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Diagnostische en pathofysiologische betekenis van autoantistoffen tegen
cytoplasmatische bestanddelen van myeloide cellen (ANCA)

C.G.M. KALLENBERG

In 1985 beschreven Van der Woude e.a. (1) het voor-
komen van autoantistoffen gericht tegen cytoplasma-
tische bestanddelen van granulocyten en monocyten
bij patiénten met de ziekte van Wegener. Deze anti-
stoffen, gedetecteerd m.b.v. indirecte immuunfluores-
centie (IIF) op cytospins van met ethanol gefixeerde,
geisoleerde granulocyten of "buffy coats" als sub-
straat, bleken in hoge mate gevoelig en specifiek voor
de diagnose "ziekte van Wegener". Deze ziekte wordt
gekenmerkt door necrotiserende granulomateuze
ontsteking in de luchtwegen, systemische vasculitis,
en necrotiserende glomerulonefritis met zgn. halve
maanvorming ('crescents"; derhalve ook genoemd:
necrotizing crescentic glomerulonephritis (NCGN)).
Later bleek dat, naast deze antistoffen die een cyto-
plasmatische aankleuring van met ethanol gefixeerde
granulocyten geven (c-ANCA: cytoplasmatische anti-
neutrofiele cytoplasmatische antistoffen), sommige
sera een perinucleaire aankleuring laten zien op dit
substraat. De in deze sera aanwezige antistoffen wer-
den p-ANCA (perinucleaire ANCA) genoemd. Ver-
der onderzoek liet zien dat het antigeen herkend door
c-ANCA in vrijwel alle gevallen proteinase 3 was, een
derde serine protease uit de azurofiele korrels naast
elastase en cathepsine G. Het antigeen herkend door
p-ANCA bleek in een aantal gevallen myeloperoxi-
dase te zijn. Daarnaast bleken echter ook p-ANCA
positieve sera voor te komen die gericht zijn tegen
elastase, lactoferrine, cathepsine G en andere, veelal
nog niet gekarakteriseerde antigenen uit de neutro-
fiel. Deze laatste antistoffen blijken nu bij verschil-
lende ontstekingsziekten voor te komen. Naar analo-
gie van de antinucleaire antistoffen (ANA) kunnen
ANCA dus opgevat worden als een klasse van auto-
antistoffen welke, afthankelijk van hun antigene spe-
cificiteit, geassocieerd zijn met omschreven klinische
ziektebeelden.

Detectie

ANCA worden gedetecteerd m.b.v. IIF op een sub-
straat van met ethanol gefixeerde granulocyten. Via
dichtheidscentrifugatie geisoleerde granulocyten wor-
den m.b.v. cytospinning op objectglaasjes gebracht en
vervolgens gefixeerd met ethanol. Hetzelfde kan ook
met de "buffy coat" gebeuren, wat het voordeel heeft
dat in het preparaat ook lymfocyten aanwezig zijn.
Dit maakt onderscheid tussen ANCA en ANA moge-
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lijk: ANCA kleuren lymfocyten niet aan, in tegenstel-
ling tot ANA. Bij IIF kunnen 3 patronen onder-
scheiden worden: een karakteristiek cytoplasmatisch
patroon met de hoogste fluorescentie intensiteit in het
gebied tussen de kernlobben (c-ANCA), een perinu-
cleair patroon (p-ANCA) en een atypisch cytoplas-
matisch patroon. Het p-ANCA is een artefact van de
fixatie met ethanol: tijdens deze fixatie bewegen
kationische eiwitten zoals myeloperoxidase (MPO)
naar de anionische kernmembraan. Wanneer de cellen
gefixeerd worden met formaline laten sera met anti-
stoffen tegen MPO een cytoplasmatisch fluorescen-
tiepatroon zien. Bij de IIF-test wordt tevens de titer
bepaald.

Een positieve test dient gevolgd te worden door an-
tigeen-specifieke assays, m.n. voor antistoffen tegen
proteinase 3 (Pr3) en MPO (zie verder). Veelal wordt
hierbij gebruik gemaakt van ELISA. Daarbij wordt
ofwel het gezuiverde antigeen direkt op de plaat ge-
coat ofwel gebruik gemaakt van een zgn. sandwich
ELISA. De eerste methode wordt meestal toegepast
voor MPO dat commercieel verkrijgbaar is. Voor de-
tectie van antistoffen tegen Pr3 maken wij gebruik
van een sandwich ELISA waarbij een monoclonale
antistof tegen Pr3 via een polyclonale geit anti-muis
antistof op de plaat gebracht wordt. Hierna wordt een
ongezuiverd extract van azurofiele korrels toege-
voegd waaruit de monoclonale antistof het Pr3 speci-
fiek bindt. Vervolgens wordt de ELISA op de gebrui-
kelijke wijze verder ontwikkeld.

Op grond van ervaringen van vele laboratoria blijkt
een positieve c-ANCA test in vrijwel alle gevallen
overeen te komen met antistoffen tegen Pr3. Een po-
sitieve p-ANCA berust echter slechts in een beperkt
aantal gevallen op antistoffen tegen MPO. Aangezien
de klinische betekenis van andere ANCA-specificitei-
ten nog niet is uitgekristalliseerd, is routinematige be-
paling hiervan vooralsnog niet aangewezen.

Diagnostische betekenis

Tabel 1 geeft de diagnostische betekenis weer van
anti-Pr3 en anti-MPO antistoffen. Anti-Pr3 zijn met
name geassocieerd met de ziekte van Wegener, anti-
MPO meer met idiopathische NCGN (nierafwijkin-
gen zonder systemische verschijnselen) en met de
ziekte van Churg en Strauss (granulomateuze vasculi-
tis in combinatie met eosinofilie en (een anamnese
van) asthma). Bij de zgn. microscopische poly-
angiitis, een vorm van vasculitis die de nieren en de
longen betreft doch waarbij granulomateuze ontste-
king ontbreekt, komen ofwel anti-Pr3 of anti-MPO
voor. De aanwezigheid van één van beide autoanti-
stoffen is betrekkelijk specifiek voor één van de in de
tabel genoemde ziektebeelden.
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Tabel 1. Het voorkomen van autoantistoffen tegen proteinase
3 en myeloperoxidase in relatie tot ziekten

prevalentie van

Ziekte anti-proteinase anti-myeloper-
3 (%) oxidase (%)

Ziekte van Wegener 85 10
Microscopische polyangiitis 45 45
Idiopathische crescentische

glomerulonefritis 25 65
Ziekte van Churg en Strauss 10 60
Polyarteriitis nodosa 5 15

De eerder genoemde vasculitiden, m.n. de ziekte van
Wegener, wordt gekenmerkt door remissies en exa-
cerbaties. Bij de ziekte van Wegener is gebleken dat
exacerbaties in vele gevallen voorafgegaan worden
door een stijging van het gehalte aan ANCA in het
bloed. Gemiddeld bedroeg de tijdsperiode tussen het
moment van stijging van ANCA en het tijdstip van de
exacerbatie 49 dagen. Bepaling van de c-ANCA titer
kan derhalve een bijdrage leveren bij de follow-up
van patiénten met de ziekte van Wegener. Een stij-
gende titer kan de klinicus wijzen op een naderende
exacerbatie. Recent is ons gebleken dat in die geval-
len waarin een ANCA-stijging niet gevolgd werd
door een exacerbatie er geen stijging optrad van de
IgG3-subklasse van ANCA, terwijl een ANCA-stij-
ging die wel gevolgd werd door een exacerbatie
steeds gepaard ging met een stijging van het gehalte
aan specifieke IgG3-subklasse antistoffen. De moge-
lijke pathofysiologische betekenis hiervan komt later
ter sprake.

Zoals eerder vermeld komen p-ANCA en atypische
ANCA ook voor bij patiénten met idiopathische ont-
stekingsziekten en bij (sommige) infectieziekten. De
meeste aandacht is hierbij de laatste jaren uitgegaan
naar de inflammatoire darmziekten, nl. de ziekte van
Crohn en colitis ulcerosa. P~ ANCA blijken met name
voor te komen bij colitis ulcerosa (£ 75%) en in veel
mindere mate bij de ziekte van Crohn (x 20%). Ze
kunnen mogelijk een rol spelen bij de differenti€le
diagnostiek.

P-ANCA komen daarnaast voor bij chronische lever-
aandoeningen. Bij primaire scleroserende cholangitis,
wat vaak geassocieerd is met colitis ulcerosa, komen
p-ANCA bij £ 75% van de patiénten voor. Hetzelfde
geldt voor chronische actieve hepatitis (£ 75%) en in
mindere mate bij primair biliaire cirrhose (£ 30%).
Ook bij reumatoide arthritis komen p-ANCA voor in
+ 60% van de patiénten. Al deze aandoeningen wor-
den gekenmerkt door chronische ontsteking. Voorlo-
pige gegevens wijzen erop dat de prevalentie van
ANCA bij deze ziekten toeneemt met de ziekteduur.
Dit doet vermoeden dat deze autoantistoffen eerder
een gevolg dan een oorzaak van de ziekte zijn. Hun
eventuele bijdrage aan het onderhouden van het
ziekteproces komt later ter sprake. ANCA bij deze
chronische ontstekingsziekten zijn gericht tegen di-
verse antigenen waaronder lactoferrine. In veel geval-
len is de antigene structuur echter nog niet opgehel-
derd. De associatie tussen anti-lactoferrine antistoffen
en vasculitis bij patiénten met reumatoide arthritis
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welke in één studie werd gevonden, kon in andere
studies niet bevestigd worden.

Pathofysiologische betekenis

De hechte relatie tussen anti-Pr3 antistoffen en de
ziekte van Wegener, m.n. ook de relatie tussen stij-
ging in antistofgehalte en het vervolgens optreden
van ziekte-activiteit, doet vermoeden dat de antistof-
fen betrokken zijn bij de pathofysiologie van de aan-
doening. Een aantal bevindingen ondersteunen deze
hypothese.

De eerste bevinding betreft de waarneming dat
ANCA in vitro in staat zijn granulocyten te activeren.
Hiertoe dienen deze granulocyten eerst "geprimed" te
zijn, d.w.z. een zeer geringe mate van activatie te ver-
tonen. Dit kan tot stand komen door contact met zeer
geringe hoeveelheden endotoxine, tumor necrosis
factor (TNF), of andere cytokines. Bij "priming" ver-
schijnen de doelwitantigenen, zoals Pr3, MPO en lac-
toferrine, op de celmembraan van de granulocyt, mo-
gelijk als gevolg van een zeer geringe degranulatie.
Binding van ANCA aan de zo tot expressie gekomen
antigenen leidt tot verdere activatie van de granulocyt
waarbij toxische zuurstofradicalen en lysosomale
enzymen vrijkomen. Bij deze activatie zijn ook Fc-
receptoren op de granulocyt betrokken welke een bin-
ding aangaan met de Fc-fragmenten van genoemde
ANCA. Met name de tweede Fc-receptor (FcyRIla) is
hierbij betrokken. Deze receptor heeft affiniteit voor
de IgG2- en, in iets hogere mate, voor de IgG3-sub-
klasse van IgG moleculen. De bevinding dat de rela-
tieve toename van het granulocyt activerend vermo-
gen in sera van patiénten met de ziekte van Wegener
gepaard gaat met de relatieve toename van het gehal-
te aan IgG3-subklasse ANCA, is in overeenstemming
met een belangrijke rol voor IgG3-subklasse ANCA
bij het ontstaan van ziekte-activiteit. Dit zou te ver-
klaren zijn door de interactie van deze subklasse met
de tweede Fc-receptor op de granulocyt die betrokken
is bij de door ANCA geinduceerde activatie van deze
cel. Op deze wijze zouden ANCA een ontstekings-
reactie kunnen versterken en onderhouden.

De tweede bevinding die wijst op een pathofysiologi-
sche rol van ANCA betreft m.n. antistoffen tegen Pr3.
Deze antistoffen kunnen de inactivatie van Pr3 door
antiproteases zoals o1-antitrypsine inhiberen. De mate
van inhibitie blijkt parallel te lopen met de ziekte-
activiteit bij patiénten met de ziekte van Wegener.
Mogelijk kunnen anti-Pr3 door remming van de irre-
versibele binding van Pr3 en ol-antitrypsine er toe
bijdragen dat het enzym zijn krachtige proteolytische
werking uitoefent op plaatsen waar het anders onmid-
dellijk geinactiveerd zou worden.

Recente onderzoekingen hebben laten zien dat endo-
theelcellen, vooral wanneer deze door cytokines ge-
activeerd worden, Pr3 op hun oppervlak tot expressie
kunnen brengen. Dit maakt deze cellen toegankelijk
als doelwit voor ANCA met specificiteit voor Pr3.
Tenslotte bestaan er dierexperimentele gegevens die
een rol toeschrijven aan anti-MPO antistoffen bij het
ontstaan van de typische nierafwijkingen zoals deze
in associatie met deze antistoffen voorkomen
(NCGN, zie eerder). Wanneer in ratten een immuun-
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respons wordt opgewekt tegen humaan MPO d.m.v.
immunisatie en één nier van deze ratten vervolgens
geperfundeerd wordt met de produkten van geacti-
veerde granulocyten, nl. lytische enzymen, MPO en
H,0,, ontstaan in de geperfundeerde nier van deze
ratten histologische afwijkingen die identiek zijn aan
de afwijkingen die bij pati€nten met anti-MPO anti-
stoffen in de nieren worden gezien. Deze experimen-
ten hebben het inzicht in de ontstaanswijze van de
ziekteverschijnselen bij patiénten met vasculitis in as-
sociatic met ANCA vergroot. Het lijkt dat er een
tweetal factoren nodig zijn: enerzijds de autoim-
muunrespons, anderzijds een externe prikkel, bv. een
infectie, die tot "priming" van granulocyten aanlei-
ding geeft. Wat dit laatste betreft, is het opvallend dat
die patiénten met de ziekte van Wegener die in de
loop van de tijd exacerbaties van hun ziekte ontwik-
kelden, vrijwel steeds drager van Staphylococcus au-
reus bleken te zijn.

Conclusie

ANCA gericht tegen proteinase 3 en myeloperoxidase
zijn waardevolle hulpmiddelen bij de diagnostiek en
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follow-up van vasculitiden. In vitro en in vivo gege-
vens doen vermoeden dat de antistoffen een rol spe-
len bij het ontstaan van de ziekteverschijnselen (voor
andere overzichtsartikelen zie ref. 2-4).
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De toepassing van hematopoietische groeifactoren bij de neutropenische patiént

E. VELLENGA

In de afgelopen jaren is veel informatie verkregen
over de werking van de verschillende hematopoieti-
sche hormonen die betrokken zijn bij de proliferatie
en differentiatie van hematopoietische cellen in been-
merg en perifeer bloed. Onder de hematopoietische
hormonen worden zowel cytokines, lymfokines als
koloniestimulerende factoren verstaan die op een
subtiele manier zorgdragen voor de stimulatie alswel
remming van verschillende hematopoietische cellen.
De belangrijkste die momenteel in de kliniek worden
toegepast zijn: granulocyte colony stimulating factor
(G-CSF) en granulocyte-macrophage colony stimula-
ting factor (GM-CSF). Hoewel G-CSF en GM-CSF in
de Kkliniek uitwisselbaar zijn omtrent hun toepasbaar-
heid zijn er fysiologisch gezien grote verschillen in
aanmaak en werking.

G-CSF

G-CSF wordt door verschillende hematopoietische
cellen gemaakt zoals monocyten, endotheelcellen en
fibroblasten (1-4). Deze celtypen maken G-CSF; niet
spontaan maar uitsluitend na blootstelling aan een
activatiesignaal waaronder endotoxine en IL-1. Na
stimulatie komt de eiwitproduktie binnen 12 tot 24
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uur op gang. De werking van G-CSF is beperkt tot de
granulocytaire reeks en stimuleert zowel de prolifera-
tie van de granulocytaire voorlopercel als de functio-
nele activiteit van de uitgerijpte granulocyt. Dit komt
o.a. tot uiting in de toegenomen zuurstof radicaal vor-
ming en in de verandering van adhesie moleculen.

GM-CSF

GM-CSF wordt evenals G-CSF door meerdere hema-
topoietische cellen gemaakt (1-4). Endotheelcellen,
fibroblasten, T-cellen en monocyten kunnen onder
verschillende condities deze groeifactor tot expressie
brengen. Endotoxine en IL-1 stimuleren endotheel-
cellen en fibroblasten tot de produktie van GM-CSF
terwijl activatie van het T-cel receptor complex even-
eens leidt tot GM-CSF produktie. De werking van
GM-CSF is breder als die van G-CSF en omvat zo-
wel de granulocytaire, de monocytaire als de eosino-
fiele reeks. De werking van de groeifactor strekt zich
uit van de vroege hematopoietische stamcel tot de
uitgerijpte cel. De werking op uitgerijpte hematopoie-
tische cellen omvat met name activatie van een aantal
cellulaire processen, zoals superoxide produktie, ex-
pressie van de adhesieve antigenen en produktie van
verschillende cytokines.

Beide factoren zijn in de afgelopen periode uitvoerig
gebruikt als ondersteunende behandeling bij patienten
met een hemato-oncologische maligniteit. De toedie-
ning van deze factoren heeft tot doel de periode van
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