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ABSTRACT

SEROLOGICAL MARKERS IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES

Background — Correct diagnosis of inflammatory bowel disease (IBD), especially the
differentiation between Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC), is highly important
toward treatment and prognosis. Serological markers are noninvasive diagnostic tools that
could be of value in differentiating CD from UC, and in the identification of IBD cases.
Perinuclear antineutrophil cytoplasmic autoantibodies (pANCA) have been suggested as a
serological marker for UC, and anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies (ASCA) have been
suggested as a serological marker for CD. Variable prevalences have been reported from
different countries. The prevalence of these markers has not yet been studied in a Norwegian
cohort of patiens with established IBD.

Aims — To examine the prevalence and diagnostic value of serologic markers in a Norwegian
cohort of patients with established IBD, using a group of patients with non-IBD illnesses as
controls. In addition, we wanted to examine whether these antibodies could be related to a
specific clinical phenotype or course of disease in IBD.

Methods — Sera from 173 patients with established IBD and 170 patients with non-IBD
illnesses were evaluated for the presence of ASCA and pANCA. Immune marker status was
determined by investigators blinded to clinical characteristics, and all clinical variables were
extracted retrospectively from hospital records by one investigator.

Results — ASCA was positive in 48% of CD vs. 17% in UC, p<0.001. On the other hand
pANCA was positive in 43% of UC as compared to 16% of CD, p<0.001. These figures are
lower compared to most previous studies. The highest specificity for differentiating CD from
UC was achieved using the combination of both markers. The combination of
ASCA+/pANCA-, had a specificity for CD of 89%, whereas pANCA+/ASCA- had a
specificity for UC of 88%. Using multiple regression analyses, ASCA in CD patients were
shown to be independently associated with early age of disease onset and small bowel disease
as well as fibrostenosing and penetrating disease behaviours.

Conclusions — pANCA and ASCA testing are spesific but not sensitive for UC and CD. We
found prevalences of the serological markers that were lower than in most studies from other
countries. ASCA seems to be a prognostic risk factor for complications in CD. Thus ASCA
may prove useful in determining subgroups that would benefit from a more aggressive
medical treatment early in the course of CD.



Introduksjon

Inflammatorisk tarmsykdom, dvs. ulceras colitt (UC) og Crohns sykdom (CD), er beslektede
kroniske betennelsestilstander 1 gastrointestinaltractus av ukjent arsak. Sykdommene rammer
unge voksne, og er preget av betydelig variasjon nar det gjelder initialt sykdomsbilde og
forlep. Det kliniske forlapet har vert vanskelig & forutsi ut fra symptomer ved
diagnosetidspunktet, og det har vert vanskelig & finne sikre prognostiske faktorer. Selv om
UC og CD har kliniske likhetstrekk, kan de ha svart ulik prognose, noe som kan ha stor
betydning for behandlingen, spesielt i forbindelse med kirurgi. Det er derfor viktig & skille
mellom tilstandene, helst pd et tidlig tidspunkt i forlepet.

Tradisjonelt er UC og CD blitt diagnostisert etter klinisk sykdomsbilde, endoskopiske og/eller
radiologiske funn samt histologi fra tarmslimhinnen.' I enkelte tilfeller kan det vaere
problematisk a differensiere mellom UC og CD. Spesielt er dette vanskelig der betennelsen
kun affiserer tykktarmen (colitt). Hos ca 10 % klarer man ikke & skille mellom UC og Crohns
colitt med de overfor nevnte undersekelsene, og disse pasientene fir diagnosen uklassifiserbar
colitt (indeterminate colitis, IC).” Ytterligere 8-10 % av pasientene med inflammatorisk
tarmsykdom (inflammatory bowel disease, IBD) feildiagnostiseres, og far endret diagnose 1
lopet av sykdomsperioden. * Det har derfor lenge vaert enskelig & finne supplerende metoder
for 4 fastsla en sikrere diagnose tidlig i sykdomsforlepet.

Det er pavist flere sirkulerende antistoffer hos pasienter med IBD. De mest kjente er
perinukleaere antingytrofile cytoplasma-antistoffer () ANCA) og anti-Saccharomyces
cerevisiae antibodies (ASCA). ASCA og pANCA har i tidligere studier vert foreslatt som
serologiske markerer for hhv. CD og UC.* ASCA ble for ferste gang beskrevet ved CD av
Main et al. pa slutten av 1980-tallet.” Dette er en gruppe antistoffer mot mannosekomponenter
i celleveggen til gjeercellen Saccharomyces cerevisiae.® Prevalensen av ASCA har vart
rapportert fra 48 til 69% ved CD, og fra 5 til 15% ved UC.” Studier har vist en sammenheng
mellom positiv ASCA ved CD og sykdom i tynntarm, ung alder ved sykdomsdebut, og
komplikasjoner som stenoserende og penetrerende sykdom.*® ASCA-titre har dessuten vist
seg relativt stabile over tid, og endres trolig ikke med sykdomsaktivitet.'’

ANCA er en gruppe antistoffer mot cytoplasmatiske proteiner i ngytrofile granulocytter. Etter
fargingsmensteret 1 indirekte immunfluorescensteknikk deles ANCA inn 1 pANCA, som
farger granulocyttcytoplasma perinuklezrt, og cANCA, som farger hele cytoplasmaet.
Hovedantigenet for pANCA er myeloperoxidase (MPO), men en rekke andre
cytoplasmaproteiner er ogsé beskrevet som antigene mal for pANCA, f.eks. elastase, katepsin
G og laktoferrin. pANCA er assosiert med organbegrensede vaskulitter, spesielt raskt
progredierende glomerulonefritt.'' pANCA, hovedsakelig med en annen spesifisitet enn anti-
MPO, er beskrevet 1 serum hos 45 til 82% av pasientene med UC, men bare hos 2 til 28% av
pasien}gne med CD.” pANCA-produksjon ved UC er i en studie vist 4 finne sted i mucosa i
colon.

Studier fra flere land har vist noksa stor variasjon i prevalens av ASCA og pANCA 1 de ulike
IBD-populasjonene.'*"”

Det er ikke tidligere publisert studier som beskriver forekomst og betydning av serologiske
markerer ved IBD 1 Norge. Hovedformalet med denne studien er derfor & undersegke
prevalensen av pANCA og ASCA 1 en norsk sykehusbasert kohorte. Studien er gjort som en
kvalitetssikringsstudie, for & se pa nytteverdien av disse serologiske testene for a skille



mellom UC og CD i en pasientkohorte med kjent IBD, samt for & skille mellom
inflammatorisk tarmsykdom og ikke-IBD. I tillegg ville vi underseke om pANCA og ASCA
er assosiert med spesiell klinisk presentasjon og - forlep av IBD.

Materiale og metode

Pasientpopulasjon

Alle pasienter som tok blodprever for serologisk testing av ANCA og ASCA ved
gastromedisinsk poliklinikk ved Ulleval universitetssykehus i perioden 01.01.2003 til
31.12.2005 utgjoer studiepopulasjonen. Dette inkluderer pasienter med kjent IBD-diagnose
(UC, n=64, CD, n=93, IC, n=16) som tok prever i forbindelse med rutinekontroller. I tillegg
inkluderer det 170 pasienter som viste seg a ikke ha IBD. Disse fungerte som en
kontrollgruppe. Indikasjon for henvisning av ikke-IBD-pasienter er gitt i tabell 1.

Hos ni pasienter ble det tatt flere sett med prover, hvor verdiene var ulike. Hos disse valgte vi
konsekvent & bruke den proven som var tatt naermest opptil median sykdomsvarighet ved
provetakning.

En undersgker (B.B.) har gatt gjennom pasientenes journaler retrospektivt, for a registrere
demografiske og kliniske data. Dette inkluderte diagnose, alder ved diagnose, kjonn,
sykdomsvarighet for serologiske prover, dato for siste konsultasjon ved poliklinikken,
ekstraintestinale manifestasjoner og komplikasjoner som perianale og intestinale abscesser og
fistler. Anatomisk lokalisasjon av sykdommene ble registrert, slik den var beskrevet 1
journalen ut fra endoskopiske og/eller radiologiske underseokelser.

Lokalisasjon av sykdommen ble gruppert etter internasjonalt aksepterte kriterier. CD ble
klassifisert 1 hht. Wienerklassifikasjon (tabell 2), og den mest alvorlige utbredelsen og
sykdomstypen i observasjonsperioden ble brukt.'"® UC ble klassifisert til proctitt, venstresidig
colitt eller totalcolitt. Proctitt ble definert som sammenhengende betennelsesforandringer 1
mucosa opptil 15 cm fra anus, venstresidig colitt som betennelsesforandringer opp til venstre
fleksur, og totalcolitt ble definert som forandringer over venstre fleksur.' For IC er det
benyttet samme klassifikasjon som ved UC.

Antall, tidspunkt og type kirurgisk inngrep forbundet med IBD ble ogsa registrert. Det samme
ble intervensjon med immunmodulerende behandling (azatioprin, methotrexat, cyclosporin og
anti-Tumor Nekrose Faktor-a).

Klinisk og serologisk vurdering ble gjort uavhengig av hverandre og for analyse av data.
Resultatet av demografisk og klinisk vurdering er gjengitt 1 tabell 3. Serologiske prever ble
bestilt av leger ved gastromedisinsk avdeling i forbindelse med rutinekontrollene. De som
analyserte provene var blindet for diagnose ved tidspunkt for vurdering. Analysene ble utfort
ved immunologisk institutt ved Ulleval universitetssykehus.

Serologiske analyser
Bestemmelse av pANCA i serum
ANCA ble bestemt med indirekte immunfluorescensteknikk pd humane granulocytter (NOVA

Lite™ ANCA, Inova Diagnostics Inc., San Diego, California, USA). 20-25 ul av serumprave
fortynnet 1:20 1 PBS (fosfatbufret saltvann, pH 7.4) tilsettes et avgrenset omrade (“brenn”)



med granulocytter pa objektglass. I to av brennene tilsettes 20-25 ul av hhv. positivt og
negativt kontrollserum. Objektglasset inkuberes 1 30 minutter i et fuktig kammer. S& vaskes
serum av, og en drape fluoresceinmerket kaninantistoff mot humant immunglobulin G (IgG)
tilsettes 1 hver brenn for det hele settes tilbake 1 fuktkammeret i 30 minutter. Objektglasset
vaskes igjen, dekkglass legges pa, og sé kan brennene betraktes i fluorescensmikroskop. Her
belyses preparatet med blétt lys. Bundet fluoresceinmerket kaninantistoff, som indikerer
bundet pasient-IgG, vil ses som grenn fluorescens. Ved pANCA vil fluorescensen ses
perinukleart, ved cANCA 1 hele cytoplasma. Pravene som er positive for pANCA testes for
ANA (antinuklezre antistoffer), siden disse antistoffene ogsa kan reagere med etanolfikserte
humane noytrofile granulocytter, og det kan vere umulig & se sikker forskjell pd kjernefarging
og perinuklear farging. Dersom preven inneholder ANA, kan man ikke si med sikkerhet om
pANCA ogsi er til stede, og man far derfor ikke et konklusivt svar.

Anti-MPO (MPO-ANCA) og anti-PR3 (PR3-ANCA) ble bestemt kvantitativt med ELISA-
kits (Wieslab™ MPO-ANCA semi quantitative kit/ Wieslab™ PR3-ANCA semi quantitative
kit, Euro-Diagnostica, Lund, Sverige) med prosedyre som angitt av fabrikanten. I testen
brukes mikrotitrerplater hvor veggen i brennene er dekket med hhv. renset MPO og renset
PR3. Brennene inkuberes forst i 30 minutter med 100 pl serumprove fortynnet 1:80 1 kitets
fortynningsbuffer. Eventuelle anti-MPO- eller anti-PR3-antistoffer vil da binde seg spesifikt
til vedkommende antigen i brennen. I noen brenner pd hver plate tilsettes i stedet losning med
kjent mengde antistoffer for 4 kunne lage en standardkurve. Deretter vaskes brennene for a
fjerne alt ubundet immunglobulin. S4 tilsettes 100 pl av et enzymmerket kaninantistoff mot
humant IgG, og platen inkuberes igjen i 30 minutter. Etter en ny vask av brennene, né for a
fjerne alt ubundet kaninantistoff, inkuberes brennene med substrat-losning som inneholder
pNPP (p-nitrophenol phosphatase) i 60 minutter. Enzymet kaninantistoffet er merket med er
alkalisk fosfatase, som spalter pNPP til en farget forbindelse. Mengden bundet pasient-1gG
korrelerer med fargeintensiteten og males i1 absorbans (OD, optical density). Absorbansen
leses av ved 405 nm, regnes ut mot en standardkurve, og resultatene gis i enheter pr ml (U/ml).
For anti-MPO ble verdier >25 U/ml regnet som positive, 20-25 U/ml som grenseverdi og <20
U/ml som negative. For anti-MPO var grensene hhv. >20 U/ml, 10-20 U/ml og <10 U/ml.

Bestemmelse av IgA- og 1IgG-ASCA i serum

IgA- og IgG-ASCA ble bestemt kvantitativt med ELISA-kits (Wieslab™ ASCA IgA/IgG
semi quantitative kit, Euro-Diagnostica, Lund, Sverige), med prosedyre som angitt av
fabrikanten. I testen brukes mikrotitrerplater hvor veggen 1 brennene er dekket med renset
mannan fra Saccharomyces cerevisiae. Testingen foregéar som for anti-MPO og -PR3, bortsett
fra at konjugatet bestér av alkalisk fosfatase-merkede antistoffer mot hhv. humant IgA og
humant IgG. IgA-ASCA ble regnet som positiv ved verdi >10 U/ml, grenseverdi ved 8-10
U/ml og som negativ ved verdi <8 U/ml. For [gG-ASCA var grensene >25 U/ml, 20-25 U/ml
og <20 U/ml.

Statistisk analyse

Statistisk analyse ble utfert ved hjelp av SPSS (Statistical software package, Chicago, Illinois),
versjon 14.0. Sammenlikning mellom frekvenser av kategoriske variabler ble analysert ved
hjelp av Pearson's chi square test (%), eller Fisher's exact test der antallet i en av gruppene

var under fem. Kontinuerlige variabler ble sammenliknet ved hjelp av non-parametrisk Mann-
Whitney Wilcoxons test.



Sensitivitet ble regnet som sannsynligheten for at en som var syk testet positivt pa proven.
Spesifisitet ble regnet som sannsynligheten for at en som var frisk testet negativt. Positiv
prediktiv verdi (PPV) ble definert som sannsynligheten av & vere affisert av sykdommen hos
en pasient med positivt proveresultat. (PPV = sant positive/(sant positive + falskt positive) X
100.) Negativ prediktiv verdi (NPV) ble definert som sannsynligheten for & ikke vere affisert
av sykdommen hos en pasient med negativ prove. (NPV = sant negative/(sant negative +
falskt negative) X 100.) Dette avhenger av prevalensen i populasjonen som testes, og kan
bestemmes ved hjelp av Bayes teorem om avhengige sannsynligheter.

Multippel logistisk regresjonsanalyse ble utfoert for & underseke hvilke kategoriske variabler
som var uavhengig assosiert med forekomst av ASCA ved CD. Resultatene er oppgitt som
korrigerte odds ratio (OR) med 95 % konfidensintervall (KI). P-verdier <0.05 ble regnet som
statistisk signifikante.

Resultater

343 pasienter ble inkludert 1 studien. pANCA ble testet hos alle pasientene, men ikke alle
prover var konklusive (se tabell 4). Arsaken til dette er sannsynligvis at prevene inneholdt
ANA. Andelen med konklusive pANCA-prover var 73 % 1 UC-, 82 % 1 CD-, 94 % 1 IC- og
94 % 1 ikke-IBD-gruppen. Pasientene med konklusive prover danner grunnlaget for analysene
av prevalenstallene, mens ikke-konklusive prover er medregnet ved utregning av sensitivitet,
spesifisitet, PPV og NPV.

ASCA var tatt hos 94 % av UC-, 100 % av CD-, 94 % av IC- og 60 % av ikke-IBD-
pasientene (se tabell 4). Nar det gjelder kliniske opplysninger (tabell 3), manglet det
informasjon angaende alder ved diagnose for tre pasienter med UC, én med CD, én med IC og
tre pasienter med ikke-IBD. Videre manglet det informasjon om sykdomslokalisasjon for fire
pasienter med UC og tre pasienter med IC. En av pasientene med CD manglet dessuten
informasjon om sykdomstype.

Prevalens av ASCA og pANCA

Figur 1 viser prevalens av total-ASCA (IgA, IgG eller begge) i pasientkohorten. Det var
signifikant flere ASCA-positive pasienter med CD enn med UC (48 % vs. 17 %, p<0.001) og
ved CD sammenliknet med ikke-IBD (48 % vs. 14 %, p<0.001). Det var ogséa flere ASCA-
positive blant CD- enn blant IC-pasientene (48 % vs. 20 %, p =0.051), men antallet pasienter i
IC-gruppen var lavt (n=15).

Figur 2a og 2b viser kvantitative verdier av IgA- og IgG-ASCA 1 pasientkohorten. Det var
signifikant heyere medianverdi av IgA-ASCA ved CD i forhold til UC (p=0.001) og i forhold
til ikke-IBD (p<0.001). For IgG-ASCA var det signifikant hayere medianverdi ved CD 1
forhold til UC (p<0.001) og ikke-IBD (p<0.001). Nar det gjelder medianverdi av IgA-/I1gG-
ASCA ved CD 1 forhold til IC, fant vi ingen statistisk forskjell mellom gruppene, (p=0.100 for

begge).

Figur 3 viser prevalens av pANCA i pasientkohorten. Det var signifikant flere pANCA-
positive ved UC enn ved CD (43% vs. 16%, p=0.001). Det var ogsa signifikant flere pANCA-
positive ved UC enn ved IC (43% vs. 7%, p=0.001) og ikke-IBD (43% vs. 4%, p<0.001).



ASCA og pANCA som diagnostiske markarer

Tabell 5 viser den prediktive verdien til ASCA og pANCA, bade enkeltvis og i kombinasjon,
for 4 skille pasienter med IBD fra ikke-IBD. Spesifisiteten var minst 86 % for alle provene,
men sensitiviteten var gjennomgéende lav (31 % -53 %). Den hayeste positive prediktive
verdien (PPV) for a skille UC fra ikke-IBD ble funnet ved kombinasjonen pANCA+/ASCA-
(89 %), mens for CD var det hoyest PPV (76 %) for ASCA alene.

Tabell 6 viser den prediktive verdien til hver av testene nar det gjelder & skille mellom UC og
CD. pANCA hadde en sensitivitet pa 31 % og en spesifisitet pd 87 % for a skille UC fra CD,
mens ASCA hadde sensitivitet pa 53 % og spesifisitet pd 82 % for a skille CD fra UC. Hoyest
spesifisitet (89 %) og PPV (88 %) for & skille CD fra UC ble oppnéadd ved a bruke
kombinasjonene av ASCA og pANCA.

ASCA og pANCA i forhold til klinisk presentasjon av CD

Tabell 7 viser en oversikt over kliniske karakteristika ved CD 1 forhold til ASCA-positivitet.
Det var ingen signifikant forskjell mellom menn og kvinner nar det gjaldt forekomsten av
ASCA, 54% vs. 45%. Av dem som fikk diagnosen innen fylte 40 ar var det flere ASCA-
positive enn blant dem med diagnose etter 40 ar, (54 % vs. 27 %, p= 0.027).

Videre var ASCA positiv hos 58 % av pasienter med ren tynntarmssykdom, 21 % av dem med
ren tykktarmssykdom (colitt) og 63 % av dem med bade tynn- og tykktarmssykdom
(ileocolitt). Det var signifikant flere ASCA-positive 1 gruppen med ren tynntarmssykdom enn
i gruppen med colitt, (y*= 7.9, p= 0.005). Det var ogs4 signifikant flere ASCA-positive i
ileocolitt- enn i colittgruppen, (x*=11.9, p=0.001). Forskjellen mellom ren tynntarmssykdom
og ileocolitt var ikke signifikant (se tabell 7).

Av dem med ren inflammatorisk sykdom hadde 33 % positiv ASCA, mot 62 % av dem med
strikturerende sykdom og 68% av dem med penetrerende sykdom. Det var signifikant flere
ASCA-positive blant pasienter med hhv. strikturerende (3*=5.2, p=0.023) og penetrerende
sykdom (3°=7.8, p= 0.005) enn blant dem med ren inflammatorisk sykdom. Det var derimot
ingen signifikant forskjell i forekomst av ASCA mellom gruppen med strikturerende i forhold
til penetrerende sykdom (se tabell 7).

ASCA var positiv hos 62 % av dem med perianale abscesser eller fistler, mot 78 % av dem
med interne abscesser eller fistler. Denne forskjellen var ikke statistisk signifikant (p=0.318),
men pa grunn av sma grupper, er risikoen for type II-feil stor.

Kvantitative verdier av IgG hos CD-pasienter i forhold til lokalisasjon, sykdomstype og alder
ved diagnose er vist i figurene 3a til 3c.

Nér det gjelder pANCA ved CD var preven positiv hos 5 % (1/22) av dem med ren
tynntarmssykdom, 13 % (4/32) av dem med ileocolitt og 32 % (7/22) av dem med colitt. Det

var ingen signifikante forskjeller mellom gruppene.

PANCA i forhold til klinisk presentasjon av UC



Det var ingen statistisk forskjell mellom kvinner og menn med UC nér det gjelder forekomst
av pANCA. pANCA var positiv hos 39 % (9/23) av kvinnene og 46 % (11/24) av mennene,
(x*=0.22, p=0.770). Det var ingen forskjell i median alder ved diagnose i forhold til forekomst
av pANCA, (negativ prove 37 ar vs. positiv preve 32 ar, p=0.294).

Ingen av UC-pasientene (0/4) med proctitt hadde positiv pANCA, mens 31% (4/13) av dem
med venstresidig colitt hadde positiv preve, og 54% (15/28) av dem med totalcolitt. Det var
imidlertid ingen statistisk signifikant forskjell mellom gruppene.

ASCA og pANCA som prognostiske markgrer

ASCA var positiv hos 82 % (23/28) av CD-pasienter som fikk gjort minst én tarmreseksjon,
mot 34 % (22/64) av pasienter som ikke ble operert, (*=16.1, p<0.001). Derimot var det
ingen statistisk forskjell 1 forekomst av pANCA mellom opererte og ikke-opererte CD-
pasienter, (11 % (3/27) vs. 18 % (9/49), p=0.521).

Av CD-pasienter som fikk immunsuppressiv behandling (azatioprin eller methotrexate) var
58 % (28/48) ASCA-positive, mot 36 % (16/44) av dem som ikke fikk slik behandling,
(x*=4.4, p=0.040). Blant CD-pasienter som fikk behandling med anti-TNF-o var 65 % (11/17)
ASCA-positive, mot 44 % (33/75) som ikke fikk slik behandling, (x’=2.4, p=0.179).

Nér det gjelder UC var pANCA positiv hos 33 % (2/6) av pasienter som fikk utfert colectomi,
mot 45 % (17/38) av dem som ikke fikk utfort et slikt inngrep, (p=0.684). Det var ingen
forskjell mellom UC-pasienter som fikk immunsuppressiv behandling (16/64) og dem som
ikke fikk det, (46 % vs. 41 %, p=1.000). I dette materialet var det kun én UC-pasient som fikk
behandling med anti-TNF-a, og denne pasienten var pANCA-negativ.

Tabell 8 viser variabler uavhengig assosiert med positiv ASCA ved CD. Pasienter som var
under 40 ar gamle ved diagnosetidspunktet (p=0.045) og pasienter som fikk utfert
tarmreseksjon (p=0.003) hadde forheyet risiko for ASCA-positivitet. Pasienter med ren
tykktarmssykdom hadde derimot lavere risiko for ASCA-positivitet, (p=0.012). P4 grunn av
signifikant korrelasjon mellom strikturerende/penetrerende sykdom og tarmreseksjon
(p<0.001), ble sykdomstype ekskludert som uavhengig risikofaktor i denne multiple
regresjonsanalysen.

Diskusjon

Det er tidligere vist stor variasjon i1 forekomsten av serologiske markerer ved inflammatorisk
tarmsykdom mellom ulike land (se tabell 9). Vér studie er sa langt vi har kunnskap om den
forste som beskriver forekomst av ASCA og pANCA i en norsk IBD-kohorte.

Et av hovedfunnene i denne studien er at vi finner lavere prevalens av pANCA ved UC (43 %)
enn i de fleste andre materialer (45 % til 82 %), mens prevalensen av ASCA (48 %) ligger i
nedre omrade i forhold til tidligere studier (48 % til 69 %).” Dette funnet kan ikke forklares ut
fra forskjeller i forekomst av IBD i befolkninger, idet Norge har en av de hoyeste
forekomstene av IBD i verden.*'? Variasjoner i prevalens av serologiske markerer mellom
befolkningsgrupper kan derimot skyldes forskjeller i genetiske- og/eller miljefaktorer. I en
tidligere studie har det vert pévist ulik prevalens av mutasjon 1 NOD 2-genet, som er assosiert



med disposisjon for CD, i en norsk vs. en tysk kohorte.”® En av forklaringene pa dette kan
nettopp vare at det foreligger genetiske forskjeller mellom CD-populasjoner. Som nevnt kan
ogséd miljefaktorer spille en viktig rolle for prevalensen av serologiske markerer, spesielt
gjelder dette ASCA, som finnes i en rekke matvarer, deriblant bakegjer. Variasjon i
serologiske markerer kan ogsa skyldes ulikheter i analysemetoder og cut-off-verdier.
Sandborn et al. har undersekt samsvar mellom ulike laboratorier nar det gjelder pANCA- og
ASCA-bestemmelse. De konkluderte med at laboratoriene varierte mye i forekomsten av
PANCA, mens det var relativt godt samsvar mellom funnene nar det gjaldt ASCA.*

Det er tidligere antydet at spesifisiteten for ASCA og pANCA ber ligge over 85 % for at de
skal ha nytteverdi som diagnostiske markerer ved IBD." I var studie hadde ASCA og pANCA,
bide enkeltvis og 1 kombinasjon, spesifisitet pd minst 86 % for a skille IBD fra ikke-IBD.
Imidlertid viste begge pravene lav sensitivitet og positiv prediktiv verdi for & skille pasienter
med IBD fra dem som ikke har IBD. Vére resultater bekrefter dermed konklusjoner som er
trukket 1 tidligere studier, at ASCA og pANCA ikke er egnet som screeningverktoy i
befolkningen. Lav positiv prediktiv verdi av provene kombinert med lav prevalens av IBD i
befolkningen ville ha medfert mange falske positive proveresultater.

Sensitiviteten for ASCA og pANCA for & skille mellom CD og UC var lav i denne studien.
Imidlertid var spesifisiteten for hhv. ASCA ved CD (82 %) og pANCA ved UC (87 %)
relativt god, slik at prevene har en viss nytteverdi for & skille mellom UC og CD hos pasienter
med kjent IBD. Vare resultater understotter tidligere studier som har vist at spesifisiteten blir
hoyest ved & kombinere provene.’ Dette gav i vér studie en spesifisitet for kombinasjonen
ASCA+/pANCA- pé 89 % for CD, og en spesifisitet for pANCA+/ASCA- pa 88 % for UC.

For a hindre utvikling av komplikasjoner har det i den senere tiden vaert fokusert pa tidlig,
aggressiv behandling av CD. Imidlertid har det vert vanskelig & identifisere hvilke
pasientgrupper som kan ha nytte av slik tidlig intervensjon. Vi fant en heyere forekomst av
ASCA blant CD-pasienter med sykdomsdebut i ung alder og ved sykdom i tynntarm. I tillegg
var ASCA assosiert med stenoserende og penetrerende sykdom, og med behov for
tarmreseksjon. Vare resultater bekrefter dermed tidligere studier som indikerer at ASCA kan
veere én prognostisk marker for komplisert CD.*’

Vi fant en negativ assosiasjon mellom ASCA og sykdom i tykktarm ved CD. Dette
understotter tidligere funn som tyder pé at ASCA er lite egnet i differentialdiagnostikken
mellom Crohns colitt og ulcergs colitt. I praksis er denne problemstillingen viktig, spesielt 1
tvilstilfeller hvor det er aktuelt med colectomi. Tidligere studier har videre vist at positiv
pPANCA ved CD er assosiert med en mer UC-liknende fenotype?', men var studie var for liten
til & underseoke pANCA 1 forhold til subgrupper ved CD.

Ved UC fant vi ingen signifikant ssmmenheng mellom pANCA og alder ved sykdomsdebut
eller alvorlighetsgrad av sykdom. Dette er i overensstemmelse med tidligere studier ****, men
pa grunn av et relativt begrenset pasientmateriale og fa positive prover, er det risiko for type
II-feil 1 vare statistiske beregninger.

En av arsakene til at pasientmaterialet ble sa begrenset, er at pANCA ikke var konklusiv i en
stor andel av vare praver. Dette skyldes vanligvis funn av ANA i praven. ANA kan ikke med
sikkerhet skilles fra pANCA, og preven blir derfor ikke konklusiv. Dette kan pavirke
prevalenstallet noe, 1 og med at det er sannsynlig at noen pasienter med ANA ogsé vil vare
pANCA-positive. I enkelte tidligere studier har det blitt brukt formalinfiksering pa prever der

man har funnet ANA, fordi dette gjor den neytrofile cellemembranen permeabel for



antistoffer, men ikke for proteiner.'” Ved litteraturgjennomgang er det fa studier som har
beskrevet hvorvidt de har foretatt slik testing. Dette kan vanskeliggjore sammenlikning av
resultater fra ulike studier.

Var kontrollgruppe med ikke-IBD omfatter pasienter med gastrointestinale sykdommer som
infektios colitt, divertikulitt og liknende. En studie av Peeters et al. viste en okt forekomst av
ASCA hos pasienter med ikke-IBD-relaterte diarésykdommer (10.8%) sammenliknet med
friske kontrollpersoner (3.2%).” Det kan derfor tenkes at vér kontrollgruppe har en hoyere
forekomst av ASCA og pANCA enn befolkningen for gvrig. P4 den annen side er det en slik
pasientgruppe man i praksis underseker med tanke pd IBD.

En av svakhetene ved var studie er at vi ikke kan si noe om pasientene med IC, fordi det var
for fa pasienter i denne gruppen (n=16). Og selv om pasientantallet var heyere i de andre
gruppene, ble antallet 1 hver gruppe begrenset da vi delte dem opp 1 forskjellige undergrupper.
Dette aker risikoen for a ikke pavise sammenhenger som faktisk er til stede (statistisk type II-
feil). Det at vi allikevel fant en sammenheng mellom ASCA og de forskjellige subgruppene
av CD, styrker dette resultatet. Andre begrensninger ved var studie er at den er sykehusbasert
og at den ikke bestér av nydiagnostiserte tilfeller (median alder fra sykdomsdebut til
provetakning var tre ir for bdde UC- og CD-gruppen). Dette kan blant annet medfere at vi har
en selektert pasientkohorte med mer aktiv sykdom.

Konklusjon

Var studie antyder at prevalensen av ASCA og pANCA hos norske IBD-pasienter er lavere
enn 1 de fleste andre populasjoner, noe som kan skyldes forskjeller i genetikk og/eller miljo.
ASCA og pANCA ser derfor ut til & ha mer usikker betydning for
differentialdiagnostiseringen mellom UC og CD i denne kohorten. Den negative assosiasjonen
mellom ASCA og tykktarmssykdom ved CD gjor dessuten proven lite egnet der man i praksis
har sterst behov for den; for & skille mellom Crohn- og ulceres colitt.

Positiv ASCA var sterkt assosiert med ung debutalder og tarmreseksjon ved CD. Dette
antyder at ASCA er en prognostisk risikofaktor, og at den kan brukes i vurderingen av hvilke
pasienter som trenger mer aggressiv medikamentell behandling tidlig i forlepet.

I og med at vér studie er basert pd et noe begrenset pasientmateriale, ber funnene bekreftes
med en storre studie 1 Norge.
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Indikasjon for serologisk prave, ikke-1BD (n=170)

Magesmerter eller diaré 144 (85%)
Symptomer fra hud eller ledd 29 (17%)
Vekttap 10 (6%)
Jernmangelanemi eller B12-mangel eller positiv 8 (5%)
Hemofec

Familiaer forekomst av IBD 2 (1%)
Annen indikasjon 1 (1%)
Ukjent indikasjon 14 (8%)
Tabell 1.

Arsak til henvisning til gastromedisinsk poliklinikk og serologisk provetakning hos ikke-IBD-
pasientene. En pasient kan veare registrert i flere kategorier.

Alder ved diagnose

Al, <40 ar

A2,>40 &r

Lokalisasjon

L1, terminale ileum

L2, colon
L3, ileocolon
L4, ovre gastrointestinal-tractus

Sykdomstype B1, ikke-strikturerende, ikke-penetrerende
B2, strikturerende
B3, penetrerende

Tabell 2.

Wienerklassifikasjon, klassifikasjonssystem for Crohns sykdom.

VARIABLER ucC CD IC Ikke-1BD
(n=64) (n=93) (n=16) (n=170)

Sykdomsvarighet (ar)

Median 3 3 0 0

Range 0-42 0-49 0-12 0-38

Kjenn

Kvinne 31 (48,4%) 56 (60,2%) 11 (68,8%) 95 (55,9%)

Mann 33 (51,6%) 37(39,8%) 5(31,3%) 75 (44,1%)

Alder ved diagnose (ar)

Median 32 30 30 33

Range 18-82 10-83 25-88 12-88

Manglende data 3 1 1 3

Alder ved diagnose (Wienerklassifikasjon)
<40 ar

>= 40 ar

Manglende data

Sykdomslokalisasjon
L1 (term.ileum)

L2 (colon)

L3 (Ileocolon)

L4 (Qvre GI)

70 (75,3%)
22 (23,7%)
1 (1.0%)

17 (18,3%)
29 (31,2%)
40 (43,0%)
7 (1.5%)
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Proctitt 18 (28,1%) -

Ve.sidig colitt 20 (31,3%) 8 (50,0%)
Totalcolitt 22 (34,4%) 5(31,3%)
Manglende data 4 (62%) - 3 (18,7%)
Sykdomstype (Wienerklassifikasjon)

B1 (ikke strikturerende eller penetrerende) 49 (52,7%)

B2 (strikturerende, men ikke penetrerende) 21 (22,6%)

B3 (penetrerende; fistel eller abscess) 22 (23,7%)

Manglende data 1 (1,0%)

Fistel/abscess

Perianal 2 (3,1%) 13 (14%) 2 (12,5%) 1(0,6%)
Intestinal - 9 (9,7%) - -
Tabell 3.

Kliniske og demografiske data for studiepopulasjonen.

Tatt prgve Konklusive prgver
UC(n=64)
ASCA 94% (60/64) Alle
pANCA Alle 73% (47/64)
CD (n=93)
ASCA Alle Alle
pANCA Alle 82% (76/93)
IC (n=16)
ASCA 94% (15/16) Alle
pANCA Alle 94% (15/16)
Ikke-1BD (n=170)
ASCA 60% (102/170) | Alle
pANCA Alle 94% (159/170)

Tabell 4. Andelen av de ulike sykdomsgruppene som hadde tatt ASCA(IgA og IgG-) og
pANCA-prover. Andel vurderbare prover.
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Figur 1. Prevalens av total-ASCA (IgA, 1gG eller begge) i
studiepopulasjonen.
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Figur 2a. Kvantitativ verdi av IgA-ASCA i de ulike pasientgruppene.
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Figur 2b. Kvantitativ verdi av IgG-ASCA i de ulike pasientgruppene.
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Figur 3. Prevalens av pANCA i
studiepopulasjonen.
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Sensitivitet Spesifisitet PPV NPV

ASCA+ (CD) 0.53 0.86 0.76 0.68
PANCA+ (UC) 0.31 0.96 074 0.79
ASCA+pANCA- (CD)  0.47 0.86 072 0.68
PANCA+ASCA- (UC) 0.38 0.98 089  0.77

Tabell 5.



Noyaktigheten ved ANCA og ASCA for 4 skille UC (n= 64) eller CD (n=93) fra
kontrollgruppen (ikke-IBD, n=170).

Sensitivitet  Spesifisitet PPV NPV
ASCA+ (CD) 0.53 0.82 0.82 0.53
pANCA+ (UC) 0.31 0.87 0.63  0.65
ASCA+/pANCA - (CD) 0.47 0.89 0.88 0.50
pANCA+/ASCA- (UC)  0.38 0.88 0.65 0.71

Tabell 6.

Noyaktigheten ved ANCA og ASCA for & skille mellom UC (n=64) og CD (n=93).

Variabel Totalt antall | ASCA (IgA, 1gG p-verdi
pasienter eller begge) +

Kjenn

Kvinne 56 25 (45%) Ikke signifikant

Mann 37 20 (54%)

Alder

<40 ar ved diagnose (A1) 70 38 (54%) 0.027

> 40 ar ved diagnose (A2) 22 6 (27%)

Lokalisasjon

Ren tykktarm (L2) 29 6 (21%) Ref.

Ren tynntarm (L1 og L4) 24 14 (58%) 0.005

Tynntarm og tykktarm (L3) 40 25 (63%) 0.001

Sykdomstype

Ren inflammatorisk (B1) 49 16 (33%) Ref.

Strikturerende (B2) 21 13 (62%) 0.023

Penetrerende (B3) 22 15 (68%) 0.005

Fisteltype

Intern 9 7 (78%) Ikke signifikant

Perianal 13 8 (62%)

Tabell 7. Klinisk karakteristikk av pasienter med Crohns sykdom i forhold til ASCA-
positivitet. Ref. = referanseverdi.
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Figur 3a. Kvantitativ verdi av IgG-ASCA hos pasienter med CD i
forhold til sykdomslokalisasjon etter Wienerklassifikasjonen. L2: Kun
tykktarm, L3: Bade tynn- og tykktarm, L1+L4: Kun tynntarm.
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Figur 3b. Kvantitativ verdi av IgG-ASCA hos pasienter med CD i
forhold til sykdomstype etter Wienerklassifikasjonen. B1: Ren
inflammatorisk sykdom, B2: Strikturerende, men ikke penetrerende
sykdom, B3: Penetrerende sykdom.
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Figur 3c. Kvantitativ verdi av IgG-ASCA hos pasienter med CD i
forhold til alder ved diagnose, Wienerklassifikasjonen. Diagnose <40 ar

: A1, diagnose 240 ar: A2.
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Variabel Odds Ratio  95% KI p-verdi
Alder
<40 ar ved diagnose (A1) 1 Ref.
>40 ar ved diagnose (A2) 0.30 0.09-0.97 0.045
Lokalisasjon
Ren tynntarm (L1 og L4) 1 Ref.
Ren tykktarm (L2) 0.18 0.05-0.68 0.012
Tynn- og tykktarm (L3) 0.96 0.30-3.07  Ikke signifikant
Tarmreseksjon
Nei 1 Ref.
Ja 6.2 1.90-20.44 0.003

Tabell 8. Uavhengige risikofaktorer for positiv ASCA ved CD med korrigerte odds ratio (OR)

og 95% konfidensintervall (KI). Ref. = referanseverdi.
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Forfattere Sensitivitet Spesifisitet PPV

(%) (%) (%)
PANCA+ Quinton et al. (Frankrike)™* 65 85 74
ved UC Peeters et al. (Belgia)® 50 94 76
Koutrobakis et al. (Hellas)" 67 84 93
Sandborn et al. (USA)* 63 75 72
ASCA+ Quinton et al. (Frankrike)™ 61 88 89
ved CD Peeters et al. (Belgia)™ 60 86 92
Koutrobakis et al. (Hellas)" 39 89 54
Sandborn et al. (USA)* 44 87 76

Tabell 9. Forekomst av ASCA og pANCA i ulike studier.
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