ispitanika s istodobno prisutnim obrascem AC-9, medu ucestalim je obrascima
prevladavao obrazac AC-4, prisutan u 13 od 18 ispitanika (72,22 %; p = 0,001; Fisherov
test).

U ispitanika s obrascem AC-11, usprkos relativno malom broju, dokazana je povecana

ucestalost obrasca AC-3 u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,004; Fisherov test).

Medu ispitanicima s ucestalim obrascima IF i istodobno prisutnim obrascem AC-12 bilo je
neproporcionalno mnogo ispitanika s obrascem AC-21 (n = 13; p < 0,0001; Fisherov test), a
malo ispitanika s obrascem AC-4 u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0,004; Fisherov test).

U ispitanika s ucestalim obrascima IF u kojih je istodobno bio prisutan i obrazac AC-15
postoji predominacija obrasca AC-4 (n = 55; p = 0,038; Fisherov test), dok su ostali ucestali

obrasci rasporedeni slicno kao u kontrolnoj skupini.

Medu ucestalim obrascima s istodobno prisutnim obrascem AC-18 ¢esc¢e se nego ocekivano

pojavljivao obrazac AC-5 (n = 10; p = 0,0003 u odnosu na kontrolnu skupinu).

Medu Cestim obrascima s istodobno prisutnim obrascem AC-19, obrazac AC-1 pojavljivao se
rjede (n = 75; p < 0,0001; Fisherov test), obrazac AC-4 ¢esc¢e (n = 122; p <0,0001), a AC-21
rjede (n = 1; p = 0,004).

Kod ucestalih obrazaca s istodobno prisutnim obrascem AC-22 uocena je predominacija
obrasca AC-4 koji je bio prisutan u 16 ispitanika (59,25 %; p = 0,005; Fisherov test), dok je
obrazac AC-1 bio nesto rjedi (n = 7; 25,82 %; p = 0,040; Fisherov test).

U slucaju obrasca AC-23, medu ucestalim se obrascima najces¢e radilo o obrascu AC-4
(n = 20; 48,78 %; p = 0,030; Fisherov test), a ostali su se obrasci pojavljivali u sli¢nim

udjelima kao u kontrolnoj skupini.

U ispitanika s obrascem AC-25, neki od ucestalih obrazaca nadeni su u malom broju
ispitanika (n = 8; 26,67 %), a u Cak polovine ispitanika radilo se o obrascu AC-8
(p = 0,0006; Fisherov test).
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Obrazac AC-26 najcesce se pojavljivao samostalno, a istodobna prisutnost ucestalih obrazaca
IF primije¢ena je u samo tri ispitanika (7,32 %), i to AC-3 u jednom te AC-21 u dva

ispitanika (p = 0,005 u sluc¢aju potonjeg u odnosu na kontrolnu skupinu; Fisherov test).

U slucaju obrasca AC-27 najéeS¢e je uocen obrazac AC-4, u Sest ispitanika (6/10 s

istodobnim ucestalim obrascem, 60 %; p = 0,078; Fisherov test).

Kod obrasca AC-28 u velikoj se vecini ispitanika (17/19 s istodobnim ucestalim obrascem,;
89,47 %) radilo o obrascu AC-1 (p = 0,0005; Fisherov test).

U malobrojnih ispitanika s obrascem AC-29 i istodobno prisutnim ucestalim obrascem,

skoro uvijek (sedam od osam ispitanika) radilo se o obrascu AC-1 (p = 0,033; Fisherov test).

Kod ispitanika s obrascem AC-2, AC-7, AC-10, AC-13, AC-14, AC-16, AC-17 i AC-24
nisu zabiljezene razlike u raspodjeli ucestalih obrazaca u odnosu na kontrolnu skupinu, u
nekim sluc¢ajevima moguce zbog malog broja istodobno prisutnih ucestalih obrazaca, a u

drugim zbog malog uzorka nekih od rijetkih obrazaca IF.

Udjeli pojedinih ucestalih obrazaca IF s obzirom na istodobno prisutne rijetke obrasce IF

prikazani su na slici 82.
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Slika 82. Raspodjela pojedinih ucestalih obrazaca imunofluorescencije unutar istodobno

prisutnih rijetkih obrazaca imunofluorescencije.
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Proporcija ispitanika s dokazanim specifi¢nim protutijelima razlikuje se izmedu ispitanika s
obrascem AC-9 ovisno o istodobnoj prisutnosti ucestalih obrazaca IF. U ispitanika kod kojih
je istodobno prisutan i ucestali obrazac, ona su pozitivna u 11/18 slucajeva (61,11 %), a kad

je taj obrazac jedini prisutan, samo u 13/50 slucajeva (26 %; p = 0,011; Fisherov test).

U sluc¢aju obrasca AC-11 postoji sli¢na situacija, S istodobno prisutnim ucestalim obrascem
IF protutijela su prisutna u 8/13 slucajeva (61,54 %), a u samo 2/11 slucaja (18,18 %) kad je

AC-11 naden kao samostalni (jedini) obrazac.

Specifi¢na su protutijela pronadena u sva tri slucaja istodobne prisutnosti uc¢estalog obrasca
IF i obrasca AC-26, dok je kod izdvojenog (samostalnog) obrasca AC-26 ucestalost

specifi¢nih protutijela iznosila 35,71 % (10/28; p = 0,027; Fisherov test).

U slucaju obrasca AC-29 specificna su protutijela bila prisutna u svih osam slucajeva S
istodobnim nalazom ucestalih obrazaca IF, §to uprkos velikom postotku slucajeva nalaza
samostalnog obrasca (78/134, 58,21 %) daje statisticki bitnu razliku (p = 0,022; Fisherov
test).

Kod ostalih rijetkih obrazaca IF nije zamijecena razlika u prisutnosti specifi¢nih protutijela u

ovisnosti o istodobnoj prisutnosti u¢estalih obrazaca IF.
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6. Rasprava

6.1. Demografske karakteristike ispitanika s rijetkim obrascima imunofluorescencije

Spol

U ispitanika s prisutnim ANA donekle je logi¢no ocekivati predominaciju zenskog spola, s
obzirom na Cinjenicu da se ta protutijela najce$¢e povezuju sa sistemskim reumatskim
autoimunosnim bolestima za koje je poznato da se ucestalije javljaju kod Zena (212). Ovakav
obrazac spolne raspodjele uistinu je i primije¢en u kontrolnoj skupini ispitanika u kojoj su
zenski ispitanici bili viSestruko brojniji od muskih. S obzirom na to da kontrolna skupina
ukljucuje ispitanike s obrascima IF koji se najée$¢e vezuju uz bolesti iz ovog spektra te da
medu njima s velikim udjelom sudjeluje homogeni obrazac fluorescencije (AC-1) koji se
tradicionalno vezuje uz SLE (213), ovakva spolna raspodjela ne iznenaduje. S druge strane, u

znatnog broja rijetkih obrazaca IF zamje¢uju se nesto veci udjeli ispitanika muskog spola.

Kod nekih rijetkih obrazaca IF bilo je moguce dokazati razlike u spolnoj raspodjeli u odnosu
na kontrolnu skupinu zbog njihove relativno vece ucestalosti, ali je moguce da te razlike ne
donose neke nove, klinicki vrijedne spoznaje. Primjer za to je obrazac AC-19, asociran s
protutijelima koja se ucestalo nalaze u bolesnika sa SLE ili s antisintetaznim sindromom, §to
su bolesti s poznatom predilekcijom Zenskog spola (212-214). S obzirom na to da je ovdje
veci udio muskih ispitanika u odnosu na kontrolnu skupinu, taj se rezultat moze doimati
neobi¢nim, ali je vazno naglasiti da je i ovdje bila prisutna jaka predominacija Zenskih
ispitanika, samo manja nego u kontrolnoj skupini. Statisticku je razliku bilo moguée dokazati

zbog velikog broja uzoraka s tim obrascem IF i sukladno tome velike snage testa.

Kod nekih drugih obrazaca udio muskih ispitanika priblizava se brojci od 50 %, kao kod AC-
16, Sto je zbog toga bitna razlika usprkos malom broju ispitanika s tim obrascem. Za ovaj se
obrazac povisena ucestalost muskih ispitanika moze objasniti Cinjenicom da se on rijetko
pojavljuje u kontekstu sistemskih autoimunosnih bolesti te stoga nema podloge za velik udio
zenskih ispitanika (187). Jo$ je kod nekoliko obrazaca IF zamijecen povisen udio muskih
ispitanika, kao §to su AC-9, AC-15, AC-22 ili AC-25. Kod nekih je obrazaca takoder moguce
da bi se takva razlika dokazala na ve¢em broju ispitanika s obzirom na to da je i uz malen
broj ispitanika razlika na granici statisticke vaznosti (kao npr. u obrasca AC-12). Jedini
obrazac kod kojeg je primije¢en apsolutno veci udio muskih od zenskih ispitanika je obrazac

AC-24 kod kojeg je, usprkos vrlo malom broju ispitanika (N=6), dokazana razlika u odnosu
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na kontrolnu skupinu. Cinjenica da se ovaj obrazac IF detektirao u dvotreéinskoj veéini
muskih ispitanika pomalo zac¢uduje s obzirom na to da jedine bolesti s kojima se on povezuje
jesu bolesti reumatskog spektra i karcinom dojke (203,204). Mozda je moguce tu pojavu
objasniti ¢injenicom da se taj obrazac povremeno moze pojaviti i U 0soba s raznim drugim
stanjima. Tomu u prilog govori i raspodjela dijagnoza iz ove studije, prema kojoj dvije
tre¢ine ispitanika nije imalo niti jednu od promatranih skupina dijagnoza. Takoder je, usprkos
statisti¢koj vaznosti, moguce ipak da se radi o slu¢ajnom uc¢inku malog broja ispitanika. Niti
kod jednog obrasca IF nije dokazan jo§ ve¢i udio Zenskih ispitanika nego u kontrolnoj
skupini, makar se tendencija uo¢ava u ispitanika s obrascima AC-6 i AC-13. To ne ¢udi S
obzirom na to da se prvi ucestalo povezuje s dermatomiozitisom/polimiozitisom ili
primarnim bilijarnim kolangitisom (164,165), a drugi u velikom udjelu sa SLE (179).
Opcenito se o spolnoj raspodjeli ispitanika s rijetkim obrascima IF moze zakljuciti da se oni,
kao i u slu¢aju ucestalih ANA, ¢eS¢e pojavljuju U Zena, uz rijetke iznimke i uz napomenu da

omjeri prisutnosti obaju spolova ipak u odredenoj mjeri variraju.

Dob

Na dob ispitanika u kontrolnoj skupini (medijan dobi je bio 56 [IQR 43-67] godina) moze
utjecati Cinjenica da su ispitanici u velikom broju slucajeva (vise od 50 %) upucivani na
dokazivanje prisutnosti ANA bez jasne dijagnoze iz bilo koje od promatranih skupina
dijagnoza, a jo$§ CeS€e bez sumnje na sistemsku autoimunosnu bolest. Moguce je da se u
odredenom broju slucajeva radilo o neopravdano Sirokoj obradi osoba s odredenim
simptomima koji se mogu ili ne moraju vezati uz autoimunost te da je nalaz ANA bez jasne
klinicke vaznosti. Iz ove perspektive moze se pretpostaviti da je medijan dobi svih ispitanika
pomaknut na viSe nego $to bi se moglo ocekivati u ispitanika s autoimunosnim bolestima
(215), ali s druge strane opravdan indicijama da prisutnost ANA raste s dobi unutar opce
populacije (216). Imajuci u vidu ova razmatranja, opaza se da se u svim slu¢ajevima gdje je
dokazana razlika u dobi izmedu ispitanika s nekim obrascem IF i ispitanika kontrolne skupine
radilo o nizoj dobi ispitanika s rijetkim obrascem IF. Osobito je zanimljiva Cinjenica da su
ispitanici s AC-2 obrascem mladi od ispitanika kontrolne skupine. S obzirom na to da prema
dostupnim literaturnim izvodima prisutnost ovog obrasca, odnosno protutijela povezanih s
tim obrascem, govori u prilog odsutnosti autoimunosne reumatske bolesti (132), moguce je

da se u dijelu slu¢ajeva radilo o mladim ispitanicima koji su upuceni na ovu pretragu zbog
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iskljucenja neke od tih bolesti, a da je njegova prisutnost ipak manja kod starijih osoba,
osobito u svjetlu pojacane proizvodnje ANA u starijoj dobi neovisno o jasnom klinickom
znacenju (216). Cajalova tjelesca, koja vizualiziramo obrascem AC-7, takoder su uocena u
mladih ispitanika, dijelom mozda zbog povremenog pojavljivanja ovog obrasca u sistemskim
autoimunosnim reumatskim bolestima, ali dijelom nerazjasnjeno s obzirom na jo$ uvijek
nepoznatu definitivnu etiologiju ovih protutijela (166,168). Kod obrasca AC-10 razlog za
mladu dob je jasniji s obzirom na njegovu ucestalu povezanost sa sistemskom sklerozom,
bolesti koja se Cesto pojavljuje u mladoj dobi (173,215). Sli¢no objasnjenje vrijedi i za
obrazac AC-13 koji se povezuje sa SLE (179). Sli¢no kao i kod razlika u spolu, kod obrasca
AC-24 se, usprkos iznimno malom broju ispitanika, naslu¢uje znatno niza dob, s medijanom
od 33 godina. To se djelomi¢no moze objasniti postojanjem povezanosti sa sistemskim
autoimunosnim bolestima, makar je ona slaba (203,204), ali preostaje ¢injenica da je u Cetiri
od Sest ispitanika zabiljezen u mladih osoba u kojih nije postojala niti jedna od promatranih
skupina dijagnoza. Ovaj se slabo razjasnjeni obrazac IF, ¢ini se, pojavljuje ces¢e U mladih
muskih osoba. Opcenito se moze zakljuciti da U ovom istrazivanju nisu nadeni obrasci IF
koji bi se eventualno ¢eSc¢e pojavljivali u starijoj populaciji. Ispitanici s nekolicinom rijetkih
obrazaca, Cesto onih povezanih s bolestima reumatskog spektra, Cesto su mladi od

uobicajenih ispitanika s dokazanim ANA.
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6.2. Povezanost rijetkih obrazaca imunofluorescencije i specifi¢nih protutijela

6.2.1. Udjeli ispitanika s dokazanim specifi¢nim protutijelima

Kod nekih se obrazaca zamjecuju razlike u ucestalosti nekog od specifi¢nih protutijela koja
se mogu otkriti uz pomo¢ koristenog kompleta s predefiniranom mjeSavinom antigena. Za
neke je obrasce manja ucestalost ovakvih protutijela ocekivana, posebice za obrazac AC-2
koji se povezuje s protutijelima DFS70/LEDGF za koje se smatra da iskljucuju postojanje
sistemske autoimunosne reumatske bolesti (132). Medutim, makar su pretrazivana protutijela
kod ovog obrasca otkrivena rjede, svejedno su prisutna u oko trecine svih slu¢ajeva, s time da
se ne radi o protutijelima DFS70/LEDGF (buduéi da ona nisu pretrazivana), nego o nekom
od protutijela koja se vezuju za sistemske autoimunosne bolesti. Mogucée je da se ova
proturjeCnost moze dijelom objasniti ¢injenicom da ovaj obrazac ne jaméi prisutnost
protutijela DFS70/LEDGF u svim slucajevima (158). Niti prisutnost DFS70/LEDGF-
specificnog protutijela iskljucuje prisutnost jos nekog protutijela ¢ije Smo prisustvo dokazali
koriStenom metodom. Zanimljivo je i primijetiti da je u sklopu ovog obrasca vecina
protutijela dokazana s ucestalo$¢u kao i u kontrolnoj skupini, s iznimkom protutijela anti-
TRIM21, anti-CENP-B i anti-PCNA koja su ipak bila rjede prisutna. U svakom slucaju,
prisutnost obrasca AC-2 zahtijeva daljnju analizu za dokaz specifi¢nih protutijela u jednakoj
mjeri kao 1 prisutnost nekog od ucestalih obrazaca IF kako bi se povecala klinicka

uporabljivost ovog obrasca.

Smanjena ucestalost nekog od ovih protutijela u uzorcima s obrascem AC-9 moze se
djelomi¢no objasniti time da je taj obrazac najceS¢e povezan s protutijelima anti-
U3RNP/fibrilarin koja su povezana sa sistemskom sklerozom (171), a koja se ne mogu

otkriti koriStenom metodom.

Sliéno vrijedi i za obrazac AC-10 i uz njega pridruzena protutijela anti-NOR90(hUBF),
odnosno RNA polimeraza | (203).

Za smanjenu ucestalost nekog od ovih protutijela u ispitanika s obrascem AC-15 podloga je

njegov rijetki nalaz u ispitanika sa sistemskim autoimunosnim reumatskim bolestima (217).

Kod obrasca AC-22 protutijela su usmjerena na antigene Golgijeva tjelesca (199), Sto
objasnjava manji udio pozitivnih protutijela dokazanih ovom metodom. Svejedno, njihova

prisutnost u odredenom udjelu namece pitanje, u odsutnosti drugih obrazaca fluorescencije,
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kako dolazi do nakupljanja fluorescentnog signala u podrucju te organele u kontekstu

protutijela koja ne bi trebala reagirati s antigenima u tom podrucju.

Sli¢na se pitanja mogu postaviti i u slucaju obrasca AC-25, s obzirom na to da on

podrazumijeva protutijela na antigene diobenog vretena (206).

U svim do sada spomenutim sluc¢ajevima radilo se o smanjenom udjelu specifi¢nih protutijela
otkrivenih ovom metodom. Medutim, kod nekih je rijetkih obrazaca IF naglaseno velik udio
ispitanika s detektiranim protutijelima. Za obrazac AC-13 ova pojava naizgled ne za¢uduje, S
obzirom na njegovu udruzenost s protutijelima anti-PCNA (218) povezanim sa SLE.
Medutim, u ovom su istrazivanju protutijela koja su odgovorna za ove visoke postotke
mahom bila anti-SS-A (60kDa), anti-TRIM21 te anti-SS-B, dok su protutijela anti-PCNA bila
prisutna u slicnim omjerima kao i u kontrolnoj skupini. Razlog za ovu pojavu nije poznat,
makar je poznato da i protutijela na neke druge antigene mogu biti odgovorna za obrazac IF
nalik AC-13 (219). Dodatno objasnjenje jest da je ovaj obrazac moguée zamijeniti S
mjeSovitim obrascem viSe ucestalih obrazaca IIF koji bi u tom slu¢aju bili odgovorni za nalaz

specifi¢nih protutijela.

Kod obrasca AC-19 poznato je da je povezan sa SLE i s anti-sintetaznim sindromom, pa u
prvi mah ne ¢udi visok postotak pozitivnih protutijela, ali je ipak donekle neobicno s obzirom
na to da se odgovornim za ovaj obrazac smatraju protutijela na antigene koji nisu ukljuceni u

koristenu predefiniranu mjesavinu antigena (220).

Obrazac AC-29 je jedinstven jer je kompozitni obrazac, odnosno zahtijeva ispunjavanje
specificnog skupa kriterija da bi se mogao proglasiti prisutnim. Smatra se visoko specifi¢nim
za prisutnost protutijela na DNA topoizomerazu | (157). Ova su protutijela (anti-Scl-70)
uistinu odgovorna za velik broj ovih slucajeva te vjerojatno pridonose Cinjenici da je udio
ispitanika s pozitivnim specificnim protutijelima ve¢i od onog u kontrolnoj skupini.
Medutim, i u ovom se obrascu moze primijetiti prisutnost raznih drugih protutijela, od cega je
osobito zanimljiva vec¢a ucestalost protutijela anti-dsSDNA u odnosu na kontrolnu skupinu,
moguce kao posljedica istodobno prisutnog obrasca AC-1, odnosno mjesovitog obrasca AC-
1/AC-29.

Od obrazaca kod kojih je prisutnost protutijela slicna kao u kontrolnoj skupini vrijedi
izdvojiti obrazac AC-23 koji bi trebao (prema literaturnim podacima) biti prisutan samo u

odabranih ispitanika s hepatitisom C koji su lijeCeni odredenim lijekovima te koji se smatra
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primjerom protutijela induciranih lijekovima (200,201). Stoga ¢udi ucestala prisutnost
brojnih protutijela koja ne bi trebala rezultirati ovim obrascem IF. Treba uzeti u obzir da se

odreden broj tih protutijela moze protumaciti istodobnom prisutnoséu ucestalih obrazaca IF.

6.2.2. Pojavnost pojedinih specifi¢nih protutijela u rijetkim obrascima imunofluorescencije

U ovom ¢e se odjeljku razmatrati povezanost pojedinih specifi¢nih protutijela s pojedinim

rijetkim obrascima IF.

Protutijela anti-dsDNA u reumatologiji su postala sinonim za dijagnozu SLE zbog svoje
visoke specifi¢nosti. Najées¢e se metodom IIF izrazavaju homogenim obrascem IF (221).
Zanimljivo je stoga da niti kod rijetkih obrazaca IF ne smijemo zanemariti moguénost pojave
ovih protutijela, pa tako i u slu¢aju obrasca AC-2 bez istodobno prisutnih drugih obrazaca IF,
§to s obzirom na dosadasnje spoznaje o ovom obrascu ne bi trebao biti slucaj (132). Kod
veéine su ovih obrazaca protutijela anti-dSDNA nadena sa sli¢nom frekvencijom kao i u
kontrolnoj skupini ispitanika s ucestalim obrascima, a manje ih je jedino bilo kod obrasca
AC-10 koji se povezuje s protutijelima na RNA-polimerazu | u kontekstu sistemske skleroze
(222). Relativno veéi udio ovih protutijela dokazan je u uzorcima s obrascem AC-19 koji se
povremeno vida u ispitanika sa SLE, ali se smatra da su tada odgovorna protutijela na
ribosomske P bjelanéevine (223). Takoder ih je viSe kod obrasca AC-29, §to iznenaduje jer je

ovaj obrazac izdvojen kao visoko specifi¢an za protutijela na DNA topoizomerazu I (157).

Protutijela anti-SS-A, nedavno razdvojena prema molekularnoj masi na anti-SS-A (60 kDa)
I anti-SS-A (52 kDa) (TRIM 21) te protutijela anti-SS-B, tradicionalno se povezuju s
dijagnozom Sjogrenova sindroma, ali i SLE (86), a u velikom su udjelu takoder zabiljezena u
vecini rijetkih obrazaca IF. Zanimljivo je primijetiti da se ponekad ucestalosti pojavljivanja
nekog od ova tri protutijela medusobno neovisno razlikuju od kontrolne skupine, Sto se u
sluaju oba protutijela iz skupine SS-A moze objasniti ¢injenicom da su, za razliku od
prijasnjih teza, ovi antigeni medusobno neovisni (224). Medutim, kod nekih se obrazaca IF
moze dobiti dojam da ucestalost sva tri protutijela iz ove skupine ima medusobno sukladno
kretanje (ali ne u svim sluc¢ajevima), a da je ponegdje izostao statisticki dokaz za pojedino

protutijelo.
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Pri tome su razlike u ucestalosti u odnosu na kontrolu skupinu najizrazenije u slucaju
protutijela anti-TRIM21, koje se kod ¢ak sedam rijetkih obrazaca IF statisti¢ki znacajno
razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu. Naj¢esc¢e se radi o smanjenoj ucestalosti, u 4 od 5
slu¢ajeva izdvojeno od druga dva protutijela ove skupine. Takav je sluc¢aj kod obrazaca AC-
2, AC-11 (koji je ionako slabo povezan sa sistemskim autoimunosnim dijagnozama) (176),
AC-23 (povezanog s upotrebom lijekova u ispitanika s hepatitisom C (200)) i AC-26 (gdje
ucestalo postoji povezanost s autoimunosnim sistemskim bolestima (205)). Uz smanjen omjer
pojavljivanja anti-TRIM21 protutijela u obrascu AC-11, zanimljivo je primijetiti kako su se
anti-TRIM21 te anti-SS-A protutijela rjede pojavljivala u obrascu AC-15. Oba ova obrasca su
se ¢eS¢e pojavljivala u skupini jetrenih bolesti te ostaje za istraziti mozemo li na temelju njih

pretpostaviti 0 kojoj se autoimunosnoj jetrenoj bolesti radi.

Samo u jednom slucaju pojavnost protutijela anti-SS-B je bila razli¢ita od kontrolne skupine
neovisno o SS-A protutijelima, i to u sluc¢aju obrasca AC-18, gdje je bila ¢esca, Sto nije lako

objasniti u kontekstu nejasne povezanosti ovog obrasca s klini¢kim entitetima.

Od obrazaca kod kojih je viSe protutijela iz ove skupine bilo znatno vise u odnosu na
kontrolnu skupinu izdvaja se obrazac AC-13, §to je neobi¢no zbog prema literaturi jake
povezanosti ovog obrasca s antigenom PCNA (179). Moguce da se u dijelu ovih slucajeva
radi o vrlo recentno izdvojenom obrascu AC-4a u kombinaciji s nekim neklasificiranim i
nepoznatim obrascem ili samo razliCitim epitopom istog PCNA antigena. Kao i u slucaju
protutijela anti-dsDNA, visak protutijela iz skupine SS-A kod ispitanika s obrascem AC-19
moze se objasniti njegovom povezano$cu sa SLE. Nadalje, antigen Ro52, za razliku od Ro60,
je smjesten u citoplazmi, te daje na standardnim HEp-2 preparatima obrazac AC-19 (78). Jos
jedno, dodatno vrijedno objasnjenje pojave protutijela anti-SS-A u raznim obrascima IIF jest
C¢injenica da je antigen Ro60 nacelno slabo dostupan na standarnim preparatima HEp-2 te
sukladno tomu sam za sebe najéeS$Ce ne rezultira bilo kakvim pozitivnim obrascem
fluorescencije, a fluorescencija kod uzoraka s ovim protutijelima najc¢esce je rezultat nekoga

drugog istodobno prisutnog protutijela (225).

Protutijela anti-Sm dokazana su samo sporadi¢no u rijetkim obrascima IF, a s obzirom na to
da je slican nalaz bio i u kontrolnoj skupini (dokazana u samo jednog ispitanika), nije bilo
razlika koje bi govorile u prilog specifi¢nosti pojedinog obrasca IF s obzirom na ucestalost
ovog protutijela. S obzirom na male brojeve tih protutijela, ne moze se u potpunosti iskljuciti

mogucénost postojanja eventualnih razlika koje bi se dokazale na ve¢im uzorcima.
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Protutijela koja se ¢esto razmatraju zajedno s protutijelima anti-Sm, protutijela anti-U1-RNP
(65), bila su u nesto ve¢im brojevima prisutna u veéini rijetkih obrazaca IF, ali su razlike u
odnosu na kontrolnu skupinu dokazane samo kod obrazaca AC-7 i AC-18. U prvom slucaju
to dovodi u pitanje tezu prema kojoj je obrazac AC-7 slabo povezan s bilo kojom boles¢u
(167) s obzirom na to da su ova protutijela ucestalo vezana uz SLE i neizostavna u
klasifikaciji MCTD (102), a baca i novo svijetlo na obrazac AC-18 za kojeg nisu posve

razjas$njene klinicke implikacije (191).

Za razliku od prethodnog protutijela na odvojeni antigen U1-RNP, protutijela usmjerena na
kompleks Sm/RNP nisu se pojavljivala rjede ili ¢e$ée niti u jednom rijetkom obrascu IF u

odnosu na kontrolnu skupinu.

Ocekivano, protutijela na topoizomerazu | (anti-Scl70) mnogo su ¢eSc¢e detektirana u slucaju
obrasca AC-29, definiranog u svrhu bolje detekcije tog protutijela (157). Sporadi¢no su se
pojavljivala i u drugim rijetkim obrascima. Budu¢i da je njegova pojava sporadi¢na i u

kontrolnoj skupini, nisu dokazane razlike u njihovim frekvencijama.

Protutijela povezana s dermatomiozitisom i polimiozitisom (u slucaju koristene metode samo
anti-Jol) (109) pojavljivala su se samo sporadicno te se na temelju rezultata ovog
istrazivanja ne moze govoriti da bi neki rijetki obrazac IF bio karakteristiCan za upalne
miopatije povezane s ovim protutijelom. Ipak, ranija literatura preporucuje razmatranje ovih
dijagnoza u ispitanika s obrascem IIF AC-19 ili AC-20 (193).

Protutijela na CENP-B, inace snazno povezana s ucestalim obrascem AC-3, u velikom se
broju rijetkih obrazaca ne javljaju razli¢ito u odnosu na kontrolnu skupinu, Sto upozorava na
to da ta protutijela nisu visoko specificna za obrazac AC-3. Navedena tvrdnja vjerojatno ne
vrijedi u drugom smjeru. Ipak, u nekoliko rijektih obrazaca IF ova se protutijela pojavljuju
rjede (AC-2, AC-9, AC-15, AC-19, AC-29), sto govori protiv njihove povezanosti s

centromernim antigenima.

Protutijela usmjerena na ribosome bila su opcenito vrlo rijetka te se na temelju ovih rezultata
ne moze govoriti o njihovoj povezanosti, bilo pozitivnoj ili negativnoj s nekim od rijetkih
obrazaca IF. Ocekivano vazna je iznimka obrazac AC-19 gdje su ta protutijela zabiljeZzena
puno ¢e$¢e u odnosu na kontrolnu skupinu. S obzirom na to da je ovaj obrazac povezan s

antigenima iz spektra ribosomskih P bjelanc¢evina, ovo nije iznenadujuce (220).
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Nalaz koji svakako nije ocekivan je ucCestala pojavnost protutijela na histone kod ovog
obrasca buduci da se ovaj citoplazmatski obrazac IF ne bi trebao pojavljivati u slucaju
antigena prisutnog u jezgri stanice (226). Kod ostalih obrazaca IF ova su se protutijela

pojavljivala relativno rijetko, sli¢no kao 1 u kontrolnoj skupini.

Za protutijela anti-PmScl nisu nadeni dokazi koji bi govorili o povezanosti s nekim rijetkim

obrascem IF, bilo u smislu rjedeg, bilo ¢es¢eg pojavljivanja.

Kod protutijela anti-PCNA moglo bi se ocekivati da ¢e biti prisutna veoma ucestalo kod
obrasca AC-13 koji se smatra vezanim za ova protutijela (218). Medutim, u ovom obrascu
ona se pojavljuju s jednakom ucestalos¢u kao u kontrolnoj skupini, a pojavljuju se i u drugim
rijetkim obrascima IF, rjede jedino u slucaju po mnogim pitanjima specificnog obrasca AC-2.

Je li objasnjenje ove pojave u mjeSovitim obrascima razlicitih titara tesko je tvrditi.

Valja napomenuti da su neki obrasci IF detektirani toliko rijetko da nije bilo moguce
smisleno analizirati njihovu eventualnu povezanost sa specificnim protutijelima. Takve se
asocijacije mogu detektirati u nekim bududim, ciljanim, viSegodi$njim pracenjima tih
obrazaca uz senzibilizaciju laboratorijskog osoblja na potrebu za njihovim biljezenjem i

izvjeStavanjem.

U svakom slucaju, ¢injenica da se kod vecine rijetkih obrazaca IF mogu detektirati specifi¢na
protutijela govori da se tim obrascima po uo¢avanju treba pridati jednaka pozornost kao i kad
se radi 0 nekom od ucestalih obrazaca te bi stoga prema nacelima refleksnog testiranja (227)
nakon IIF na HEp-2 stanicama trebalo prosiriti dijagnostiku nekim od testova koji detektiraju
prisutnost manjega ili vec¢eg skupa najucestalijih klinicki relevantnih specifi¢nih protutijela
povezanih s danim obrascem. S obzirom na inherentna ograni¢enja ovakve vrste testova,
ukljucujuéi 1 onaj koriSten za detekciju specificnih protutijela u sklopu ovog istrazivanja, a
koje se ponajprije odnose na limitirani predefinirani izbor mogucih protutijela, ogranicena je
mogucénost adekvatne evaluacije svih specifi¢nih protutijela u pojedinom uzorku s rijetkim
obrascem IF. S jedne strane, za mnoge takve obrasce postoji povezanost s protutijelima koja
nisu ukljucena niti u jedan komercijalni komplet antigena te izostaje moguénost njihove
evidencije izvan konteksta znanstveno-istrazivackog rada. Moguce je da su prisutna u nekim
od uzoraka u kojih nisu dokazana specifi¢na protutijela ovom metodom. S druge strane, i u

uzorcima s rijetkim obrascima IF kod kojih su detektirana neka od protutijela postoji pitanje
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istodobne prisutnosti i nekog od protutijela koja za sada ostaju izvan dosega rutinske

detekcije.

Neka od detektiranih protutijela iz koristenog kompleta mozebitno rezultiraju istodobno
prisutnim ucestalim obrascem IF, dok za promatrani rijetki obrazac moze biti odgovorno
neko drugo protutijelo koje nije ukljuceno u koriSteni detekcijski panel. Medutim, ucestala
protutijela Cesto se ocigledno nalaze i u uzorcima kod kojih je rijetki uzorak IF jedini
prisutan, a za koji nije poznata veza koja bi objasnila prisutnost nekog od tih ucestalih
protutijela s obzirom na to da se ne poklapaju s antigenima za koje se smatraju da su meta
protutijela kod pojedinih rijetkih obrazaca IF. Moze se zakljuciti da i u slucaju ucestalih
obrazaca i u slu¢aju rijetkih ne postoji ekskluzivna uzajamnost izmedu nekog para obrazac IF
— protutijelo, ve¢ se radi samo o manjoj ili vecoj povezanosti pojedinih kombinacija ovih
dvaju parametara. S obzirom na to da se moze pretpostaviti da je svako specifi¢no protutijelo
monospecificno za odredeni antigen, moguce je da u nekim sluc¢ajevima budu detektirani
drugaciji obrasci IF od ocekivanih jer je raspodjela pojedinih antigena razli¢ita medu
pojedinicima ili ovisna o pridruzenim bolestima ili stanjima. Alternativno objasnjenje bila bi
eventualna krizna reaktivnost izmedu nepoznatih protutijela u uzorku i nekih antigena koji se
nalaze u predefiniranom detekcijskom setu. S obzirom na brojnost stani¢nih antigena koji
mogu izazvati stvaranje protutijela, a koji mogu viSe ili manje nalikovati tim predefiniranim

antigenima, ta ¢e se mogucnost, koliko god bila mala, teSko mo¢i u potpunosti ukloniti.

6.2.3. Istodobna prisutnost vi$e vrsta protutijela

Kod vecine rijetkih obrazaca IF protutijela su najcesce bila pojedinacna (solitarna), uz sve
manju ucestalost ispitanika kako raste broj istodobno prisutnih vrsta specifi¢nih protutijela.
Iznimku ¢ine dva obrasca kod kojih su vrlo ucestalo istodobno bila prisutha mnoga
protutijela. Prvi je obrazac AC-13, smatran specificnim za antigen PCNA (218), ali kod kojeg
pleomorfni fluorescencijski signal moguce govori o istodobnoj reaktivnosti na vise razli¢itih
antigena razliCite unutarstani¢ne lokalizacije. Drugi je obrazac AC-19 kod kojeg homogen,
maglovit signal fluorescencije u citoplazmi (196) takoder mozda skriva viSe antigena koji

vezu protutijela prisutna u serumu.
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6.3. Povezanost rijetkih obrazaca imunofluorescencije i klinickih dijagnoza

Pojam ANA tradicionalno se, s dobrim razlogom, najvise povezuje s dijagnozama sistemskih
autoimunosnih reumatskih bolesti u kojih su neizostavan dio dijagnosticke obrade. Sukladno
tomu, od velikog je interesa bilo utvrditi jesu li te dijagnoze povezane samo s pojedinim
ucestalim obrascima IF ili je na neku od tih dijagnoza opravdano posumnjati i u slucaju
nalaza nekog od manje ucestalih obrazaca IF. Dodatnu tezinu potrebi za evaluacijom ovih
dijagnoza daju ranije opisani rezultati po kojima se specifi¢na protutijela, u predefiniranoj
mjeSavini izabranoj mahom prema poznatim vezama s nekom od ovih bolesti, ucestalo
pojavljuju i u veéine tih rijetkih obrazaca IF. Rezultati govore u prilog tome da je uistinu
potrebno razmotriti ove dijagnoze u ispitanika s dobivenim pojedinim rijetkim obrascem IF.
Nasuprot tome, ako je ispitanik s klinickom sumnjom na neku od ovih bolesti upuc¢en na
dijagnostiku ANA, pozitivan IF nalaz moze govoriti u prilog toj dijagnozi i u slucaju
izostanka nekog od obrazaca naglaseno povezanih s nekom od tih bolesti, kao §to je
homogeni obrazac IF. Naravno, postoje neke iznimke, odnosno neki obrasci IF kod kojih su
se ove dijagnoze pojavljivale rjede. Ocekivano, jedan od tih obrazaca mogao bi biti obrazac
AC-2, ali se radi tek o grani¢no vaznoj razlici u odnosu na kontrolnu skupinu. S obzirom na
relativno velik uzorak ispitanika s tim obrascem IF, apsolutna veli¢ina te razlike nije odvise
velika, pa to dovodi u pitanje koristenje isklju¢ivo tog obrasca kao isklju¢nog kriterija neke
od sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti. Moguce je da je u tu svrhu uistinu nuzno
odrediti i prisutnost protutijela anti-DFS70/LEDGF, ¢ija se prisutnost uz odsutnost drugih
specifi¢nih protutijela dobro asociranih sa sistemskim autoimunosnim reumatskim bolestima
smatra biljegom odsustnosti tih bolesti (132). S druge strane, ucestalost ovih dijagnoza bila je
znatno manja kod obrazaca AC-22, AC-23 i AC-27 ve¢ i na malom promatranom uzorku.
Stovise, kod obrasca AC-27 nije bilo niti jednog ispitanika s dijagnozom sistemskih
autoimunosnih reumatskih bolesti, sto bi moglo govoriti o dobrim karakteristikama ovog
obrasca za iskljucivanje dijagnoze ovih bolesti. Za obrazac AC-22 ve¢ su i ranija istrazivanja
naznacila rijetku povezanost sa sistemskim autoimunosnim reumatskim bolestima (228). U
slucaju obrasca AC-23 manjak ispitanika s ovom skupinom dijagnoza mogao bi se objasniti
njegovom poznatom povezanoscu s farmakoterapijom hepatitisa C (200). Treba napomenuti
da se ¢ini da specificnost povezanosti obrasca AC-23 i farmakoterapije hepatitisa C nije

visoka kao S§to se do sada smatralo, s obzirom na to da je kod ovog obrasca ucestalo
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detektirana prisutnost protutijela povezanih s reumatskim bolestima iako su se dijagnoze iz

skupine sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti pojavljivale rjede.

U slucaju dvaju rijetkih obrazaca primije¢ena je poviSena ucestalost uputnih dijagnoza u
okviru sistemskih autoimunosnih reumatskih bolesti. Kod obrasca AC-13 to je objasnjivo
njegovom povezanoSéu sa SLE (218), ali sude¢i prema ranije obradenim rezultatima
raspodjele specifi¢nih protutijela, o¢ito ne iskljucivo preko protutijela anti-PCNA. U slucaju
obrasca AC-18, ovaj je rezultat vazan jer do sada nije utvrdena njegova jasna povezanost s
nekom od skupina dijagnoza (191). Usprkos navedenim rezultatima, ne Cini se da bi analiza
dijagnosticke vrijednosti bilo kojeg od ovih obrazaca IF, ukljucuju¢i AC-2, verificirala
veoma visoku osjetljivost i specificnost za dijagnostiku sistemskih autoimunosnih reumatskih

bolesti.

Upalne artropatije jos su jedna od skupina bolesti kod kojih se ispitanici ucestalo upucuju na
dijagnostiku ANA. U velikom broju slucajeva vjerojatno se upucuju u svrhu diferencijacije u
odnosu na sistemske bolesti autoimunosne geneze koje se ponekad mogu oc€itovati pretezno
slicnim simptomima. Prema dobivenim rezultatima, ¢ini se da analiza obrazaca fluorescencije
ne moze pridonijeti procjeni vjerojatnosti prisutnosti neke od ovih klinickih dijagnoza s
obzirom na to da se ove dijagnoze pojavljuju u slicnim proporcijama ispitanika u svim
obrascima IF, i rijetkim i onima u kontrolnoj skupini. Moguce je da se ove dijagnoze
pojavljuju rjede jedino kod obrazaca AC-9 i AC-11 kod kojih se statistickom analizom

pokazuje ta tendencija.

Dijagnoze jetrenih bolesti tradicionalno se ne povezuju uz pojavu ANA, s iznimkom
ucestalog obrasca AC-21 (AMA) Kkoji je jasno povezan s PBC-om (197). Moguce je da bi se
takav stav trebalo modificirati jer postoji nekolicina obrazaca kod kojih su ove bolesti bile
uputna dijagnoza znatno ¢eS¢e nego u kontrolnoj skupini. Za neke od ovih obrazaca ova je
povezanost od ranije poznata, ponajprije za obrazac AC-6 kod kojeg je zamijeCena
povezanost s PBC-om kroz nekoliko odgovornih antigena, odnosno protutijela koja se za njih
vezu (165), obrazac AC-11 kojeg se povezuje s autoimunosnim bolestima jetre (176), obrazac
AC-12 koji se povremeno vidi u ispitanika s PBC-om (177) te obrazac AC-15 koji se nalazi i
u ispitanika s autoimunim hepatitisom tipa 1 i ispitanika s infekcijom virusom hepatitisa C
(182). Kod obrasca AC-17 takoder je poznato da se pojavljuje u oko 40 % ispitanika s
autoimunim hepatitisom (229), ali do sada nije analizirana ucestalost takvih bolesti kod

ispitanika s tim obrascem. Prema videnome, ta se ucestalost ¢ini velikom s obzirom na to da
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su bolesti iz ove skupine bile uputne dijagnoze u ¢ak tri od osam ispitanika s ovim obrascem
¢ije bi pojavljivanje u rutinskoj dijagnostici trebalo pobuditi sumnju na prisutnost jetrene
patologije. Za obrazac AC-22 zna se da se sporadi¢no pojavljuje kod razli¢itih dijagnoza
(129), ali prema dostupnoj literaturi medu njima se ne izdvajaju jetrene, koje su u ovom
istrazivanju bile ¢eS$¢a uputna dijagnoza u ispitanika s ovim obrascem. S druge strane, za
obrazac AC-23 ocekivao bi se veliki udio jetrenih bolesnika, specificno ispitanika s
hepatitisom C lijeCenim odredenim lijekovima (200). Medutim, u ovom radu to nije bio
slu¢aj, ve¢ su dijagnoze promatranih jetrenih bolesti nadene u sli¢énim proporcijama kao i kod
ucestalih obrazaca IF. ObjaSnjenje za to moguce lezZi u €injenici da u skupini jetrenih bolesti
nisu uklju¢ene MKB dijagnoze B15-B19. Jos jedna zanimljivost jest grani¢no povecan udio
ispitanika s ovim bolestima medu ispitanicima s obrascem AC-2. Medutim, S obzirom na
velik broj ispitanika ta razlika, ako i postoji, vjerojatno nije velika niti klini¢ki bitna. Moguce
je da je dijelom rezultat smanjenog udjela ispitanika s autoimunosnim reumatskim bolestima
s ovim uzorkom §to znaci i veéi udio ispitanika s drugim, pa tako i jetrenim bolestima u kojih
je pronaden ovaj uzorak IF. S obzirom na malen broj ispitanika s ovim dijagnozama u
kontrolnoj skupini, nije bilo realno o¢ekivati dokaz jos rjedeg pojavljivanja ove vrste bolesti

u nekom od obrazaca IF.

S obzirom na dugoro¢ne implikacije, otkrivanje eventualnog obrasca IF koji bi govorio u
prilog postojanju tumorskog procesa u organizmu bilo bi iznimno vazno jer bi moglo u
odredenim slucajevima dovesti do otkrivanja takve bolesti i1 prije klinicke manifestacije. U
slu¢aju obrasca AC-16, kod kojeg su u ve¢em udjelu nadene takve dijagnoze u odnosu na
kontrolnu skupinu, postoje sporadi¢ni izvjesStaji prema kojima su protutijela odgovorna za
ovaj obrazac uocena U ispitanika s karcinomom nazofarinksa (230) ili kod tumora povezanih
s neurofibromatozom tipa 1 (187). No, nema spoznaja o eventualnim ucestalim tumorima ili
izvjeStaja o ukupnim proporcijama takvih bolesnika medu ispitanicima s ovim obrascem IF.
Za obrazac AC-12, kod kojeg je takoder uocena povisena ucestalost takvih ispitanika s
dijagnozom maligniteta, u literaturi do sada nije opisivana veza s bilo kakvom tumorskom
bolesti. Za obrazac AC-27 razlike u zastupljenosti dijagnoze tumorske bolesti bile su
grani¢ne u odnosu na kontrolnu skupinu, ali moguée zbog malog uzorka jer postoje izvjestaji
0 nalazu protutijela odgovornih za ovaj obrazac kod nekih malignih bolesti (208). U ovom
istrazivanju nije dokazana povezanost tih dijagnoza s obrascem AC-14 za Kkoji su ranije
postojali takvi izvjestaji (231), moguce zbog malog uzorka ili zbog moguce ovisnosti o titru

ovih protutijela. Takoder, moguce je da tumorski procesi postoje u nekih od ispitanika s ovim
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obrascem IIF, ali se jo$ nisu klini¢ki oCitovali pa nisu niti dijagnosticirani. S obzirom na malu
ucestalost ovih dijagnoza u bilo kojem obrascu IF, i ¢estom i rijetkom, nije vjerojatno da se

dijagnostika ANA moze upotrijebiti u dijagnostickom procesu bilo koje tumorske bolesti.

6.4. Rijetki obrasci u kontekstu u€estalih obrazaca imunofluorescencije

Pri analizi istodobne prisutnosti ucestalih obrazaca IF u ispitanika s nekim od rijetkih
obrazaca IF naznacena je raznolikost ucestalosti Cestih obrazaca koja se krece od samo
nekoliko slucajeva, kao kod obrazaca AC-2 ili AC-29, pa do gotovo univerzalne prisutnosti u
obrascima AC-6 ili AC-7. Osobito je vazna Cinjenica da se kod obrasca AC-2 drugi obrasci
IF pojavljuju jako rijetko, ponajprije zbog toga $to se znacajke koje se pripisuju tom obrascu,
odnosno odgovaraju¢im protutijelima, ne smatraju vazeéima ako je prisutan i neki drugi
obrazac IF (158), a §to nije Cest slucaj. Ova spoznaja omogucuje i bolju kontekstualizaciju
ranije obradenih rezultata koji govore o ucestaloj prisutnosti raznovrsnih specifi¢nih
protutijela u uzorcima s ovim obrascem IF, a koja se na ovaj nain moze pripisati
povezano$¢u s tim obrascem, a ne nekim eventualnim sinkrono prisutnim. Za obrazac AC-29
razlog zapaZene istodobne male ucestalosti nekog od ¢estih obrazaca proizlazi iz specifi¢nog
sastava tog obrasca od viSe razli¢itih komponenti (157) koje bi se u drugim obrascima mozda
definirale kao istodobno prisutni drugi obrasci fluorescencije. Kod obrazaca AC-6 i AC-7,
koji se sastoje od razli¢itog broja jezgrenih to¢aka fluorescencije, velika istodobna ucestalost
drugih obrazaca IF govori o tendenciji da se te tocke u najve¢em broju slucajeva primijete

superponirane na neki uobicajeni obrazac.

Kod nekih rijetkih obrazaca IF drugi su, Cesti obrasci IF prisutni toliko rijetko da to ne
dopusta daljnju karakterizaciju tih ,,mjesovitih* obrazaca IF. Takav je problem postojao i kod
rijetkih obrazaca kojih je bilo toliko malo da nije bilo moguce smisleno provesti analizu
istodobno prisutnih ucestalih obrazaca IF. Ipak, analiza udjela ucestalih obrazaca
fluorescencije u slucajevima istodobne prisutnosti pojedinih rijetkih obrazaca fluorescencije
bila je moguca. 1z ove je analize vidljivo da je najveéi broj rijetkih obrazaca IF povezan s
istodobnom prisutnoséu jezgrenog obrasca AC-4, i to uglavnom citoplazmatskih obrazaca
(AC-15, AC-19, AC-22, AC-23), uz iznimku nukleolarnog obrasca AC-9 i mitotskog obrasca
AC-27. Veza s obrascem AC-9 eventualno bi se mogla objasniti preko zajednicke

povezanosti sa sistemskom sklerozom (171), a s AC-19 preko veze s odredenim
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autoimunosnim upalnim miopatijama (162). Za ostale rijetke obrasce u ovom kontekstu nema
zadovoljavajuceg objasnjenja. Takoder je uocena i povezanost nekoliko rijetkih obrazaca IF s
obrascem AC-21, citoplazmatskim obrascem povezanim s PBC-om (197). Za obrazac AC-6
ova je povezanost i ranije uocena, osobito u kontekstu ove bolesti, a njihova istodobna
prisutnost je od dijagnosti¢kog znaéenja (165). Sli¢no se moZe objasniti i povezanost AC-21 s
AC-12 koji se isto smatra ucestalijim u PBC-u (232). S druge strane, razlog povezanosti
obrasca AC-21 i obrasca AC-26 nije u potpunosti jasan, niti za to postoji objasnjenje u
literaturi. Povezanost obrazaca AC-1 i AC-29 mogla bi se objasniti time §to AC-1 nije dio
potrebnih kriterija koji moraju biti ispunjeni da bi se dijagnosticirao obrazac AC-29 te time
AC-1 postaje prevladavajuci ucestali obrazac (istodobno prisutni obrazac AC-4 ubraja se u
dio kriterija za obrazac AC-29) (157). Veza obrasca AC-1 i mitoti¢kog obrasca AC-28 nije
do sada opisana u literaturi. Povezanost obrazaca AC-3 i AC-11 mogucée lezi u njihovoj
zajednickoj povezanosti sa sistemskom sklerozom, iako se radi o razli¢itim fenotipovima te
bolesti (176,181). Razlog eventualne povezanosti obrazaca AC-5 i AC-18 ne moze se
zadovoljavajuce objasniti, kao niti veza obrazaca AC-8 i AC-25. 1z svega je ocito da u
podrucju istodobno prisutnih obrazaca IF postoji jo§ mnogo nepoznanica koje zbog rijetke

pojave ovih situacija u rutinskoj dijagnostici nece biti lako rijesiti.

S obzirom na istodobnu pojavu ucestalih obrazaca IF, koja kod nekih rijetkih obrazaca IF
premasuje 50 % slucajeva, opravdano je upitati se jesu li raniji rezultati prisutnosti
specificnih protutijela rezultat samih rijetkih obrazaca IF ili su povezani s istodobno
prisutnim ucestalim obrascem IF. U tu svrhu uéinjena je analiza razlike u proporcijama
uzoraka s prisutnim specifiénim protutijelima za svaki rijetki obrazac IF u kojoj su
usporedivane skupine takvih ispitanika gdje je rijetki obrazac solitaran i ispitanika gdje je
prisutan i ucestali obrazac IF. Samo je u par slucajeva primijeCena veca proporcija ispitanika
sa specificnim protutijelima kod istodobne prisutnosti ucestalih obrazaca IF, i to za obrasce
AC-9, AC-11, AC-26 i AC-29. U slucaju obrazaca AC-26 i AC-29 radi se o velikoj
ucCestalosti prisutnosti tih protutijela u inac¢e maloj skupini ispitanika unutar tih rijetkih
obrazaca, a kod kojih je istodobno detektiran i ucestali obrazac IF. Ovi rezultati govore da se
rezultati prisutnosti specificnih protutijela trebaju uzeti s rezervom kod obrazaca AC-9 i AC-
11, te u manjoj mjeri AC-26 i AC-29, dok se za ostale obrasce ti rezultati Cine
reprezentativnima te isklju¢ivom posljedicom rijetkih obrazaca IF odnosno protutijela koja ih

izazivaju.
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6.5. Ogranicenja studije 1 buduce perspektive

Moguca ograni¢enja ove studije proizlaze ponajprije iz subjektivnosti ove metode koja je
neizbjezna s obzirom na nacin izvodenja pretrage. No, subjektivnost procjene uvelike je
smanjena medunarodnim aktivnostima koje su poduzete u svrhu standardizacije izvjestavanja
0 dobivenim nalazima. Usprkos tomu, moguce je da postoji odredena nesukladnost s opéom
populacijom zbog mogucih subjektivnih razlika u dijagnostiCkom pristupu osoblja u
razli¢itim laboratorijima, a S obzirom na objektivno male razlike izmedu pojedinih obrazaca
IF koji mogu ovisiti i o koriStenom stani¢nom supstratu. Takoder valja napomenuti da se u
studiji ne radi o populacijskom uzorku, nego o prigodnom uzorku ispitanika koji su upuceni
na ovu pretragu najcesce s nekim razlogom i s nekom dijagnostickom idejom. Iz ovoga slijedi
da se ne radi o populaciji zdravih ljudi, $to je razvidno 1 iz apsolutnog udjela pozitivnih nalaz,

koji su mnogo visi nego Sto bi se o¢ekivalo u opéoj populaciji.

Kod analize specifi¢nosti protutijela odredenu ulogu moze imati i izbor sustava testiranja
prisutnosti specificnih protutijela s predefiniranom mjeSavinom antigena. Specificnost
vezanja protutijela iz uzoraka moze varirati izmedu razliCitih proizvodaca tih kompleta,
ovisno o metodologiji izrade i nacelu vezanja antigena i protutijela. Samom ¢injenicom da se
radi o predefiniranoj ogranicenoj specifi¢nosti, analize su ogranicene jer velik dio rijetkih

protutijela ostaje nedetektiran ovom metodom, a dobiveni su udjeli pozitivnih protutijela

-----

Kod analize klini¢kih dijagnoza postoji prostor za odredenu nesukladnost s rezultatima u
op¢oj populaciji s obzirom na to da je rije¢ o uputnoj dijagnozi koja ne mora nuzno biti
dijagnoza na koju se sumnjalo kada je odluceno da pacijenta treba uputiti na obradu ANA.
Ovo pogotovo vrijedi u slucaju upuéivanja pacijenta od lije¢nika obiteljske medicine, koji u
trenutku upucivanja ¢esto niti ne znaju definitivnu dijagnozu, nego se radi o sumnji u sklopu
specijalisticke obrade, Sto moze dovesti do upucivanja na ovu i druge pretrage pod nekom
zajedni¢kom, sveobuhvatnom, nespecifiénom dijagnozom. Ovo je mozda razlog za velik udio
ispitanika s dijagnozama koje se ne mogu svesti niti u jednu skupinu dijagnoza koje bi
opravdavale upuc¢ivanje na dijagnostiku ANA. Kad je rije¢ o pacijentima upucenima direktno
od specijalista reumatologa, pouzdanost dijagnoze trebala bi biti znatno veéa. No, i U ovom
sluaju moze se pretpostaviti da u ranoj fazi dijagnostickog procesa nije najjednostavnije
diferencirati izmedu upalnih artropatija i sistemskih autoimunosnih bolesti koje su se pocetno

ocitovale patologijom zglobova. Dijagnosticke dileme u ranim fazama bolesti, kao i
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potencijalno nedovoljna snaga studije, razlog su za to da nisu provedene analize pacijenata

podijeljenih na jo$ specifi¢nije dijagnoze iz pojedinih spektara bolesti.

Nedoumice povezane s analizom pojedinih rijetkih obrazaca IF koje su vezane uz istodobno
ucestale obrasce IF pokusalo se rijesiti djelomi¢nom zasebnom obradom unutar pojedinog
obrasca IF. S obzirom na izostanak velikih razlika prema tom kriteriju vjerojatno se ne radi o
velikim ucincima istodobno prisutnog ucestalog obrasca IF. Ipak, utjecaj takvog ¢imbenika

ne moze se u potpunosti zanemariti.

Buduce studije mogle bi pridonijeti razumijevanju rijetkih obrazaca IF, posebice onih koji su
i u ovako velikom ukupnom uzorku zastupljeni u vrlo malim brojevima. Takve bi studije
morale biti longitudinalne tijekom viSe godina, u kojima bi kvaliteta svakodnevnoga
rutinskog rada morala biti na takvoj razini da omoguci dosljedno biljezenje i izdvajanje
popratnih karakteristika iznimno rijetkih obrazaca IF. S obzirom na manjak laboratorija koji
imaju dovoljan obrtaj uzoraka upucenih na dijagnostiku ANA te na Cinjenicu da vazeci
klasifikacijski kriteriji nisu jo§ jednoliko prihvaceni od svih laboratorija koji se bave
dijagnostikom ANA i u zemlji i u svijetu, moguce je da Ce rezultati ove studije pridonijeti i
razumijevanju tih najrjedih obrazaca IF za koje dodatna detaljnija karakterizacija s obzirom
na sve vecu zastupljenost automatiziranih sustava za detekciju ANA moZzda neée nikada

postati dostupna.

Opseg ovog istrazivanja je bez presedana u kontekstu nedavnoga klasifikacijskog konsenzusa
koji se bavi karakteristikama imunofluorescencije pri dijagnostici autoimunosnih bolesti.
Nova nomenklatura obrazaca IIF omogudila je egzaktnu izvedbu ovakve opsezne
populacijske studije te karakterizaciju velikog broja do sada slabo analiziranih i izvjeStavanih
obrazaca IIF. Budude laboratorijske, ali i klinicke studije u podru¢ju autoimunosnih
reumatskih bolesti mogle bi profitirati iz pristupa podacima i zaklju¢cima koji su proizasli iz

ovog istraZivanja.

Ovo bi istrazivanje takoder trebalo pridonijeti uévr$éivanju stava da je za adekvatno
izvjeStavanje o prisutnosti ANA potrebno provodenje i testiranja s pomocu IIF, ili

alternativno nekom buducom, jo§ uvijek nedostupnom metodom usporedivih svojstava.
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7. Zakljucci

1. Zbirno su rijetki obrasci IF prisutni u 42,44 % (1743) svih ANA-pozitivnih uzoraka. U
49,92 % (870) tih slucajeva jedini su prisutni obrazac, dok su u ostalim slu¢ajevima udruzeni

s nekim od udgestalih obrazaca IF.

2. Ukupno gledajuci, skupina ispitanika s prisutnim rijetkim obrascima IF ne razlikuje se od
kontrolne skupine s prisutnim ucestalim obrascima IF po pitanju spola, dobi, prisutnosti ili
broju specificnih protutijela. Nema razlike niti u prisutnosti pojedinih skupina klini¢kih

dijagnoza, s iznimkom jetrenih bolesti koje su u ispitanika s rijetkim obrascima IF uéestalije.
3. Postoje velike razlike u ucestalosti pojedinih rijetkih obrazaca IF.

4. U odnosu na kontrolnu skupinu, veé¢i udio muskaraca zabiljezen je za obrasce AC-9, AC-
15, AC-16, AC-19, AC-22, AC-24 te AC-25, s tim da je samo kod obrasca AC-24 rije¢ o

natpolovi¢nom broju muskih ispitanika.

5. Ispitanici s obrascima AC-2, AC-7, AC-10, AC-13 i AC-24 mladi su u odnosu na

kontrolnu skupinu.

6. Pretrazivana specificna protutijela su u odnosu na kontrolnu skupinu rjede prisutna u
obrazaca AC-2, AC-9, AC-10, AC-15, AC-22 i AC-25, a ucestalije u obrazaca AC-13, AC-
19i AC-29.

7. Protutijela anti-dsSDNA u odnosu na kontrolnu skupinu rjede se pojavljuju u uzorcima S
obrascem AC-10, a ¢eS¢e u uzorcima s obrascima AC-19 i AC-29.

Protutijela anti-TRIM21 pojavljuju se rjede kod ispitanika s obrascem AC-2, AC-11, AC-15,
AC-23 i AC-26, a ucestalije s obrascima AC-13 i AC-19.

Protutijela anti SS-A (60 kDa) rjeda su kod obrazaca AC-9 i AC-15, a ucestalija kod obrazaca
AC-13i AC-19.

Protutijela anti-SS-B ucestalija su s obrascima AC-13 i AC-18.

Protutijela anti-U1-RNP c¢esca su u obrazaca AC-7 i AC-18.

Protutijela anti-Scl70 ucestalija su s obrascem AC-29.

Protutijela anti-CENP-B rjeda su kod obrazaca AC-2, AC-9, AC-15, AC-19 i AC-29.
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Antiribosomska protutijela ucestalija su u kombinaciji s obrascem AC-19, kao i anti-
histonska protutijela.
Protutijela anti-PCNA rjeda su u kombinaciji s obrascem AC-2.

Ostala se analizirana protutijela javljaju sa slicnom ucestalos¢u kao i u kontrolnoj skupini.

8. Vise istodobno prisutnih specifi¢nih protutijela obiljeZje su obrazaca AC-13 i AC-19.

9. Dijagnoze sistemskih autoimunosnih bolesti rjede su u ispitanika s obrascima AC-22, AC-
231 AC-27, dok ta razlika kod obrasca AC-2 nije statisti¢ki vazna. Ove dijagnoze ucestalije
su kod ispitanika s obrascima AC-13 i AC-18.

10. Dijagnoze upalnih artropatija jednako su ¢este u ispitanika s bilo kojim rijetkim obrascem

IF u odnosu na kontrolnu skupinu.

11. Jetrene bolesti prisutne su ucestalije kod ispitanika s obrascima AC-6, AC-11, AC-12,
AC-15, AC-17 i AC-22.

12. Tumorske bolesti ¢esce su kod ispitanika s obrascima AC-12 i AC-16.

13. Ucestali obrasci IF prisutni su kod vecine uzoraka s rijetkim obrascima AC-6 i AC-7, a
iznimno rijetko u kombinaciji s obrascima AC-2 ili AC-29. U uzorcima s kombinacijama
Cestih i rijetkih obrazaca, obrazac AC-4 ucestalije od ocekivanog prisutan je kod velikog
broja rijetkih obrazaca IF, i to kod obrazaca AC-9, AC-15, AC-19, AC-22, AC-23 i AC-27.
Ucestali obrazac AC-21 ¢esto se pojavljuje zajedno s obrascima AC-6, AC-12 i AC-26. AC-1
obrazac ucestaliji je zajedno s obrascima AC-28 i AC-29, obrazac AC-3 s obrascem AC-11,
AC-5 s obrascem AC-18, a AC-8 s obrascem AC-25.

14. Pozeljna su daljnja istrazivanja rijetkih obrazaca IF kojima bi se dodatno razjasnili
najrjedi obrasci IF. Takva istrazivanja nuzno su dugotrajna i nisu primjenjiva za sve uvjete

dijagnostike ANA.

15. Dijagnostika ANA metodom indirektne imunofluorescencije omogucuje detekciju
prisutnosti mnogo viSe vrsta protutijela, poznatih i nepoznatih, nego $to ¢e u buducnosti biti
moguce bilo kojom metodom s predefiniranim skupom antigena. Stoga u svrhu daljnjeg
napretka znanosti o protutijelima usmjerenim na unutarstani¢ne antigene treba izbjegavati

ograni¢avanje dijagnostike na nekolicinu najcesS¢ih protutijela jer tako riskiramo stagnaciju
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spoznaja 0 ovim protutijelima, ukljucujuci i moguce koristi za dijagnosticki proces mnogih

bolesti, §to nije ograni¢eno samo na sistemske autoimunosne bolesti.
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8. Sazetak

U istrazivanju su analizirani serumi 10955 ispitanika na protutijela ANA tijekom rutinske
dijagnosticke obrade metodom imunofluorescencije (IF) na stanicama HEp-2 te su
klasificirani u 30 zasebnih obrazaca prema vaze¢im smjernicama. 22 obrasca klasificirana su
kao rijetki. Od ukupnog broja seruma, ANA su potvrdena u 4107 (37,5 %) ispitanika, od
kojih 2364 (57,6 %) uobicajenih i 1743 (42,4 %) rijetkih obrazaca IF. Najveci udio rijetkih
obrazaca IF u svim ispitivanim uzorcima ¢inili su obrasci AC-2, AC-15, AC19 i AC-29
(svaki > 1 %), a najmanji udio AC-17 i AC-24 s udjelom < 0,1 %. Specificna protutijela
odredena Theradiag FIDIS™ panelom nadena su kod 48,4 % uobicajenih obrazaca IF i
46,1 % rijetkih obrazaca IF. Opcenito, ispitanici s rijetkim obrascima IF nisu se znatno
razlikovali od kontrolne skupine s uobicajenim obrascima IF u odnosu na spol, dob,
prisutnost ili broj specificnih protutijela, kao ni prema skupinama klinickih dijagnoza;
iznimka su jetrene bolesti koje su bile ucestalije u ispitanika s rijetkim obrascima IF. Analiza
pojedinacnih rijetkih obrazaca IF u odnosu na kontrolnu skupinu pokazala je velike razlike u
njihovoj ucestalosti i klinicko-laboratorijskim karakteristikama. Ve¢i udio muskaraca naden
je medu obrascima AC-9, AC-15, AC-16, AC-19, AC-22, AC-24 i AC-25, dok su ispitanici s
AC-2, AC-7, AC-10, AC-13 i AC-24 bili znatno mladi. Specifi¢na protutijela bila su manje
ucestala u obrascima AC-2, AC-9, AC-10, AC-15, AC-22 i AC-25, a uCestalijau AC-13, AC-
19 i AC-29. Dijagnoze sistemskih autoimunosnih bolesti bile su rjede u ispitanika s
obrascima AC-22, AC-23 i AC-27, a ucestalije u AC-13 i AC-18. Dijagnoze jetrenih bolesti
bile su ces¢e u obrascima AC-6, AC-11, AC-12, AC-15, AC-17 i AC-22, a tumorske u
obrascima AC-12 i AC-16. Zaklju¢no, rijetki obrasci IF ne smiju se zanemariti kod
dijagnostike ANA jer mogu biti povezani s odredenom klinickom patologijom i usmjeriti

daljnji dijagnosticki postupak.
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9. Abstract

Frequency, properties, and clinical significance of uncommon indirect immunofluorescence

staining patterns of autoantibodies on HEp-2 cells

Nada Tomi¢ Sremec, 2022

Sera of 10955 patients were routinely analyzed for presence of ANA using
immunofluorescence on HEp-2 cells, and classified into 29 patterns as per international
guidelines. 22 patterns were deemed uncommon. In total, ANA were found in 4107 sera, of
which 2364 were common, 1743 uncommon. Specific autoantibodies determined using
Theradiag FIDIS™ panel were found in 48.4% common and 46.1% uncommon patterns.
Generally, common and uncommon patterns were similar regarding sex, age, presence and
number of antibodies, or clinical diagnoses. Male patients were more common in AC-9, AC-
15, AC-16, AC-19, AC-22, AC-24, AC-25, and AC-26 patterns, while patients with AC-2,
AC-7, AC-10, AC-13, and AC-24 were substantially younger. There were fewer specific
antibodies in AC-2, AC-9, AC-10, AC-15, AC-22, and AC-25 patterns, and more in AC-13,
AC-19 i AC-29. Diagnoses of systemic autoimmune rheumatic diseases were less common in
patients with AC-22, AC-23, and AC-27 patterns, and more common in case of AC-13 and
AC-18 patterns. Liver diseases were more common in AC-6, AC-11, AC-12, AC-15, AC-17,
and AC-22 patterns. Tumors were associated with AC-12 and AC-16 patterns. Uncommon
ANA patterns mustn't be overlooked in ANA analysis, as they can be associated with certain

pathology and influence the diagnostic procedure.
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