CITOKINSKI ODGOVOR U BOLESNIKA SA SISTEMSKOM
SKLEROZOM

Zeljka, Kardum

Doctoral thesis / Disertacija
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine Osijek / Sveuciliste Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:152:899981

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-21

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJI



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:899981
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:1652
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:1652

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSIJEK

Zeljka Kardum

CITOKINSKI ODGOVOR U BOLESNIKA SA SISTEMSKOM SKLEROZOM

Doktorska disertacija

Osijek, 2023.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
MEDICINSKI FAKULTET OSNEK

Zeljka Kardum

CITOKINSKI ODGOVOR U BOLESNIKA SA SISTEMSKOM SKLEROZOM

Doktorska disertacija

Osijek, 2023.



Mentor rada: prof. dr. sc. Jasminka Milas - Ahi¢

Rad ima 90 stranica.



Predgovor radu

»Ako jedan padne, drugi ¢e mu pomoc¢i da ustane. Ali teSko onome tko radi sam! Kad

padne, nema nikog da ga podigne.*
Propovjednik 4:10

Zahvaljujem svima zbog kojih nisam bila sama u izradi ove disertacije, koji su me nebrojeno

puta podigli...

Zahvaljujem svojoj mentorici prof. dr. sc. Jasminki Milas-Ahi¢, na prihvacanju
mentorstva, na svom strpljenju, savjetima, idejama i znanju koje je podjelila sa mnom, ali iznad
svega hvala na pravom prijateljstvu, vjecnoj pozitivnosti i ohrabrenju, koji je uvijek bio poticaj

da ponovno ustanem, od mojih prvih radnih dana kao specijalizant, pa sve do danas.

Zahvaljujem svojoj, sada umirovljenoj, voditeljici Zavoda za reumatologiju, klinicku
imunologiju i alergologiju doc. dr. sc. Visnji Prus, na poticajima, ohrabrenju i povjerenju koje
mi je iskazala kroz sve godine koje smo provele radeci zajedno, §to je nesebi¢no podjelila svoje
znanje, ali i Zivotno iskustvo sa mnom, njezina uzrecica ,,Bolje zavrSen, nego savrSen!* je

ponekad bila najbolji motivator za dovrSiti pisanje.

Zahvaljujem dr. sc. Kristini Kralik na velikoj pomo¢i u izradi statisticke analize

podataka, na strpljenju i spremnosti za odgovor na svako pitanje, ma koliko besmisleno bilo.

Velika zahvala dr. sc. Ines Sahinovi¢, mag. med. biochem., spec. med. biokemije i

laboratorijske medicine na savjetima i pomoci oko izrade laboratorijskih metoda disertacije.

Zahvaljujem svim kolegicama Odjela za reumatologiju, klinicku imunologiju i
alergologiju (dr. 1. Kovacevié, dr. A. M. Masle, dr A. Simac, dr. K. Stranski Kova&evi¢,
dr. M. Luci¢, dr. D. Ursié, dr. I. Madunovié i dr. A. MaroSevi¢) oko prikupljanja podataka
o bolesnicima, takoder velika zahvala medicinkim sestrama Odjela, osobito Evi Matijevi¢,
bacc. med. techn., Ivki BlaZevi¢, mag. med. techn., med. sestri Editi Kneif, Kristini Boban,
bacc. med. techn. i Mariji Rajkovaci, mag. med. techn., za svesrdnu pomo¢, od vadenje
uzoraka, pa sve do sudjelovanja u istrazivanju kao dio zdrave kontrolne skupine, ali i na

ohrabrenju i podrsci koju sam imala u njima kroz sve godine moga rada na odjelu.

Posebna zahvala mojim prekrasnim roditeljima, Miri i Berislava Utkovi¢, koji su mi

uvijek bili vjetar u leda, podrSka i oslonac, bez kojih ni jedan moj uspjeh ne bi bio mogué, koji



su uvijek, pa i danas, moju srecu i sre¢u moje djece stavljali ispred svojih potreba i Zelja, koji

su me naucili pravom znacenju bezuvjetne roditeljske ljubavi.

Hvala mom bratu Branimiru, na svoj ljubavi i podrsci, ¢ak i kad nismo jedno kraj

drugog znam da je uvijek uz (i za) mene.

Najveca zahvala pripada mom suprugu Darjanu, bez njega ni jedan redak ove
disertacije ne bi bio napisan, hvala na podrSci, uputama, korekcijama, idejama, ali iznad svega

hvala na svakom trenutku ocinstva i ljubavi koje svakodnevno gledam.

Ovaj doktorat posvecujem mojoj djeci, moja tri prekrasna Bozja dara, moja tri

srca - Benjaminu, Mateju i Elizi, zbog njih sve $to radim ima smisao...



Sadrzaj

o) o S« 13 o7 v
Lo UV O ... s 1
1.1, Etiopatogeneza DOLESTI. ... ..utit ittt et et et e 1
1.1.1. GENESKI CIMDEINICT. ... ettt ittt e 1
1.1.2. OKOLISNT CIMDBENICT .. uettitttitt ettt et e e e et e e et e e e e e e e e e erenes 2
1.1.3. Izmijenjeni iIMuNOSNT OUQOVOT . ........uine ettt et e e e ae e 4
1.2. Patofiziologija bolesti. . ... 6
1.2.1. Vaskularna ozljeda. ...........oooiiiii 7
12,2  FIDIOZA. . ..o 8
1.2.3. Citokinski odgovor u sistemskoj SKIErOzi............coeiiiiiiii i, 9
1.3. Klinicka slika sistemske SKIEroze. ............ooiiiii i 13
1.3.1. Vaskularne manifestacije DoIesti ............ccooveiriiiiiii 13
1.3.2. Zahvacanje koze u sistemskoj sklerozi................ooooiiiiiiiiiiiiiiiii 15
1.3.3. Zahvacanje miSi¢no-koStanog sustava u sistemskoj sklerozi....................c.o.ooeuenne. 17
1.3.4. Zahvacanje pluca u sistemskoj SKICTOZi..........c.ooiiiiiiiiiiiiiii e 18
1.3.5. Zahvacanje bubrega u sistemskoj sklerozi.................oooiiiiiiiiiiiii i 20
1.3.6. Zahvacanje srca u sistemskoj SKIerozi.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiii 20
1.3.7. Zahvacanje probavnog sustava u sistemskoj sklerozi.....................ccoovviiiiiiiinn. 21
1.3.8. SICCA sindrom u sistemskoj SKIETOZ1............o.iiiiiiii e 21
1.4. Dijagnoza SistemsKe SKIBIOZE. ..........ovirit it 22
1.4.1. Protutijela specifi¢na za sistemsku sKIerozu...............oooiiiiiiiiiiiii i, 22
1.4.2. KapilarosKopija. ... .ooeii i e 23

1.5. LijeCenje SiStemske SKIBIOZe. ... ... 24



1.5.1. Imunosupresijski lJEKOVI ..., 24

1.5.2. Vazoaktivind IJEKOVI ....oonei i 25
1.5.3. Antifibrotski 1JEKOVI. ...cou i 25
1.5.4. Ostali lijekovi koji se primjenjuju sistemskoj sklerozi....................ocooooiiin. 26
1.5.5. Autologna transplantacija KOStane SIZi.............coeveiiiiiniiiiiiiiiieieiei i, 26
2. HIPOMBZA. ... 27
R O3 1o A 5 2 VA A2 1| T PPN 28
4, 1SPItANICT I MELOUE. ... .ot e 29
i I U oY ] 1T L[ PP 29
T 051017111 (o1 F 29

A3MEIOOE. ...ttt S0
4.3.1. Anamneza i podatci iz medicinske doKUMENtaCije...........ovvviiiiiiniiiiieieeane, 30
4.3.2. Klinicki pregled 1 dijagnosti€ke pretrage. .. ....o.v.vveiieiiiiiini e 31

4.3.3. LaboratorijSKe Pretrage. ... ....oovineieeiiet ettt ereee e e nee e e sre e e e S L

4.3.4. StatistiCke METOUC. . ..... et 35
S REZUIALI. . .. 37
5.1. Obiljezja bolesnika sa sistemskom sklerozom i kontrolne skupine............................ 37

5.2. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u bolesnika sa sistemskom sklerozom i kontrolnoj
] 710V 38

5.3. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u odnosu na klini¢ka obiljeZja i zahvacenost organa....42

5.4. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u odnosu na laboratorijske, funkcijske i klinicke
00 LS 2T 44

5.5. Vrijednosti 1L-17, IL-22 i TGFB u odnosu na tip bolesti, tip protutijela, ANA i
kapilaroskopski NAlaz. ........oooiiin i 48

5.6. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u 0dnosu na terapiju............oeeeerinrenreneeneenennannnn. o1



T T 1] o) 2 7 T P 53

6.1, Interleukin 17, ... e e 53
0.2. Interleukin 22 ... ..o 59
6.3. Pretvorbeni €imbenik rasta beta. ... 63
6.4. OgraniCenja IStrAZIVANJA. ... .uuuteetentt et ente et et et et et et et eate et e e ateeneeaeaneanens 66
7. ZaKIJUCAK .o 68
Y. V/ < -1 69
0 SUMIMIAIY .ottt e e et e 70
0T (=] =T U PP 71

DL ZIVOUOPIS. ..o 87



Popis kratica

6MWT 6.-minutni test hoda, prema engl. 6-minute walk test

ACA anticentromerna protutijela

ACEI inhibitori angiotenzin-konvertaze, prema engl. angiotensin-convertase
inhibitor

ACR Americki kolegij reumatologije, prema engl. American college of

rheumatology

Anti-RNApol3 anti-RNA polimeraza I11 protutijela

ATA Anti-topoizomeraza protutijela

AUC povrsina ispod krivulje, prema engl. area under the curve

AZA azatioprin

BAFF B-stani¢ni aktivirajuci faktor

BLM bleomicin-misji modeli

cGVHD kroni¢na bolest presatka protiv primatelja, prema engl. chronic graft-

versus-host disease

Cl interval pouzdanosti, prema engl. confidence interval
CIK ciklofosfamid

CK kreatin-kinaza

CMV citomegalovirus

CT kompjuterska tomografija

DAMP prema engl engl. damage-associated molecular patterns
DKK1 Dickkopf WNT signalizirajuéi put inhibitor 1

dkSSc difuzna kutana sistemska skleroza

DLCO difuzijski kapacitet za ugljiéni monoksid



DSA

EBV

ECM

EKG

ERA

EULAR

EUSTAR

FEV1

FOXP3

FVC

GAVE

GM CSF

HLA

HRCT

IBP

IFN

IPF

IPP

IRF

digitalna suptrakcijska angiografija (DSA),

Ebstein-Barr virus

ekstracelularni matriks

elektrokardiogram

anatgonist endotelnih receptora, prema engl. endothelial receptor
antagonist

Europska liga protiv reumatizma, prema engl. European League

Against Rheumatism

Europske udruga za istrazivanje sistemske skleroze, prema engl.

European Scleroderma Trials and Research

forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi

prema engl. forkhead box P3

forsirani vitalni kapacitet

gastri¢na antralna vaskularna ektazija

¢imbenik stimuliranja kolonija makrofaga, prema engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor

prema engl. human leukocyte antigen

kompjuterska tomografija visoke rezolucije, prema engl. high
resolution computed tomography

intersticijska bolest pluca

interferon

imunoglobulin

interleukin

idiopatska plué¢na fibroza

inhibitori protonske pumpe

interferonski regulatorni faktor



IVIG
JAK?2
KBC
LDH
IkSSc

MCH

MCHC

MCV

MHC

miRNK
MMF

mPAP

MR

MRSS

MTX

NET

NSIP
nt-pro-BNP
NVC

PaH

intarvenski imunoglobulini

Janus-kinaza 2

Klini¢ki bolnicki centar

laktat-dehidrogenaza

limitirana kutana sistemska skleroza

prosjecni sadrzaj hemoglobina u eritrocitima, prema engl. mean
corpuscular hemoglobin

prosjecna koncentracija hemoglobina po eritrocitu, prema engl. mean
corpuscular hemoglobin concentration

srednji volumen eritrocita, prema engl. mean corpuscular volume

kompleks tkivne snosljivosti, prema engl. major histocompatibility

complex

mikro ribonukleinska kiselina

mikofenolat-mofetil

srednji pluéni arterijski tlak, prema engl. mean pulmonary artery
pressure (MPAP)

magnetska rezonancija

modificirani Rodnanov kozni test, prema engl. modified Rodnan skin

score

metotreksat, prema engl. methotrexate

neutrofilna vanstani¢na mreza, prema engl. neutrophil extracellular
traps

nespecifi¢na intersticijska pneumonija

N terminal inaktivni pro-B tip natrijuretski peptida

kapilaroskopija leziSta nokta, prema engl. nailfold videocapillaroscopy

pluéna arterijska hipertenzija



PAMP

pDC
PDE-5
PDGF

PRR

PSA
RA
RyF
SFRP1

SIBO

SLE
SMA

Sp0O2

SRK
SS
SSc
TCR

TGFB

Th

TIBC

prepoznavanje molekularnih obrazaca povezanih s patogenima, prema

engl. pathogen-associated molecular patterns

plazmacitoidna dendriti¢na stanica

fosfodiesteraza - 5, prema engl. phosphodiesterase

trombocitni ¢cimbenik rasta, prema engl. platelet-derived growth factor

receptori za prepoznavanje strukturnih “predlozaka”, prema engl.

pattern recognition receptors

prostata specifi¢ni antigen

reumatodni artritis

Raynaudov fenomen

prema engl. secreted frizzled-related protein 1

bakterijsko prerastanje tankog crijeva, prema engl. small intestinal
bacterial overgrowth

sistemski eritemski lupus

glatki mi$i¢ni aktin, prema engl. smooth muscle actin

periferna kapilarna zasi¢enost kisikom, prema engl. peripheral capillary
oxygen saturation

skleroderma renalna kriza

Sjogrenov sindrom

sistemska skleroza

T-stani¢ni receptor, prema engl. T cell receptor

pretvorbeni ¢imbenik rasta beta; prema engl. transforming growth

factor B
pomo¢nic¢ki limfociti T, prema engl. T-helper
ukupni kapacitet vezanja zeljeza, prema engl. total iron-binding

capacity



TK
TLR
TNFa
Treg

uiBC

UIP

VEGF

VSMC

tirozin kinaza

Tollu-sli¢ni receptor, prema engl. toll-like receptor

¢imbenik tumorske nekroze o, prema engl. tumor necrosis factor o
regulatorni limfociti T

nezasiceni kapacitet vezanja zeljeza, prema engl. unsaturated iron
binding capacity

uobicajena intersticijska pneumonija

endotelni vaskularni ¢imbenik rasta, prema engl. vascular endothelial
growth factor

vaskularna glatka miSi¢na stanica, prema engl. vascular smooth muscle

cell



1. Uvod

Sistemska skleroza (engl. systemic sclerosis, skr. SSc) je kroni¢na, autoimunosna bolest
karakterizirana upalom, vaskulopatijom, fibrozom koZze i unutarnjih organa. Moze se podijeliti
ovisno o proSirenosti zadebljanja koze na dva velika podtipa: limitirana kutana sistemska
skleroza (1IkSSc), ukoliko je zadebljanje koZe prisutno distalno od laktova i koljena te difuzna
kutana sistemska skleroza (dkSSc) koja moze zahvatiti gotovo sve dijelove koze. Difuzna
kutana sistemska skleroza je povezana s tezim zahvacanjem organa, iako su ona moguca i u

limitiranom obliku (1).

Naziv sistemska skleroza ili sklerodermija dolazi od grcke rijeci ,,sklerosis §to znaci
otvrdnuce i,,dermis* Sto znaci koza. Prvi opis sklerodermije dao je Hipokrat jos u 4. st.pr.Kr.,
U Sv0joj raspravi ,, O epidemijama“ gdje piSe kako je lije¢io bolesnika iz Atene ,,Cija je koza
bila toliko tvrda da je nije bilo moguce podi¢i u nabore* (2). Naziv ,,sklerodermija* prvi put
upotrebljava lije¢nik Giovambattista Fantonetti (1791-1861), koji u svom radu ,,Skleroderma
Generale" objavljenog 1836. godine u milanskom ¢asopisu Effemeridi delle Scienze Mediche
opisuje bolesnika koji je imao tamnu, zadebljanu koZu koja mu je zbog zatezanja uzrokovala

probleme s pokretljivos¢u zglobova (3).

Sistemska skleroza je rijetka bolest, s procijenjenom prevalencijom od 7,2-33,9 na 100

000 pojedinaca te godisnjom incidencijom oko 0,6 — 2,3 na 100 000 pojedinaca u Europi (4).

1.1. Etiopatogeneza bolesti

Patogeneza SSc do danas nije u potpunosti razjasnjena, a dosadasnje spoznaje govore u
prilog multifaktorijalnih uzroka, koji ukljucuju izmijenjeni imunosni odgovor, genetske i

okoli$ne ¢imbenike.

1.1.1. Genetski ¢imbenici

Utjecaj HLA (skrac¢eno od engl. human leukocyte antigen) gena najvise je ispitivan kao
potencijalni genetski ¢imbenik za razvoj SSc. Dosadasnja ispitivanja pokazala su povezanost
sistemske skleroze s razli¢itim alelima HLA sustava kod bolesnika europskog, africkog i
azijskog porijekla. Takoder, utvrdena je povezanost izmedu odredenih HLA alela i specifi¢nih
autoprotutijela. U bolesnika africkog porijekla aleli HLA-DRB1*08:04 i HLA-DRB1*11:02

vezani su s povecanim rizikom za razvoj SSc, a prisutnosti ovih alela veze se uz vecu pojavu



antifibrilarnih protutijela (5). Medu SSc-bolesnicima europskog porijekla alel HLA-
DRB1*11:04 je utvrden kao rizik za razvoj SSc (6, 7, 8). Razli€iti geni povezani s razvojem
SSc nalaze se u ne-HLA domeni, a naj¢esce su ti geni vezani uz imunosni sustav, na primjer,
polimorfizam gena interferonskog regulatornog faktora (IRF) , zatim gena interleukina 12 (IL-
12) te njegovog signalnog puta, potom signalnog puta za ¢imbenik tumorske nekroze o (engl.
tumor necrosis factor a, skr. TNFa), signalnog puta za STAT4 te gena koje su odgovorni za
odlaganje ekstracelularnog matriksa (ECM), apoptozu i autofagiju (9).

S obzirom da genetska predispozicija samo djelomi¢no objaSnjava razvoj bolesti, moguce
da su epigenetski procesi ukljuéeni u patogenezu SSc, poput hipo ili hipermetilacije gena
vezanih uz sintezu ECM (10).

Transkripcija gena takoder je regulirana s mikroRNK (MiRNK). Cirkuliraju¢i miRNK
naden je u ve¢oj mjeri u SSc-bolesnika u usporedbi sa zdravom populacijom te je za odredene

miRNA, kao §to je miR-21 i miR-155, utvrden profibrotski u¢inak (11,12).

1.1.2. Okoli$ni ¢imbenici

Razli¢iti okoliSni ¢imbenici mogu djelovati kao okida¢ za razvoj bolesti. Mogu se
klasificirati kao okupacijski (silicij, organska otapala), infekcijski (bakterije, virusi) i

neokupacijski/neinfekcijski (lijekovi, droge, pesticidi, silikoni, teski metali) (13).

Okupacijski ¢imbenici

Od okupacijskih ¢imbenika u¢i uzrok za razvoj SSc navodi se Siroki spektar tvari koje se
koriste u kemijskoj 1 gradevinskoj industriji, a kao najznacajniji predstavnik ove skupine navodi
se silicij. Australska nacionalna studija koja je ukljucila vise od 1500 SSc-bolesnika pokazala
je kako je viSe od 30% SSc-bolesnika bilo izlozeno inhalaciji silicijske praSine. Takoder, SSc-
bolesnici izlozeni siliciju imali su ¢eS€e kontrakture zglobova, zahvacanje srca, ATA 1

protutijela, visi modificirani Rodnan skin score (mRSS) i vecu aktivnost bolesti (14).

Infekcijski ¢imbenici

Razne bakterijske i virusne infekcije mogu dovesti do prekida tolerancije limfocita T i B
putem molekularne mimikrije te mogu istovremeno aktivirati urodeni imunosni odgovor putem
aktivacije PAMP (engl. ,,pathogen-associated molecular patterns®) i PRR (engl. ,,pattern

recognition receptors‘) puta, dovodeci u konacnici do oste¢enja stanica (10).



Od infekcijskih uzroénika najistraZenija je uloga virusa - citomegalovirus (CMV), Ebstein-
Barr virus (EBV), parvovirus B19, retrovirusi (15-17) u aktivaciji autoimunosnog odgovora, a

od bakterija kao mogucih uzro¢nika povezanost je nadena s Helicobacter pylori (18).

Neinfekcijski/neokupacijski ¢imbenici

Medu neokupacijskim uzro¢nicima u danasnje vrijeme zanimljiva povezanost nadena je s
uporabom silikonskih implantata. U posljednjih desetljeca viSe je prikaza slucaja i manjih
kohortnih istraZivanja koje povezuju silikonske implantate u dojkama sa RNA-pol3-
pozitivitetom i razvojem SSc (19).

Od lijekova kao uzro¢nika, poznat je fibrotski ucinak anti-tumurskog lijeka bleomicina.
Promjene koje ukljucuju Raynaudov fenomen i fibrozu opisane su uz uporabu lijeka. Takoder
je ustaljena uporaba bleomicina za razvoj sklerodermije u mi§jim modelima (20). Ostali
farmakoloSki agensi koji mogu uzrokovati razvoj SSc su paklitaksel, pentazocin, kokain,
supresori apetita (dietilpropion hidroklorid, mazindol, amfetamin, deksamfetamin, fenmetrazin

I metakvalon) i D -penicilamin (21).

Zloc¢udne bolesti

Povezanost izmedu protutijela anti-RNA-pol3 s usporednom zlo¢udnom bolesti (koja se
moze dijagnosticirati i do 6 mjeseci prije i 12 mjeseci nakon pojave protutijela) potvrdena je
European League Against Rheumatism (skr. EULAR) studijom koriste¢i se ,,European
Scleroderma Trials and Research® (EUSTAR) bazom podataka. Ovi rezultati doveli su do
specifi¢nog probira za rak kod anti-RNA-pol3-pozitivnih bolesnika u razdoblju od 2 do 5
godina, koji uklju¢uju mamografiju jednom godiSnje, prostata specifi¢ni antigen (skr. PSA),

testove stolice na okultno krvarenje 1 ginekoloski pregled (22).

Spolni hormoni

Sistemska skleroza je bolest koja Cetiri puta ¢eS¢e pogada zene od muskaraca (23), stoga se
pretpostavlja kako spolni hormoni igraju ulogu u razvitku bolesti. Dosadasnja istrazivanja
ukazuju na fibrotsku, ali i vazodilatatornu ulogu estrogena. U jednom istrazivanju koje je
ukljucilo manji broj bolesnika sa SSc, nadena je niza razina androgena i neznacajno vise razine
estradiola u SSc bolesnica u odnosu na zdravu kontrolnu grupu, dok su bolesnici sa SSc imali

poviSenu razinu estradiola (24).



Mikrokimerizam

Pretpostavlja se kako medu-posteljicni prijelaz semi-alogenih fetalnih stanica majci i
obratno, moze aktivirati autoimunost tako §to mikrokimeri¢ne stanice kroni¢no stimuliraju
upalne stanice zbog svoje MHC (engl. major histocompatibility complex) nepodudarnosti, a uz

pojacanu aktivaciju aloreaktivnih, profibrotskih limfocita Th2 (engl. T-helper 2) (10, 25).

1.1.3. Izmijenjeni imunosni odgovor

Izmijenjeni imunosni odgovor u SSc je slozen proces, koji ukljucuje kako urodenu tako 1

steCenu imunost.

Urodena imunost u SSc

Pocetak bolesti karakterizirana je perivaskularnom infiltracijom leukocita i to pretezno
makrofaga i limfocita-T. Sam patogentski proces slican je cijeljenju rane, ali bez njegove
rezolucije te dovodi do kroni¢ne aktivacije imunosnih stanica (kao $to su makrofazi) i
stromalnih stanica, uzrokuju¢i u konacnici fibrozu. Stoga se proces nastanka sistemske
skleroze, osobito difuznog oblika bolesti, moze smatrati sustavnim odgovorom pretjeranog
popravka. Iako pocetni okida¢ koji pokrec¢e i podrzava nastanak bolesti je jo§ nepoznat,
dosadasnje spoznaje dovele su do nove hipoteze o ulozi sterilne upale u nerjeSavanju fibroze
tkiva kod sklerodermije, koja naglasava ulogu DAMP/PRR neravnoteZe. Prepoznavanje
PAMP-ova ili endogenih DAMP-ova od strane urodenih imunosnih stanica putem TLR ( engl.

toll-like receptor) prvi je odgovor u sterilnoj upali (26, 27).

Vaznu ulogu u patogenezi SSc imaju makrofazi i monociti kao dio urodene imunosti. Kod
procesa cijeljenja prekursori, kao $to su monociti iz koStane srzi, odlaze na mjesto ozljede te
zajedno s tkivnim makrofazima uzrokuju upalu i Ciste celularne ostatke. Medutim, ukoliko se
upala ne razrijeSi moze doc¢i do razvoja fibroze. U SSc infiltrirani monociti i makrofazi nadeni
su izmedu zadebljanih kolagenih vlakana i perivaskularno te izlucuju profibrotske citokine
uzrokujuci fibrozu in situ. Takoder, tkivni makrofazi stimulirani interleukinom 4 (IL-4) i IL-
13 usvajaju tzv. M2 fenotip koji inace ima protuupalno djelovanje i sudjeluje u cijeljenju rane.
M2 makrofazi mogu stvarati pretvorbeni ¢imbenik rasta beta (engl. transforming growth factor-

beta — skr.TGF-p) te utjecati na sintezu kolagena i u konacnici vode fibrozi (28).



Neutrofili takoder imaju ulogu u razvoju bolesti. Formiraju¢i NETozu engl. neutrophil
extracellular traps, skr. NET) dovode do aktivacije fibroblasta i sinteze ekastracelularnog
matriksa (ECM). Takoder, otpustaju IL-4, IL-13 i IL-10 uzrokujuéi aktivaciju M2 fenotipa
makrofaga (29).

Istrazivanja govore i o ulozi mastocita u razvoju SSc. Povecan broj mastocita naden je
u kozi SSc bolesnika te postoji opis da je kutana mastocitoza prethodila pocetku bolesti.
Mastociti su takoder sposobni sintetizirati TGF-f3 te su nadeni smjesSteni oko fibroblasta u kozi

SSc-bolesnika. (30)

Dendriti¢ne stanice, koje su takoder dio urodenog imunosnog odgovora, smatraju se
bitne u razvoju SSc. Plazmacitoidne dendriticke stanice (engl. plasmacytoid dendritic cells, skr.
pDC) su glavni proizvoda¢ interferona I (IFN I) te mogu izravno potaknuti fibrozu

sintetizirajuci profibrotske posrednike (31).

Ste¢ena imunost u SSc

Limfociti T imaju kljuénu ulogu u patogenezi SSc 1 infiltriraju zahvacena tkiva cak prije
nego $to je zabiljeZena vaskulopatija i endotelno oStecenje (32). Serum i zahvacena tkiva
bolesnika s aktivnom bolesti pokazuju povecani broj CD4p 1 CD8p limfocita T koji sintetiziraju
profibrotske citokine (IL-4, IL-13), ali i limfocita Th-17 obitelji te djeluju proupalno
aktivirajuéi fibroblaste, endotel i1 epitelne stanice (33). T-limfociti u kozi i perifernoj krvi SSc-
bolesnika eksprimiraju oligoklonalni stani¢ni receptor (engl. T cell receptor, skr. TCR) §to
govori u prilog proliferaciji i klonalnoj ekspanziji tih stanica kao odgovor na specifi¢ni antigen
(34). Osobito je zanimljiva uloga regulatornih T-limfocita u patogenezi SSc. Nedavna
istrazivanja su pokazala da se Treg mogu u proupalnom okruzenju, kao §to je izlozenost IL-6 i
IL-1B, pretvoriti u patogen izvrSne stanice. Takoder je utvrdeno kako u SSc postoji neravnoteza
izmedu kruze¢ih Th17-limfocita i Treg, odnosno smanjena razina Treg je rezultat njihove
konverzije u Th17 nakon izloZenosti proupalnim citokinima (35). Opisano je da i pojedini
limfociti Treg mogu proizvoditi proupalne citokine u odredenim okolnostima. Produkcija IL-
17 od strane CD4+CD25+FOXP3lowCD45R A—cirkulirajuc¢ih Treg- limfocita kojima nedostaje
supresivna sposobnost opisana je u bolesnika sa SSc (36).

Limfociti B u SSc takoder imaju vrlo bitnu ulogu. U SSc ukupan broj B limfocita je uvecan,
uz povecanje broja tzv. naivne populacije, dok je reduciran broj aktiviranih memorijskinh B—
limfocita te povecan broj proapoptotskih markera, kao $to su molekule CD95, CD86 1 HLA-
DR. Takoder je smanjen broj regulatornih limfocita B uz deficitarnu produkciju IL-10 (37). Na

B-limfocitima CD19 molekula je posebno prikazana, ¢ime je smanjena aktivacijska granica B



limfocita i pojacan aktivacijski signal. Ekspresija CD19 je za oko 20% povecana u SSc-

bolesnika u usporedbi sa zdravim kontrolama (38).

B-stani¢ni aktivirajuci faktor (BAFF) i APRIL put, koji su ¢lanovi TNF super-obitelji,
imaju kriti¢énu ulogu u aktivaciji, prezivljavanju i sazrijevanju limfocita B. U SSc-bolesnika
razine BAFF i APRIL su viSe u odnosu na zdrave pojedince (oko 25-50% za BAFF), kao i
razina jednog od njegovih specifi¢nih receptora (BAFFR) na povrsini limfocita B. Opisana je
povezanost izmedu serumske razine BAFF i APRIL i modificiranog Rodnan skin score-a
(mRSS), rane dkSSc, intersticijske bolesti plu¢a (IBP), IL-6, serumske razine imunoglobulina
G (IgG) i ATA I protutijela (37, 39).

Uloga B limfocita svakako je vazna i1 zbog produkcije protutijela. Postojanje protutijela
jedno je od obiljezja SSc te su prisutna u vise od 90% SSc bolesnika. Protutijela na DNA
topoizomerazu | (ATA 1), poznata i kao anti-Scl-70 protutijela, zatim anti-centromerna
protutijela (ACA) i anti-RNA-polimeraza Il (anti-RNA-pol3) protutijela bitna su za
postavljanje dijagnoze, odredivanja klini¢kog subtipa bolesti i kao prediktor zahvacanja

razli¢itih organa, medutim njihova uloga u patogenezi razvoja bolesti nije dokazana (39).

Ostala protutijela koja su ciljano usmjerena na povrSinske stani¢ne receptore imaju
izravan patogeni ucinak te su nadena u fibrozi koZe i1 pluéa, zahvac¢enim crijevima i
vaskularnom remodeliranju. Glavne ciljne mete protutijelima su tri vrste stanica: endotelna
stanica, fibroblast 1 vaskularna glatka miSi¢na stanica (engl. vascular smooth muscle cell, skr.
VSMC). Ova protutijela poticu aktivaciju i proupalni fenotip svojih ciljanih stanica, vodeci

prema fibrotskoj i vaskularnoj ozljedi (39, 40, 41).

1.2. Patofiziologija bolesti

Najprihvacenija hipoteza u patogenezi SSc je da kombinacija genetske predispozicije i
vanjskog okida¢a moZe dovesti do prekida samotolerancije prema vlastitim antigenima uz
trajnu aktivaciju imunosnog sustava. Prvo mjesto trajne imunosno-posredovane upale je
najvjerojatnije stijenka mikrovaskularizacije koja dovodi do promjena endotela, ali i drugih
slojeva stijenke, uz posljedi¢nu aktivaciju miofibroblasta, poja¢ano odlaganje ECM i
nesuspregnutu fibrozu tkiva (42).



1.2.1. Vaskularna ozljeda

Izmijenjeni imunosni odgovor, uz pojavu protutijela usmjerenih protiv endotelnih stanicaiydT-
stanica dovode do pocetne vaskularne ozljede (43). Ozlijedene krvne Zile ne doseZzu normalan
opravak zbog poremecéene neovaskularizacije i vaskularnog remodeliranja. Neovaskularizacija
I vaskularno remodeliranje sastoje se od dva odvojena procesa - angiogeneze (novo stvaranje
krvnih zila posredovano proliferacijom i migracijom postojecih endotelnih stanica) i
vaskulogeneze (de novo sinteza krvnih Zila putem inkorporiranja, diferencijacije, migracije i/ili
proliferacije progenitornih stanica porijekla iz koStane srzi). U SSc izmijenjena su oba procesa
vodec¢i do vaskularnih strukturnih promjena, kao $to su dilatacija, krvarenje i gubitak kapilara

te stenoza arteriola (44).

Gubitak mikrocirkulacije vodi ka najranijem znaku SSc - Raynaudovom fenomenu
(RyF) koji je opisan u vise od 90% bolesnika sa SSc (45).

Inicijalni mehanizam koji dovodi do razvoja RyF moguce ukljuéuje selektivno pojacanu
ekspresiju alfa 2 adrenergickih receptora na vaskularnim glatkim miSiénim stanicama s

pojacanim odgovorom na kateholamine (46).

Istrazivanja potvrduju da su u SSc endotelne stanice disfunkcionalne zbog direktne
imunosno- posredovane ozljede koja vodi od endotelne k mezenhimalnoj tranziciji i fibrozi
intime zahvacenih krvnih zila. Gubitak endotela uzrokuje abnormalnu funkciju vaskulature
zbog smanjene produkcije dusicnog monoksida (NO) 1 prostaglandina, koji djeluju kao
vazodilatatori, dok istovremeno postoji pojacano otpuStanje endotelina-1, koji je snaZni
vazokonstriktor. Raynaudov fenomen u SSc je povezan s ponavljaju¢im ishemija-reperfuzija

dogadajima, pojacanim oksidativnim stresom i dubokom ozljedom tkiva (47, 48).

Patogeneza SSc  ukljucuje nekoliko sloZzenih ~mehanizama povezanih s
mikrovaskularnom fibroproliferativnom lezijom, izmijenjenim urodenim i steCenim imunosnim
odgovorom i nekontroliranim nakupljanjem kolagena i ostalih sastavnica ECM koje
sintetiziraju fibroblasti i aktivirani miofibroblasti u kozi i zahva¢enim organima. Aktivacija
miofibroblasta dokazana je u pericitima i glatkim misi¢nim stanicama krvnih zila, fibroblastima
koji se nalaze u zahvacenim organima i fibroblastima porijeklom iz koStane srzi. Endotel u
mezenhimalnu tranziciju (EMT) bitno je zbivanje koje posreduje vaskularnoj ozljedi u SSc, a
sam EMT potencijalni je izvor aktiviranih fibroblasta kojim se epitelne stanice transformiraju
u fibroblaste (49).



1.2.2. Fibroza

Fibroza u SSc sli¢i procesu cijeljenja rana u kojemu je rezolucijska faza ili neucinkovita ili
se uopée ne dogada. Proces fibroze sastoji se od pretjeranog odlaganja sastavnica

ekstracelularnog matriksa, uz nedovoljnu reapsorpciju (10).

Upalni profibrotski citokini i faktori rasta vode prema aktivaciji fibroblasta. Aktivirani
fibroblasti imaju karakteristiku miofibroblasta, koji su incijalno opisani u cijeljenju rane.
Miofibroblasti su stanice s plasticitetom, koje imaju alfa glatki misi¢ni aktin (engl alpha-smooth
muscle actin, SKR. a-SMA), pozitivna stresna vlakna 1 kontraktilne sposobnosti koji pomazu u
zbrinjavanju i zatvaranju rane. Oni luCe profibrotske medijatore, kao $§to je TGF-B te ECM
sastavnice, kao $to je kolagen, elastin, glikoproteine ( npr. fibronektin, laminin i tenascin) i
proteoglikane. Miofibroblasti u SSc nalaze se u aktiviranom stanju, uzrokuju¢i nekontroliranu
sintezu, odlaganje i remodeliranje ECM proteina §to dovodi do poremec¢enog ECM odlaganja,

stvaranja fibroze i u konacnici zatajenja zahvacenog organa (50).

Samo porijeklo aktiviranih miofibroblasta odgovornih za fibrozu su najve¢im dijelom
lokalni fibroblasti koji se u proupalnom i fibrotskom miljeu pretvaraju u miofibroblaste.
Medutim, bitnu ulogu imaju mezenhimalne progenitorne stanice porijekla iz koStane srzi, kao
Sto su fibrociti i monociti koji putuju u ozlijedeno tkivo i dozivljavaju in situ diferencijaciju u
aktivirane fibroblaste i miofibroblaste. Ne-fibrotske loze stanica, kao §to su epitelne, endotelne
stanice 1 adipociti se takoder mogu diferencirati u miofibroblaste pod utjecajem hipoksije i
TGF-B (51).

U fibrotskom tkivu, normalna arthitektura zamjenjena je velikim, acelularnim, ¢vrstim
vezivnim tkivom, bogatim kolagenom koji je izgubio svoju funkcionalnost. U kozi, dermis koji

se §iri zamjenjuje potkoZzno masno tkivo.

U kozi SSc-bolesnika postoje pretjerani depoziti fibrilarnih kolagena (tip 1 i tip I11), tip Vi
tip VII kolagena i vlakana elastina te poviSene razine enzima koji kataliziraju post-translacijske
promjene kolagena, kao §to su lizil-hidroksilaza i lizil-okisdaza. Takoder, zahva¢ena koza
pokazuje svojstva kolagena koja su karakteristicnija za hrskavicu i kost. Alpha-glatki misic¢ni
aktin- (engl. a-smooth muscle aktin, skr. a-SMA) pozitivni miofibroblasti nakupljaju se i Sire,
a suprotno se dogada limfnim i1 krvnim Zilama, koje dozivljavaju tzv. kapilarno povlacenje.
Smanjena opskrba krvlju vodi progresivnoj tkivnoj hipoksiji koja rezultira poja¢anim

stvaranjem vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor,



skr. VEGF) i ostalih angiogenih faktora. Time dodatno hipoksija i direktno i indirektno, dovodi

do sinteze kolagena i epitelno-mezenhimalnoj tranziciji te pospjesuje fibrozu (52).

1.2.3. Citokinski odgovor u sistemskoj sklerozi

Razvoju pocetnog proupalnog stanja, a u daljnjem tijeku razvoju vaskulopatije i fibroze
kljucnu ulogu imaju citokini tvoreéi proupalno i fibrotsko okruzenje potrebno za razvoj bolesti.

Abnormalne razine citokina kao §to je TGF-, IL-6, IL-10, IL-17, IL-4 i IL-13 nadene su u
serumu i zahvaéenim organima SSc-bolesnika. (53) Monociti i makrofazi uglavnom stvaraju
TGFp, IFN-a, IL-13, TNFa i IL-1 te takoder PDGF, koji su takoder vazni u razvoju fibroze
(54). Imunopatoloski odgovor u SSc je dominantno voden tipom 2 citokina, kao §to u IL-4 i IL-
13, koji su bitni regulatori ECM remodelinga (55). Bitnu ulogu u patogenezi bolesti ima

interferon tip I, uz prepoznatljivi tzv. ,,interferonski potpis* u ranoj fazi bolesti (56).

Interferon tip |

Interferoni su citokini koji se uglavnom sintetiziraju kao odgovor na virusne i mikrobne
infekcije te je njihova najvaznija karakteristika nespecifino inhibiranje rasta virusa
inducirajudi tzv ,,antiviralno stanje* u stanicama. Dijele se na 3 tipa: tip I koji ukljucuje IFNa 1
IFNB, tip II koji ukljucuje IFNy i tip III koji ukljucuje IFNA (57).

Interferon tip I (T1IFN) vrlo je tesko izmjeriti koristeéi se tradicionalnim metodama kao §to
je ELISA, zbog vrlo male koli¢ine koja se nalazi u cirkulaciji, stoga se ranije u istrazivanjima
mjerila razina ekspresije interferonom stimuliranih gena (ISG) §to se zajednicki nazivao tzv.
»interferonski potpis® (58). Ovaj pristup koristio u istrazivanju TIIFN u sistemskom
eritemskom lupusu (SLE) i u SSc. (59).

Vise studija potvrdilo je u pojacanu ekspresiju tip I interferonom-induciranih gena u
cirkuliraju¢im krvnim stanicama i u zahva¢enom plu¢nom tkivu SSc bolesnika. Zanimljivo,
bolesnici s pozitivnim anti-SSB protutijelima imaju vise razine T1IFN u odnosu na bolesnike s
negativnim protutijelima. Ostala protutijela vezana uz interferonski potpis su anti-U1-RNP i
ATA (60). Interferonski potpis naden je u najranijoj fazi SSc, prije razvoja fibroze, sugerirajuci
da je upravo to najraniji dogadaj u SSc patogenezi (61). T1IFN je takoder ukljucen u proces

vaskularnog remodeliranja u SSc pridonoseci krvozilnoj propusnosti putem suprimiranja Fli 1



(engl. friend leukemia integration 1 transcription factor) i vaskularnog endotelnog kaderina u

endotelnim stanicama i fibroblastima, §to je takoder znacajka rane faze bolesti (62).

Interleukin 6

IL-6 ima bitnu dvojnu ulogu u imunopatogenezi SSc, u vaskularnom ostecenju i u fibrozi.
U ranoj fazi bolesti IL-6 sudjeluje u vaskularnoj endotelnoj aktivaciji i u apoptozi, vodeci k
otpustanju DAMP-ova (engl. damage-associated molecular patterns) koji odrzavaju upalu i
autoimunost. Takoder utjeCe na diferencijaciju miofibroblasta, inhibira lucenje
metaloproteinaze matriksa i aktivira fibroblaste (63).

U in vitro istrazivanju kultivirani su fibroblasti SSc-bolesnika s i bez IL-6 antitijela.
Koncentracija prokolagena tip I bila je niza u onih s IL-6 antitijelima, §to ukazuje da produkcija
ECM je ovisila o IL-6 inhibiciji (64).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na povezanost IL-6 i rane faze bolesti te u bolesnika s

pluénim promjenama vezanim uz SSc (65).

Interleukini 4 i 13

Th-2 citokini, IL-4 i IL-13, imaju bitnu ulogu u fibrotskom procesu u SSc. PoviSene razine
IL-4 i IL-13 nadene su u serumu SSc-bolesnika, a kemokin CXCL4 koji promovira njihovu
sintezu znacajno je poviSen u SSc-bolesnika te je nadena povezanost s ve¢im stupnjem fibroze
pluc¢a i brze progresije fibroze koze (66). IL-4 i IL-13 su dokazani profibrotski citokini u
mnogim in vivo i in vitro istrazivanjima, stimulirajuéi proliferaciju fibroblasta, diferencijaciju
u miofibroblaste i produkciju kolagena tip I te uzrokujuci diferencijaciju makrofaga prema M2

profibrotskom tipu (67).

Pretvorbeni ¢imbenik rasta beta (TGF-f3)

Pretvorbeni ¢imbenik rasta beta (TGF-fB) primjer je multifunkcionalnog citokina i klju¢ni
regulator remodeliranja i sinteze ECM. Osobito TGF-B izoforme imaju sposobnost induciranja
i ekspresije ECM proteina u mezenhimalnim stanicama i stimuliraju produkciju proteaznih

inhibitora koji sprjecavaju razgradnju ECM proteina (68).
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U SSc ekspresija tipa | i tipa Il TGF-B receptora na fibroblastima je povecana,
sugerirajuc¢i kako je latentna TGF-P aktivacija u SSc rezultat autokrine TGF-f aktivacije u
senzitiziranoj stanici (53). TGF-B signalizacija regulira ekspresiju gena uglavnom kroz
aktivaciju Smad transkripcijskih faktora, premda nekaskadni oblik aktivacije takoder postoji
(tzv. ne-Smad put).

U SSc prisutna je aktivacija i deregulacija oba puta, vodeéi ka pojacanoj regulaciji i
sintezi tip | kolagena u fibroblastima (69). TGF-B1, TGF-BR1 i TGF-BR2 razine ekspresije su
povisene u bioptatu koze SSc bolesnika u odnosu na zdrave kontrole (70).

Osim u fibrozi, TGF-B ima bitnu ulogu i u vaskulopatiji kao inicijalnom dogadaju u SSc.
TGF-B je potentni inhibitor proliferacije i diferencijacije endotelnih stanica te sudjeluje u
indukciji diferencijacije pericita, produkciji bazalne membrane i aktivaciji VEGF putem
inhibiranja Angl ekspresije u pericitima i fibroblastima, uzrokujuéu vaskularno curenje i

pocetnu edematoznu fazu u SSc (71).

Interleukin 17

Interleukin 17 je obitelj citokina koji se sastoje od 6 strukturno povezanih citokina (IL-
17A do IL-17F). IL-17A klju¢ni je citokin u obrani domac¢ina od mukozalnih infekcija. Njegov
glavni u¢inak u nehematopoetskim stanicama je induciranje akutnog odgovora sli¢nog
urodenoj imunosnoj obrani. Temeljna funkcija IL-17 je indukcija kemokina (CXCL1, CXCL2
i CXCLS8) koji privlace mijeloidne stanice poput neutrofila na mjesto infekcije ili ozljede. IL-
17 takoder inducira IL-6 i ¢imbenika stimuliranja kolonija makrofaga (engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor, skr. GM-CSF), citokina koji promoviraju mijeloid-
vodenu urodenu imunost (72). Medutim, u sluc¢aju kroni¢ne aktivnosti IL-17A pokazao se i
kao proupalni citokin u mnogim autoimunosnim i upalnim bolestima (psorijaza, seronegativni
spondiloartritis, multipla skleroza itd.), uz naglasak na tzv. IL-23/17 spregu kao glavni pokreta¢
razvoja patoloske upale (73,74).

Uloga IL-17 u SSc nije jos uvijek u potpunosti razjaSnjena. Povisene razine mRNA IL-
17A ekspresije i Thl7-limfocita nadeni su perifernim limfocitima i zahvacenoj kozi SSc-
bolesnika (75).

U animalnim istrazivanjima potvrden je profibrotski ucinak IL-17A. Koriste¢i se
bleomicin-misjim modelima (skr. BLM) sklerodermije pokazana je znatno viSa razina

cirkuliraju¢ih Th17-limfocita u kozi 1 plu¢ima, kao i viSe serumske razine IL-17A, TGF-B1 1
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IL-6. Takoder, IL-17A znatno je ubrzavao proliferaciju plu¢nih fibroblasta i ekspresiju
kolagena tip | (76).

U istrazivanju u kojemu je skupina autora koristila dva razli¢ita tipa mi§jih modela
(BLM 1 ,,chronic graft-versus-host disease” (cGVHD)-miSevi), nadena je poviSena aktivnost
IL-1 1 IL-17 koja je korelirala s IL-6 i TNF-a aktivnosti, ali ne i TGF-f, a in vitro ispitivanje
pokazalo je sinergisticko djelovanje IL-1 i IL-17 u produkciji misjih i ljudskih fibroblasta koze
(77).

Kod in vitro istrazivanja koriste¢i se ljudskim fibroblastima ucinak IL-17 nije u
potpunosti jasan.

Brembilla i sur u svom istrazivanju pokazali su da Th-17 limfociti pojacavaju u in vitro
fibroblastima proupalni odgovor istodobno inhibiraju¢i produkciju kolagena, uz zakljuc¢ak da
je IL-17 u SSc povisen kao rezultat u¢inka autoimunosti, a ne kao rezultat fibroze (78).

Yang i skupina koautora pokazali su da u kozi bolesnika s ranom SSc postoji pojacana
infiltracija proupalnih stanica, ukljucujuéi IL-17+ i Foxp3+ limfocita. U serumu nadene su
povisene razine Th17-limfocita kao i IL-17 koje su korelirale sa aktivno$¢u bolesti. U in vitro
istrazivanju IL-17 porijekla iz SSc-bolesnika poticao je rast fibroblasta i produkciju kolagena,
a IL-17 neutralizirajuca protutijela u¢inkovito su blokirala produkciju kolagena (79).

Nakashima i sur su u svom radu prikazali povisene razine IL-17 u zahvacenoj kozi i
serumu, a ekspresija IL-17R tip A u SSc-fibroblastima znaéajno je snizena u odnosu na
fibroblaste zdravih kontrola posljedi¢no intrizicnoj TGF-B1 aktivaciji u tim stanicama. IL-17A
je reducirao ekspresiju proteina al(I) kolagena i Cimbenika rasta vezivnog tkiva §to upucuje na
to da IL-17A signalizacija ima antifibrotski efekt (80).

Vettori i sur pokazali su u svom in vitro istrazivanju poja¢anu produkciju IL-17A kada
su limfociti-T i autologni fibroblasti iz koze SSc-bolesnika kokultivirani te opisali da IL-17A
ima ulogu inhibicije profibrotskih gena uz izraZeni proapoptotski ucinak u kokultiviranim

autolognim fibroblastima koze (81).

Dufour i sur pokazali su na modelu koristeci se keratinocit-fibroblast inerakcijom, da je
IL-17A potentni antifibrotski faktor koji djeluje suprotno od TGF-f i smanjuje odlaganje ECM,

ali promovira proupalni odgovor (82).

Povecana ekspresija IL-17 MRNK nadena je u nestimuliranim limfocitima periferne
krvi 1 limfocitima iz zahvacane koze i1 plu¢a SSc-bolesnika §to je osobito povezano sa ranim

stadijem bolesti (83).
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Interleukin 22

Interleukin 22 (I1L-22) pripada obitelji IL-10 citokina, a njegovo djelovanje prisutno je
u raznim tkivima, kao $to su crijeva, pluca, jetra, bubrezi, koza, gusSteraca i sinovija. Za razliku
od drugih citokina, koji pretezno imaju uc¢inak na hematopoetske stanice, njegov glavni u¢inak
je na nehematopoetske epitelne i stromalne stanice gdje promovira proliferaciju i regeneraciju
tkiva (84). Signalizacija IL-22 esencijalna je u popravku koze kao medijatora izmedu
imunosnih stanica i fibroblasta, inducirajuci signalizaciju u fibroblastima koji reguliraju ECM

produkciju i diferencijaciju miofibroblasta (85).

Povecana transkripcija IL-22 nadena je u kozi SSc-bolesnika i u limfocitima koji
infiltriraju zahvacéenu kozu (86).

IL-22-produciraju¢i T-limfociti nadeni su poviSeni u SSc- bolesnika, najizrazajnije kod
bolesnika sa zahvac¢anjem pluca u sklopu bolesti (87).

IL-22 omogucuje u SSc- fibroblastima odgovor na TNF 1 ima znaajnu ulogu u

keratinocit-fibroblast interakciji koja pridonosi proupalnom odgovoru i aktivira fibrozu koze

(88).

1.3. Klini¢ka slika sistemske skleroze

Sistemska skleroza je prototip viSesustavne fibrotske bolesti s vaznim komplikacijama koji su

takoder posljedica vaskulopatije 1 upale (89).

1.3.1. Vaskularne manifestacije bolesti
Jedno od osnovnih obiljezja SSc te najceSce prvi simptom koji moze Cak 1 desetlje¢ima

prethoditi punoj klinickoj slici bolesti je Raynaudov fenomen (90).
Raynudov fenomen

Raynaudov fenomen (RyF) (Slika 1.) je simetri¢ni tranzitorni vaskularni dogadaj u kojemu prsti
mijenjaju boju (bljedilo, cijanoza i1 hiperemija ponovnog punjenja krvnih Zzila) kao posljedica
izlaganja hladno¢i ili emocionalnom stresu. Dijeli se na primarni RyF (nastao kao poremecaj
termoregulacije posljedi¢no pretjeranom normalnom odgovoru na temperaturu) i sekundarni

RYF (uz pridruzenu bolest koja utjece na vaskularnu reaktivnost) (47).
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Slika 1. Primarni Raynaudov fenomen

(izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju, KBC Osijek)

Sekundarni Raynaudov fenomen najces¢i je simptom SSc. Podatci iz EUSTAR baze
pokazali su da je u prosjeku vrijeme izmedu pocetka RyF i prvog ne-RyF simptoma ili znaka
SSc u 1kSSc oko 4,8 godina, a u dkSSc oko 1,9 godina. Svim bolesnicima (IkSSc i dkSSc)
prosjek godina kada je zapoceo RyF bio je priblizno 42,9 godina. Svega 4% bolesnika
ukljucenih u bazu (148 bolesnika/3346 bolesnika) nije imao RyF premda je ispunjavao ACR
kriterije za dijagnozu SSc (91).

Digitalne ulceracije i oZiljkaste promjene vrsaka prstiju

Digitalne ulceracije (DU) i oziljkaste promjene vrsaka prstiju (Slika 2.) mogu nastati kao
posljedica mehanickog (npr. kao posljedica kalcinoze) ili ishemijskog fenomena (npr. kao
posljedica RyF). Pojavnost im je oko u 32-58% SSc bolesnika te su ¢es¢e u bolesnika s dkSSc
(9). Oko 73% SSc bolesnika ¢e unutar pet godina od prve pojave simptoma koji nije RyF razviti
prvi DU, a 43% bolesnika ¢e razviti unutar prve godine od pojave ne-RyF simptoma (92).

Digitalne ulceracije vrlo tesko cijele, uz procjenu da je u prosjeku ,,¢istim*, ishemijskim
DU (bez kalcinoze) potrebno oko 76,2 dana, a kalcinozom uzrokovanih DU oko 93,6 dana.
Karakteristike DU vezane uz odgodeno cijeljenje su prisutnost fibrina, suha ili mokra nekroza,
eshar, gangrena i ogoljenje kosti ili tetive te infekcija i osteomijelitis u podrucju DU (93). Uzrok
su smanjene kvalitete Zivota bolesnika, povecavaju ucestalost hospitalizacija, kardiovaskularno
pogorsanje i smanjuju prezivljenje (94).

Slikovne metode koje se koriste za procjenu vaskularne strukture i funkcije u bolesnika

s postojecom SSc ili sumnjom na bolest su videokapilaroskopija, kao glavna metoda za
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procjenu mikrozilja, potom laser doppler slikovne metode, infracrvena termografija,
ultrazvuéni doppler, digitalna suptrakcijska angiografija (DSA), MR/CT angiografija za

procjenu makrozilja (93).

&

Slika 2. Raynaudov fenomen i DU u SSc

(izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju KBC Osijek)

U SSc bolesnika periferna vaskulopatija moze napredovati u kriticnu ishemiju i
gangrenu. Koriste¢i se EUSTAR bazom podataka, uoceno je da oko 8,9% ukljucenih bolesnika
ima anamnezu digitalne gangrene, a 42,7% ima pozitivhu anamnezu za DU, uz zakljucak da je

rizik za razvoj gangrene kod bolesnika sa DU dkSSc tip bolesti i duze trajanje bolesti (95).

1.3.2. Zahvacéanje koZe u sistemskoj sklerozi

Zadebljanje koze specifican je simptom SSc. S obzirom na prosirenost dijeli se na 2
velika subtipa - limitirani oblik (zadebljanje koze distalno od koljena i laktova) te difuzni oblik
(zadebljanje moze zahvatiti sve dijelove koze). Poseban entitet je SSc bez zahvacanja koze, tzv.
SSc sine scleroderma, s mogu¢im zahvacanjem unutarnjih organa uz pozitivitet za protutijela
karakteristi¢na za SSc (1,96).

Zahvacanje koZe ima 3 faze: edematozna, indurativna i atroficna. Nakon inicijalne faze
koja moze razli¢ito dugo trajati i karakterizirana je tjestastim edemom, dolazi do zadebljanja

koze, koja kao posljedica ponavljanih ishemic¢nih kriza u konacnici vodi atrofiji (97).

U dkSSc Raynaudov fenomen pojavljuje se Cesto, gotovo istodobno, sa zadebljanjem

koze.
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Dermalna induracija ¢esto je povezana s hipo i hiperpigmentacijskim promjenama (tip
,»sol-papar®) (Slika 3.) te teleangiektazijama koje su najcesCe prisutne na licu i trupu.
Zadebljanje koZze lica dovodi do izgleda tzv. ,lica poput maske®, uz uSiljeni izgled nosa te
prisutnu mikrostomiju (Slika 4.). U ranom stadiju dkSSc prsti su vretenasto oteceni,
edematozni, a kako bolest napreduje koza postaje indurirana i tanka, uz pojavu DU te postepeno

razvoj kontrakture prstiju — sklerodaktiliju (Slika 5.).

Kako atrofija napreduje moze se razviti destrukcija kosti 1 skrac¢enje distalnih falangi

(akroosteoliza) (98).

Slika 3. Sjajna, zategnuta koza, hipo i hiperpigmentacijske promjene

(izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju KBC Osijek

Slika 4. Mikrostomija, usiljeni izgled lica Slika 5. Sklerodaktilija
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Slika 6. Kalcinoza u podrucju pazuha

(izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju KBC Osijek)

Za procjenu zadebljanja koZe te pracenja progresije zadebljanja najceSce se upotrebljava
modificirani Rodnanov kozni test (engl. modified Rodnan skin score, skr. mRSS). Palpacijom
se odreduje zadebljanje koZe na 17 razli¢itih mjesta na tijelu pomocu skale od 0 do 3 (0-nema
zadebljanja; 3-vrlo zadebljana koza). mRSS dobar je pokazatelj progresije SSc, a prikladan je

za klinicku praksu 1 ispitivanja.

Postoje brojna objektivna i subjektivna ogranicenja ispravne procjene mRSS (npr.
atrofija koze u kasnom stadiju, edematozna faza — obje se ocjenjuju sa 0) te je korelacija mRSS
sa organskom zahvadenosti bolja u ranom stadiju bolesti buduci da se vriemenom gubi klasi¢na

slika otvrdnuca koze (101,102).

1.3.3. Zahvaéanje miSi¢no-koStanog sustava u sistemskoj sklerozi

Misi¢no-kostano zahvacanje vrlo je Cesta manifestacija SSc. Najc¢es¢i simptomi postojece
miopatije je bolnost misi¢a i miSi¢na slabost koja se naj¢es¢e manifestira slaboS¢u proksimalne
skupine mi$i¢a, medutim moguce je zahvacanje i distalnih misi¢a. MiSi¢na slabost prijavljena
je od strane ordinirajucih lijecnika u 18,9% bolesnika s 1kSS te 33,5% bolesnika s dkSSc koji
su ispunjavali ACR kriterije za dijagnozu SSc. U SSc karakteristicno nema zahvacanja
respiratornih misic¢a (ukoliko su isti zahvaceni, najvjerojatnije je prisutno preklapanje SSc i
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polimiozitisa/dermatomiozitisa). Koriste¢i se EUSTAR bazom podataka nadena je povezanost
izmedu pojave krepitacija pri motilitetu zahvacanih tetitva (engl. tendon friction rub) i pojave
miopatije. Takoder je nadena povezanost izmedu miopatije i pojavnosti miokarditisa i
disfunkcije lijeve klijetke srca u SSc-bolesnika (103,104).

Zahvacanje zglobova najceS¢a je misSiéno-koStana manifestacija bolesti. Moze se
prezentirati tendinopatijom, kontrakturom zgloba, artralgijama, neerozivnim artritisom malih
zglobova Saka, ruc¢nih zglobova, koljena i gleznja, medutim opisani su i slucajevi erozivnog

artritisa u SSc (98).

Koriste¢i se EUSTAR bazom podataka uoc¢eno je kako bolesnici sa sinovitisom i ranom
bolesti (trajanje ne-RyF simptoma <3 godine) imaju veéu moguénost opseznijeg zahvacanja
koze. Takoder bolesnici sa sinovitisom neovisno o duljini trajanja bolesti imaju ve¢u moguénost
razvoja PaH 1 miozitisa. Tendinopatija je ¢eS¢a u dkSSc te je povezana uz teSke vaskularne,

misiéne 1 bubrezne manifestacije bolesti kao 1 nizi stupanj prezivljenja (105).

1.3.4. Zahvacanje pluca u sistemskoj sklerozi

Plu¢na hipertenzija (PH) 1 intersticijska bolest plu¢a (IBP) su najceSce plucne
manifestacije SSc. Trenutno IBP je vodeci uzrok smrti u SSc bolesnika (10-godi$nja smrtnost
do 40%). Oko dvije tre¢ine SSc-bolesnika razviju IBP, dok je PH prisutna u oko 20% SSc
bolesnika koja je najceSce pridruZena teSkoj plu¢noj bolesti, medutim moze biti izolirana

manifestacija bolesti (107).

Intersticijska bolest pluca

Intersticijska bolest plu¢a moze biti radiololoski i/ili histopatoloski klasificirana kao
nespecifi¢na intersticijska pneumonija (NSIP), koja je ujedno i najc¢esci oblik SSc-IBP, potom
uobicajena intersicijska pneumonija (UIP), difuzno alveolarno oStec¢enje, organizirajuca

pneumonija i limfocitna intersticijska pneumonija (108).

Dijagnoza se postavlja na temelju nalaza kompjuterske tomografije visoke rezolucije
(engl. high resolution computed tomography, skr. HRCT) (Slika 7.), a moze biti pracen
normalnim ili patoloskim nalazom testova plu¢ne funkcije (forsirani vitalni kapacitet, skr. FVC
i difuzijski kapacitet za uglji¢éni monoksid, skr. DLCO) koji mogu pokazivati znakove restrikcije
(109).
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Rizi¢ni ¢imbenici za razvoj SSc-IBP su pozitivna ATA protutijela, potom difuzni tip
bolesti (dkSSc), africko-ameri¢ko porijeklo, visi mRSS, povisen kreatinin i kreatin-Kinaza
(CK), hipotiroidizam i znakovi zahvacanja srca. Rizi¢ni ¢imbenici za progresiju bolesti su
difuzna bolest u odnosu na limitiranu, trajanje bolesti dulje od 5 godina, zahvac¢anje plu¢nog

parenhima > 20% na HRCT, FVC<70% i ATA pozitivitet (110).

Klinicka slika moze varirati od asimptomatske, osobito u pocetku bolesti, do
simptomatske, uz simptome kao $to su dispneja (prvobitno u naporu, a kasnije i u mirovanju),
neproduktivni kaSalj i umor. Fizikalni pregled moZe pokazati auskultacijom pluca inspiratorne

krepitacije, tzv. velcro krepitacije.

Slika 7. NSIP uzorak u SSc na HRCT-u pluc¢a

(izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju KBC Osijek)

Pluc¢na hipertenzija
Pluéna hipertenzija opisuje heterogenu skupinu bolesti karakteriziranu povecanim

srednjim pluénim arterijskim tlakom.

Pet podskupina je opisano: 1. plué¢na arterijska hipertenzija (PaH), 2. PH uslijed bolesti
lijeve strane srca, 3. PH uslijed bolesti pluca i/ili hipoksije, 4. PH zbog opstrukcije plu¢ne

arterije. 5. PH s nejasnim ili viSeCimbeni¢nim mehanizmima (112).

Plu¢na arterijska hipertenzija je karakterizirana progresivnom vaskulopatijom pluéne

arterije koja povecava pluéni vaskularni otpor i pluéni arterijski tlak, vode¢i k pojacanom
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optere¢enju desne strane srca uz disfunkciju desne klijetke te u konacnici sréanom popustanju
(113).

S obzirom na loSu prognozu bolesti (3.-godi$nje prezivljenje u bolesnika sa SSc-PaH je

svega 52%) rana dijagnoza je kljucna za lijeCenje 1 sprjeCavanje progresije bolesti.

U tu svrhu smisljen je tzv. ,DETECT algoritam* kao dokazani multimodalni pristup za

detekciju bolesnika sa ranim stadijem PaH.

Prvi korak je procjena rizicnog bolesnika na temelju vrijednosti FVC, DLCO,
vrijednosti serumske razine uri¢ne kiseline i N terminal inaktivnog pro-B tip natrijuretskog
peptida (nt-pro-BNP), prisutnost teleangicktazija i ACA pozitivitet te desna elektri¢na 0S na
elektrokardiogramu (EKG). Drugi korak je ultrazvuk srca, a tre¢i korak je desnostrana

kateterizacija srca, kao zlatni standard u kona¢noj dijagnozi PaH (114,115).

1.3.5. Zahvaéanje bubrega u sistemskoj sklerozi

Skleroderma renalna kriza (SRK) definirana je razvojem mikroangiopatije uz ubrzani
razvoj hipertenzije i progresivne akutne bubrezne ozljede. Neki oblici SRK su normotenzivni s

izrazito loSim ishodom bolesti (116).

Skleroderma renalna kriza rijetka je manifestacija bolesti, zahvac¢a od 5 do 15% SSc-
bolesnika, u zadnjih godina incidencija SRK smanjila se za 2,4. Prediktivni ¢cimbenici za razvoj
SRK su anti-RNApoli3 pozitivitet, dkSSc, tendinopatija, artitis i lijeCenje glukokortikoidima.
LijeCenjem SRK inducirane hipertenzije inhibitorima angiotenzin-konvertaze (ACEI)
poboljsani su ishodi lijeenja, medutim ACEI ne sprjecavaju razvoj SRK te moguce Cak

povecavaju mortalitet uzrokovan SRK (117).

1.3.6. Zahvacanje srca u sistemskoj sklerozi

Zahvacanje srca u SSc relativno je cesta manifestacija bolesti, Cesce je asiptomatska, dok
klinicki evidentna bolest ima lo$ ishod i uzrok je smrti u oko 30% SSc-bolesnika.
PatoloSke promjene u SSc mogu zahvatiti sve strukture srca pa su na autopsijama SSc-

bolesnika nadene promjene u obliku fibroze srca, ukljucujuéi fibrozu provodnog sustava,
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upalne promjene miokarda, patologija zalistaka, promjene na perikardu i perikardijalni izljevi.
Mikrovaskularne promjene najvjerojatnije su posljedica vaskulopatije mikrozilja koja se
opisuje kao src¢ani Raynaudov fenomen. Fibroza srca u SSc je prisutna u obje klijetke i neovisna
je o zahvacanju koronarnih arterija (102,118).

Koriste¢i se EUSTAR bazom podataka uoceno je da je 26% uzroka smrti posljedica
zahvacanja srca, dok su aritmije, koje su ujedno opisane kao i najcesc¢a sré¢ana manifestacija

bolesti, bile uzrokom smrti u 6% SSc bolesnika (109).

1.3.7. Zahvaéanje probavnog sustava u sistemskoj sklerozi

Probavni sustav je drugi po ucestalosti zahvacéeni organski sustav u SSc bolesnika. Moze

biti zahvaceni bilo koji dio probavnog sustava, od usne Supljine do anorektuma.

Najveca je incidencija u osoba izmedu 44 1 55 godine te je 5 puta ¢eS¢a u Zena u odnosu
na muske bolesnike. Zahvacanje jednjaka prisutno je u oko 90% SSc bolesnika (u obliku
refluksnog ezofagitisa, ezofagealnih striktura, Barettovog jednjaka) uz simptome poput
zgaravice, podrigivanja, osje¢aja punoce, otezanog gutanja. SSc bolesnici takoder pate od
hipomotiliteta tankog crijeva, potom bakterijskog prerastanja tankog crijeva (engl. small
intestinal bacterial overgrowth, skr. SIBO) koje moZe voditi k malapsorpciji 1 malnutriciji,
uzrokujuci stopu smrtnosti oko 50%. Ucestale su i fekalne inkontinencije (120,121)

Promjene koje nastaju najceSce su posljedica fibroze, upale 1 miSiéne disfunkcije te
neurogenog oStecenja, medutim postoje i vaskularne manifestacije zahvacanja probavnog
sustava kao $to su gastri¢na antralna vaskularna ektazija (GAVE) i telengiektazija probavnog

sustava, nastale kao posljedica difuzne vaskulopatije koja zahvaca i probavni sustav (122).

1.3.8. SICCA sindrom u sistemskoj sklerozi

Suho¢a sluznica, osobito kserostomija, jedno je od simptoma koji prate SSc. Procjenjuje
se da oko 40% bolesnika boluje od kserostomije koja moze nastati kao posljedica fibroze
zlijezda slinovnica (u 58% slucajeva) ili pridruzenog Sjégrenova sindroma (skr. SS; u oko 23%
bolesnika u bioptatu zlijezde slinovnice imalo je i prisutan limfocitni sijaladenitis). Reducirana
produkcija sline ¢eSc¢a je uz pojavu pozitivnih anti-SS protutijela te je povezanost nadena s

aktivnosti 1 tezini bolesti u dkSSc (123).
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1.4. Dijagnoza sistemske skleroze

Dijagnozu SSc je lako postaviti u uznapredovaloj bolesti, kada je prisutno tipi¢no
zadebljanje koze, specifi¢na protutijela te znakovi zahvacanja unutarnjih organa, medutim rana
dijagnoza i dalje ostaje izazov, kada su tipi¢ni znakovi i simptomi bolesti odsutni. Najraniji
znakovi bolesti su Raynaudov fenomen i vretenasto otecene ruke. Podatci iz kanadske baze
podataka pokazali su da je dijagnoza SSc odgodena za 6,1 godina od pocetka RyF, a 2,7 godina
od pojave ne-RyF simptoma (124).

Dijagnoza sistemske skleroze postavlja se na temelju vazeéih ACR (American college of
rheumatology)/EULAR (European league against rheumatism) Klasifikacijskih kriterija, uz
osjetljivost 0,91 1 specificnosti 0,92. Zadebljanje koze prstiju obiju Saka proksimalno od
metakarpofalangealnih zglobova (9 bodova), vretenasto oteCeni prsti (2 boda), sklerodaktilija
(4 boda), teleangiektazije (2 boda), digitalne ulceracije (2 boda), oziljkaste promjene vrSaka
prstiju (3 boda), zahvacanje pluca - IBP ili PAH (2 boda), abnormalan kapilaroskopski nalaz (2
boda), RyF (3 boda) te SSc-specifi¢na protutijela (3 boda) ulaze u klasifikacijske kriterije, a
zbroj od 9 ili viSe upucuje da bi bolest trebala biti klasificirana kao SSc (125).

1.4.1. Protutijela specifi¢na za sistemsku sklerozu

Anti-topoizomeraza protutijela (ATA), anticentromerna protutijela (ACA) i anti-RNA
polimeraza Il protutijela (anti-RNA-pol3) su klasi¢na protutijela karakteristina za SSc te su
stoga uvrStena u ACR/EULAR Kklasifikacijske kriterije iz 2013. godine za dijagnozu SSc (125).

Prevalencija ACA u SSc bolesnika je od 20-57,8% (osjetljivost 33%, specifi¢nost 93%) te
su ¢eS¢a u 1kSSc, sa vodecim simptomima vaskulopatije 1 povezuju se uz bolju prognozu
bolesti. Prevalencija ATA u SSc bolesnika je izmedu 14-71% (osjetljivost 24%, specifi¢nost
99,6%) te su ¢eS¢a u dkSSc uz izrazeniju fibrozu koze i teze zahvacanje organa (osobito pluca-
IBP) te je povezana s nizom stopom prezivljenja i losijim ishodima bolesti. Anti-RNA-pol3
protutijela imaju prevalenciju u 4-20% SSc bolesnika (osjetljivost 16%, specificnost 95,5%), a
njihova pojavnost povezana je sa zahva¢anjem misi¢no-kostanog sustava, GAVE, IBP, PAH i

SRK te prate¢im malignim bolestima (126).

Medu ostalim protutijelima koje se mogu na¢i u SSc su protutijela na ribonuklearne proteine

(anti-U3-RNP/anti-fibrilarin, anti-U1-RNP, anti-U11/U12-RNP), protutijela na nukleolarne
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antigene (anti-Th/To, anti-NOR 90, anti-Ku, antiRuvBL1/2 i anti-PM/Scl), medutim manje su

osjetljivosti 1 specifi¢nosti te stoga nisu uvrsteni u klasifikacijske kriterije (127).

Pozitivna antinuklerna protutijela (ANA) prisutna su u vise od 90% bolesnika te premda
nisu uvrstena u klasifikacijske kriterije imaju veliku dijagnosticku vaznost za dijagnozu vrlo
rane SSc. Istrazivanje je pokazalo da kod bolesnika koji imaju isklju¢ivo RyF kao simptom,
prisutnost ANA i SSc-specifi¢nih protutijela su najjaci nezavisni prediktor definitivnog razvoja
SSc te su takoder biomarker razvoja teskog mikrovaskularnog oSte¢enja zabiljeZenog na
kapilaroskopiji. Negativna ANA ne iskljucuje dijagnozu SSc; opisana je u oko 5-7% bolesnika,

najc¢esce muskaraca, uz zahvacanje donjeg probavnog sustava i tezi tijek bolesti (128).

1.4.2. Kapilaroskopija

Strukturne mikrovaskularne pormjene jedno su od glavnih obiljezja SSc 1 mogu biti
prikazane neinvazivnom metodom kapilaroskopije lezista nokta (engl. nailfold
videocapillaroscopy, skr. NVC). Uredaj koji je zlatni standard za prikazivanje promjena je
digitalni kapilaroskop koji kombinira mikroskop s digitalnom videokamerom. Slike se mogu
opisivati kvalitativno (prepoznavanje uzorka koji se Klasificira kao sklerodermijski) i

kvantitativno (kapilare se procjenjuju po koli¢ini, odnosno po 1 mm) (129).
Cutolo i sur predlozili su podjelu sklerodermijskog uzorka na 3 stadija:

1. rani (po koja dilatirana kapilara, jedna megakapilara i moguce tek nekoliko hemoragija)
(Slika 8.),

2. aktivni (brojne megakapilare, uz reduciranu gustocu za 20-30% 1 blaZa dezorganizacije

vaskularne arhitekture) (Slika 9.) i

3. kasni (znatna redukcija u broju, uz avaskularna podrucja, pojedina¢ne megakapilare i

krvarenje, grmolike kapilare kao znak neovaskularizacije) (Slika 10.) (130).

Kapilaroskopske promjene u SSc mogu se uociti vrlo rano u bolesti, stoga su uvrStene u
klasifikacijske kriterije za dijagnozu SSc. Pokazano je da ¢ak 32% rizi¢na ispitanika s prisutnim

kapilaroskopskim promjenama u razdoblju od 31 mjeseca progrediraju u SSc (124).
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Slika 8. Rani sklerodermijski uzorak Slika 9. Aktivni sklerodermijski uzorak

Slika 10. Kasni sklerodermijski uzorak

(Izvor: Zavod za reumatologiju, kl. imunologiju i alergologiju KBC Osijek)

1.5. Lijecenje sistemske skleroze

Prije uvodenja terapije klju¢no je uciniti procjenu aktivnosti bolesti te ustanoviti koji su
organi aktivno zahvaceni bole$¢u, potom procijeniti rizike i sigurnosni profil planirane terapije.
LijeCenje bi trebalo imati za cilj lijeCenje aktivnih organ-specifi¢nih komplikacija kojih je

najcesce vise (131).

1.5.1. Imunosupresijski lijekovi

Posljednjih godina sve se vise razli¢ite imunosupresivne terapije primjenjuje u lijecenju
razli¢itih manifestacija SSc. Tako, na primjer, ciklofosfamid (CIK), mikofenolat-mofetil
(MMF) i azatioprin (AZA) koriste se za lijeCenje zahvacenih pluca (IBP) i koze, a metotreksat
(MTX) kod zahvacéanja koze (98). Takoder je sve raSirenija uporaba bioloSke terapije.
Tocilizumab (IL-6 inhibitor) pokazao se u¢inkovitim u sprjeavanju progresije fibroze koze,
sprjecavanju pogorSanja FVC u bolesnika sa IBP, te kod artitisa i miozitisa vezanog uz SSc.
Abatacept (CTLA-4 inhibitor) se pokazao uspjesnim u smanjenju mRSS kod koznih
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manifestacija, anifrolumab (T1IFN-inhibitor) je u bioptiranoj SSc kozi smanjio razinu
transkripcije fibrotskih gena. Rituksimab (B-stani¢ni CD20 inhibitor) ve¢ je u Sirokoj uporabi
u SSc te je pri uporabi dokazano smanjenje mRSS kod fibroze koze, zaustavljanje progresije
IBP, koristi se u SSc-miozitisa i artitisa, te za rezoluciju kalcinoza. Dovrsena je faza I koja
ispituje ucinkovitost IL-17A inhibitora (brodalumaba) u terapiji SSc, potom inhibitora IL-4/13
te drugih blokatora, poput inhibitora kostimulacije B-limfocita (132,133).

Od ostalih lijekova, JAK2 (Janus-kinaza 2) inhibitori u po¢etnim ispitivanjima pokazali su

ucinkovitost u smanjenju fibroze koze te zaustavljanju progresije fibroze pluca (134).

1.5.2. Vazoaktivni lijekovi

Blokatori kalcijskih kanala su lijekovi koji su najéeS¢e u uporabi za lijeCenje DU.
Fosfodiesteraza-5 (PDE-5) inhibitor, bosentan, je odobreni anatgonist endotelnih receptora
(ERA) za lije¢enje DU. Analog prostaciklina (iloprost) koristi se za teski oblik RyF i ishemijske
ulkuse u SSc. Za lijeCenje RYF u uporabi je fluoksetin, a statini su se takoder pokazali korisni
u cijeljenju DU. Za lijecenje PaH u uporabi su lijekovi koji djeluju na prostaciklinski put
(epoprostenol, treprostinil, iloprost beraprost, seleksipag), lijekovi koji djelujuju na endotelni
put (ERA: bosentan, macitentan i ambrisentan) 1 lijekovi koji djeluju na put duSi¢nog
monoksida (sildenafil i tadalafil). Riciguat, uz svoja antifibrotska svojstva, ima takoder

vazoaktivna svojstva (135).

1.5.3. Antifibrotski lijekovi

Odobreni antifibrotik za lije€enje SSc je nintedanib, inhibitor tirozin kinaze (TK), koji se u
pokazao ucinkovit u poboljSanju FVC u bolesnika sa IBP. Ostali antifibrotici, ¢ija se
ucinkovitost joS uvijek istrazuje u SSc, su riociguat, pirfenidon, agonisti kanabinoidnih

receptora (lenabasum), potom TK inhibitori te taksinski i trombinski inibitori (136, 137).

1.5.4. Ostali lijekovi koji se primjenjuju u SSc

ACE inhibitori 1 dalje ostaju zlatni standard kod lije¢enja SRK (138). Kod zahvacanja
probavnog sustava, u slu¢aju SIBO upotrebljavaju se antibiotici u kombinaciji sa probioticima,
a osobito koristan pokazao se Saccharomyces boulardii. Kod gatroezofagealne refluksne bolesti
u uporabi su inhibitori protonske pumpe (IPP), a kod rezistentnih na IPP vonoprazan je pokazao

efikasnost (5). Intravenska primjena imunoglobulina (IVIG) pokazala se korisna u pridruzenom
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artritisu 1 miozitisu, poboljSanju koznih simptoma, u rezoluciji kalcinoze te simptoma

zahvacanja probavnog sustava (139).

1.5.5. Autologna transplantacija koStane srzi

Autologna transplantacija kosStane srzi je terapijska opcija za lijeCenje teSkog oblika SSc s
visokim rizikom organskog popustanja. Pokazala se korisnom u poboljSanju fibroze koze i u

stabiliziranju ili poboljSanju pluéne funkcije, osobito u bolesnika s trajanjem bolesti manje od
5 godina (140).
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2. HIPOTEZA

Razina IL-17 i IL-22 viSa je u bolesnika s duzim trajanjem bolesti, kod veceg stupnja
proSirenosti bolesti, kod izrazajnije fibroze koze te kod fibrotskih promjena na unutarnjim

organima, kao i kod bolesnika s izrazenijom vaskulopatijom.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Primarni cilj je:
Izmjeriti serumske razine interleukina 17 i 22 u bolesnika sa sistemskom sklerozom te ispitati

povezanost izmedu izmjerene razine serumske koncentracije citokina s razliitim tipovima i

razli¢itim stupnjem prosirenosti bolesti te stupnjem vaskulopatije.

Sekundarni ciljevi su:

1. istraZiti povezanost izmjerene razine serumske koncentracije ciljnih citokina s razli¢itim

kapilaroskopskim stadijima u bolesnika sa sistemskom sklerozom
2. istraziti povezanost izmjerenih citokina i autoprotutijela prisutnih u bolesnika

3. izmjeriti razinu serumske koncentracije TGF-p te ispitati postoji li povezanost izmedu razine
serumskih koncentracija TGF-§ te IL-17 i IL-22
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ustroj studije

Provedeno istrazivanje je kohortno presjecno istrazivanje te je u cijelosti provedeno u

Klini¢kom bolnickom centru Osijek (141).

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Osijek (UR bro;:

R2-16 905/2018) i Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/22-08/02;
UR broj: 2158-61-46-22-42)

Svi ispitanici potpisali su suglasnost za sudjelovanje u istrazivanju nakon $to su usmenim i

pismenim putem bili upoznati sa svim postupcima tijekom istrazivanja.

4.2. Ispitanici

Sudioniciu probiru za ukljucenjeu

klini¢koistrazivanje
N =80

Kontrolna skupina u probiru za
ukljuéenje u istrazivanje
N =31

N=1

Isklju¢ene kontrole:
Upalna bolest jetre

Bolesnici sa SSc u probiru za
ukljuéenje u istraZivanje
N =49

Kontrolna skupina ukljuéenau
istraZivanje
N=30

autoim

Isklju¢eni bolesnici:
Preklapanje SSci druge

unosne bolesti
N=4

Odbili sudjelovanje

N=3

Bolesnici sa SSc ukljuceniu
istraZivanje
N =42

Ukupan brojispitanika ukljué¢enih u

istrazivanje
N=72

Slika 11. Hodogram ustroja klini¢kog istrazivanja

U istrazivanje je ukljueno 72 ispitanika, od kojih su 42 bili bolesnici s dijagnozom

sistemske skleroze, a 30 ispitanika bili su zdrava kontrolna skupina podudarna po spolu prvoj
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skupini, bez poznate anamneze sustavne autoimunosne i upalne bolesti. Svi ukljuceni ispitanici

bili su stariji od 18 godina.

U skupinu ispitanika sa dijagnozom sistemske skleroze ukljuceni su bolesnici koji su se
lijecili u Zavodu za reumatologiju, klinicku imunologiju i alergologiju Klinike za unutarnje
bolesti, Klinickog bolnickog centra Osijek s dijagnozom sistemske skleroze prema

ACR/EULAR Klasifikacijskim kriterijima iz 2013. godine.

Iskljucni kriteriji u istrazivanju bili su: druga sustavna autoimunosna i/ili upalna bolesti
(npr. reumatoidni  artritis, sistemski eritemski lupus, dermatomiozitis/polimiozitis,
seronegativni spondiloartritis, psorijaza, upalna bolest crijeva itd.), aktivna zlocudna bolest,
trudnoca, prisutnost transplantiranog organa, veéi stupanj opeklina na kozi, primjena bioloske

terapije (interleukin 17 inhibitora, rituksimaba, IL-6 inhibitora), primjena antifibrotske terapije.

4.3. Metode

4.3.1. Anamneza i podatci iz medicinske dokumentacije

Anamnesticki te iz medicinske dokumentacije uzeti su osnovni podatci o ispitanicima o
dobi, spolu, tjelesnoj masi, tjelesnoj visini, indeksu tjelesne mase (kg/m?), navikama (pusenje),
podatci o vrsti i dozi lijekova koje bolesnik prima (glukokortikoidi, imunosupresivi) te o

komorbiditetima.

Takoder su iz medicinske dokumentacije (povijesti bolesti) uzeti podatci o duljini
trajanja bolesti, tip bolesti (limitirani ili difuzni ) po predlozenoj klasifikaciji LeRoya i sur (142),
prisutnost SICCA sindroma (navodenje suhoc¢e sluznica dulje od 3 mjeseca trajanja) te
zahvacanja razliCitih organa i sustava: prisutnost miozitisa definiranog kao simetri¢na slabost
proksimalnih ekstremiteta uz povisenje serumske razine CK, artritisa definiranog kao prisutnog
sinovitisa perifernih zglobova vidljivog tijekom pregleda, anemije definirane kao sniZene razine
serumskog hemoglobina ili broja eritrocita u perifernoj krvi, zahvacanja jednjaka definiranog
kao dismotilitet 1 dilatacija distalne dvije tre¢ine jednjaka prikazano na RTG pasazi jednjaka
barijevom kasom, intersticijska bolest plu¢a definirana kao bibazilarna fibroza pluca prikazana
na high resolution computed tomography (HRCT), pluéna arterijska hipertenzija definirana kao
izmjereni srednji pluéni arterijski tlak, engl. mean pulmonary artery pressure (mPAP) >25
mmHg utvrdenog desnostranom kateterizacijom srca, bubrezna kriza definirana kao maligna
hipertenzija 1 brzopogresivno zatajenje bubrega potvrdeno biopsijom bubrega, kondukcijske

smetnje provodenja identificirane na 12-kanalnom EKG-u kod zahvacanja srca, osteoporoza
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odredena definicijom Svjetske zdravstvene organizacije kao T-score —2.5 standardne devijacije
ili manje za podruc¢je lumbalne kraljeznice (L1 — L4 kraljezaka) i proksimalni dio bedrene kosti
(vrat bedrene kosti, trohanter, zbirni rezultat za proksimalni dio bedrene kosti, Wardov trokut)
izmjerenog denzitometrijom dvoenergetskim rendgenskim zrakama (DXA, engl. dual-energy

X-ray absorptiometry) (143), koja je obavljena na uredaju GE Lunar Prodigy Primo.

4.3.2. Klinicki pregled i dijagnosti¢ke pretrage

Svakom bolesniku ucinjen je tijekom posjete detaljan klinicki pregled koji je ukljucivao
procjenu zahvacéanja koze na temelju modificiranog Rodnan skin scora (mRSS), prisutnost
tendinopatije palpacijom palmarne strane zahvacane tetive uz aktivno bolesnikovo pomicanje
zgloba ispod ispitivane tetive ( engl.,,tendon friction rub* ), prisutnost vretenasto ote¢enih ruku

(engl. puffy fingers) te prisutnost sklerodaktilije i digitalnih ulceracija (broj DU).

Svi bolesnici uéinili su 6.-minutni test hoda (engl. 6-minute walk test, skr. 6MWT) u skladu

s preporukama Europskog respiratornog drustva (144).

Takoder, svakom bolesniku je uc¢injena videokapilaroskopija, pretraga je izvedena na
Zavodu za reumatologiju, klinicku imunologiju i alergologiju Klinike za unutarnje bolesti
KBCO na Optilia videokapilaroskopu koriste¢i se povecanjem 200x te su promjene na

kapilarama klasificirane kao rani, aktivni ili kasni uzorak (130).

Za procjenu pluénog statusa bolesnika ucinjeni su funkcijski pluéni testovi (spirometrija i
difuzijski kapacitet pluca za ugljikov monoksid-DLCo ) na Zavodu za pulmologiju Klinike za
unutarnje bolesti KBC-a Osijek na spirometru proizvodaca Viasys Healthcare (pokriva zahtjeve

ISO9001 i ISO13485) u skladu s preporukama Europskog respiratornog drustva (145).

4.3.3. Laboratorijske pretrage

Uzorci krvi za laboratorijska mjerenja su uzeti nataSte ujutro. Pri uzimanju uzoraka krvi
koriSteni su jednokratni vakuum sistemi (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company,
Francklin Lakes, New Jersey, SAD). Nakon uzimanja uzorka krvi, epruvete su centrifugirane
10 minuta na 3500 okretaja u minuti, a dobiveni serum alikvotiran je u plasticne epruvete i

pohranjen do analize na -70°C.

Od hematoloskih pretraga analizirane su vrijednosti sljede¢ih parametara obiljezja:

leukociti, eritrociti, MCV, MCH, MCHC, trombociti i sedimentacija eritrocita.
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Od biokemijskih pretraga iz seruma su analizirane vrijednosti sljede¢ih parametara
obiljezja: uricna mokraéna kiselina, N-terminalni propeptid mozdanog natriuretskog peptida
(NTproBNP), kalcij, fosfor, CK, LDH , 25(OH)D3 vitamin, Zeljezo, nezasi¢eni kapacitet
vezanja zeljeza (UIBC), ukupni kapacitet vezanja Zeljeza (TIBC), saturacija transferina i feritin.

Hematoloske pretrage u¢injene su na hematoloskom brojacu Sysmex XN-2000 (Sysmex

Corporation, Kobe, Japan).

NT-proBNP je analiziran na imunokemijskom analizatoru Cobas e411 (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Njemacka).

25(OH)D3 vitamin analiziran je metodom tekucinske kromatografije spregnute s tandem

masenom spektrometrijom (LC-MS/MS 8050, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

Ostali biokemijski parametri odredeni su na biokemijskom analizatoru Olympus AU680

(Beckman Coulter, Brea, California, SAD).

Anticentromerna protutijela, protutijela na antitopoizomerazu | ( ATA I ili anti-Scl70), anti-
U1-RNP protutijela (U1-RNP) i anti-Pm/Scl protutijela (Pm-Scl) su analizirana na koristeci se
Luminex 200 analizatorum (Luminex Corporation, Austin, Texas, SAD) uz uporabu Fidis

Connective Profile profil-testa (Theradiag, Beaubourg, France).

Globalni test antinuklearnih protutijela (ANA) odreden je koriste¢i se indirektnom
imunofluorescentnom tehnologijom (I1FT) na fluorescentnom mikroskopu Olympus Bx41TF
(Olympus Corporation, Tokio, Japan) pomocu IIFT Mosaic Hep-2/Liver reagensa je
upotrebljen (Euroimmun, Lubeck, Germany). Testni kit Reagens je dizajniran da detektira
ljudska protutijela klase IgG protiv stani¢ne jezgre 1 ostalih stani¢nih elemenata na dva bioCipa
po polju na koja su fiksirane stanice HelLa stani¢ne linije humanog karcinoma dusnika (Hep-2)
koriste¢i se Hep-2 stanicama i tkivo jetre. Rezultati su prikazani kao titar protutiijela s

fluorescentnim uzorkom.

Za odredivanje 1L-17, IL-22 i TGF-p svakom ispitaniku uzorkovano je 3 mL periferne
venske krvi u epruvetu bez antikoagulansa (BD Vacutainer, Becton, Dickinson and Company,

Francklin Lakes, New Jersey, SAD). Uzorci su centrifugirani 10 min na 3500 okr/min.
Interleukin 17

Koncentracija IL-17 odredena je ,,sendvi¢*“ ELISA metodom pomoc¢u reagensa Human IL-
17 High Sensitivity ELISA kit proizvodaca Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham,

Massachusetts, SAD). Postupak izvedbe analize proveden je prema uputama proizvodaca.
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Uzorci seruma ispitanika razrijedeni su u omjeru 1:2 s puferom za razrjedenje uzoraka. Na
reakcijsku plo¢u koja na dnu ima vezano specifi¢no antitijelo koje prepoznaje IL-17, pipetirano
je 100 uL standarda i pripremljeni razrjedenja uzoraka ispitanika. Odmah potom dodano je 50
uL biotin-konjugata nastao imunokompleks primarnog antitijela, IL-17 iz uzorka ispitanika i
biotin-konjugata. Plocica je inkubirana preko no¢i u mraku na sobnoj temperaturi. Slijedec¢i dan
plocica je isprana puferom za ispiranje 6 puta i dodano je 100 uL streptavidin-HRP reagensa.
Reakcijska ploCica inkubirana je 1h na Thermoshake mijesalici (C.Gerhardt Analytical
Systems, Konigswinter, Njemacka). Specificno prepoznavanje i vezanje biotina i streptavidina
omogucuje formiranje imunokompleksa c¢iju prisutnost je moguce dokazati kemijskom
reakcijom. Nakon inkubacije plo€ica je isprana 6 puta puferom za ispiranje i dodano je 100 uL
amplifikacijske otopine 1. Reakcijska smjesa u plocici inkubirana je 15 min u mraku na
Thermoshake mjesalici. Po isteku 15 min plocica je isprana 6 puta puferom za ispiranje kako
bi se uklonio visak amplifikacijskog reagensa 1 i dodano je 100 uL amplifikacijskog reagensa
2. Reakcijska plocica inkubirana je 30 min u mraku na sobnoj temperaturi na Thermoshake
mijeSalici. Nakon 30 min plocica je ponovno 6 puta isprana i dodan je supstrata 3,3°,5,5"-
tetrametilbenzidin (TMB). Reakcijska plocica inkubirana je pokrivena bez pristupa svijetlosti
kroz 20 minuta na mijeSalici . Enzim peroksidaza vezan u imunokompleksu oksidira TMB u
radikal-kation koji reakcijsku smjesu boji plavo. Nakon 30 min dodano je 100 uL 1M fosforne
kiseline kako bi se zaustavila enzimska reakcija. Dodatkom kiseline TMB radikal-kation
oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu Zuto. Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je
na 450 nm na ELISA procesoru EtiMax 3000 (DiaSorin, Saluggia, Italija) i kreirana je
standardna krivulja ovisnosti apsorbancije i koncentracije 1L-17 u uzorku ispitanika. Posto su
uzorci seruma ispitanika razrijedeni tijekom analize 1:2, konaéni rezultat pomnoZen je s

razrjedenjem.

Prema uputi proizvodaca, raspon testa je 0,23-15 pg/mL, sa analiticCkom osjetljivosti od 0,01

pg/mL.
Interleukin 22

Koncentracija IL-22 odredena je ,,sendvi¢“ ELISA metodom pomocu reagensa Human IL-
22 ELISA kit proizvodaca Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
SAD). Postupak izvedbe analize proveden je prema uputama proizvodaca. Uzorci seruma
ispitanika razrijedeni su u omjeru 1:2 s puferom za razrjedenje uzorka. Na reakcijsku ploc¢u koja
na dnu ima vezano specificno antitijelo koje prepoznaje IL-22, pipetirano je 100 uL standarda

I pripremljeni razrjedenja uzoraka ispitanika. Reakcijska ploc¢a inkubirana je preko noéi u
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mraku na sobnoj temperaturi. Slijede¢i dan plocica je oprana 3 puta s puferom za ispiranje i
dodano je 100 uL biotin-konjugata. Plocica je inkubirana lh na sobnoj temperaturi na
Thermoshake mjesalici kako bi nastao imunokompleks primarnog antitijela, 11-22 iz uzorka
ispitanika i biotin-konjugata. Po isteku vremena inkubacije plo€ica je isprana 3 puta s puferom
za ispiranje kako bi se uklonio visak biotin-konjugata i dodano je 100 uL reagensa koji sadrzi
streptavidin vezan s enzimom peroksidazom. Reakcijska plocica inkubirana je 1h na sobnoj
temperaturi na Thermoshake mjesalici. Nakon inkubacije plocica je isprana 3 puta puferom za
ispiranje i dodano je 100 uL TMB supstrata. Reakcijska ploc¢ica inkubirana je pokrivena bez
pristupa svijetlosti kroz 10 minuta na mjesalici. Enzim peroksidaza vezan u imunokompleksu
oksidira TMB u radikal-kation koji reakcijsku smjesu boji plavo. Nakon 10 min dodano je 100
uL 1M fosforne kiseline kako bi se zaustavila enzimska reakcija. Dodatkom kiseline TMB
radikal-kation oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu zuto. Apsorbancija nastalog
obojenja mjerena je na 450 nm na ELISA procesoru EtiMax 3000 i kreirana je standardna
krivulja ovisnosti apsorbancije i koncentracije IL-22 u uzorku ispitanika. Posto su uzorci

seruma ispitanika razrijedeni tijekom analize 1:2, kona¢ni rezultat pomnozZen je s razrjedenjem.

Prema uputi prizvodaca, raspon testa je 31,3-2.000 pg/mL, sa analitickom osjetljivosti od
5,0 pg/mL.

TGF-B

Koncentracija TGF-f odredena je ,,sendvic* ELISA metodom pomocu reagensa Human
TGF betal ELISA kit proizvodaca Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, SAD). Postupak izvedbe analize proveden je prema uputama proizvodaca.
Uzorci seruma ispitanika razrijedeni su u omjeru 1:10 s Assay puferom (fosfatni pufer pH 7,5
s 10% govedeg albumina i 1% Tween 20 detergenta). U razrijedeni uzorak dodano je 20 uL. IN
klorovodi¢ne kiseline kako bi se oslobodio TGF- vezan na proteine seruma. Uzorci su
promijeSani 1 inkubirani lh na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije razrijedeni uzorak
neutraliziran je dodatkom 20 uL 1N natrijeve luZine. Prije dodatka razrijedenih uzoraka na
reakcijsku plo¢u koja sadrzi primarno antitijelo specificno za TGF-B, uzorci su prema uputi
proizvodaca dodatno diluirani 1:20 sa Assay pufer otopinom. Na reakcijsku plocu pipetirano je
100 uL standarda i pripremljeni razrjedenja uzoraka ispitanika i inkubirano 2h na sobnoj
temperaturi na Thermoshake mjesalici. Nakon inkubacije plo¢ica je oprana 5 puta s puferom za
ispiranje i dodano je 100 uL biotin-konjugata. Plo¢ica je ponovno inkubirana 1h na sobnoj
temperaturi na Thermoshake mjeSalici kako bi nastao imunokompleks primarnog antitijela,

TGF-p iz uzorka ispitanika i biotin-konjugata. Po isteku vremena inkubacije plocica je isprana
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5 puta s puferom za ispiranje kako bi se uklonio visak biotin-konjugata i dodano je 100 uL
reagensa koji sadrzi streptavidin vezan s enzimom peroksidazom. Reakcijska plocica
inkubirana je 1h na sobnoj temperaturi na Thermoshake mjesalici. Nakon inkubacije plocica je
isprana 5 puta puferom za ispiranje i dodano je 100 uL TMB supstrata. Reakcijska plocica
inkubirana je pokrivena bez pristupa svijetlosti kroz 30 minuta na mijesalici. Enzim peroksidaza
vezan u imunokompleksu oksidira TMB u radikal-kation koji reakcijsku smjesu boji plavo.
Nakon 30 min dodano je 100 uL 1M fosforne kiseline kako bi se zaustavila enzimska reakcija.
Dodatkom kiseline TMB radikal-kation oksidira u diimin koji boji reakcijsku smjesu zuto.
Apsorbancija nastalog obojenja mjerena je na 450 nm na ELISA procesoru EtiMax 3000 i
kreirana je standardna krivulja ovisnosti apsorbancije i koncentracije TGF- B u uzorku
ispitanika. PoSto su uzorci seruma ispitanika razrijedeni tijekom analize 1:30, konacni rezultat

pomnozen je s razrjedenjem.

Prema uputi proizvodaca, raspon testa je 31-2.000 pg/mL , sa analitickom osjetljivosti od

8,6 pg/mL.

Sve laboratorijske pretrage ucinjene su na Zavodu za klini¢ku laboratorijsku dijagnostiku

Klinickog bolnickog centra Osijek.

4.3.4. StatistiCke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabli testirane su Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele
kontinuiranih varijabli testirana je Shapiro — Wilkovim testom. Kontinuirane varijable opisane
sumedijanom i granicama interkvartilnog raspona. Razlike kontinuiranih varijabli izmedu dvije
nezavisne skupine testirane su Mann Whitney U testom (uz Hodges — Lehmannovu razliku i
pripadni 95% raspon pouzdanosti), a u viSe nezavisnih skupina Kruskal Wallisovim testom

(Post hoc Conover).

Zbog odstupanja od normalna raspodjele povezanost kontinuiranih varijabli ocijenjena je
Spearmanovim koeficijentom korelacije p (rho). Utjecaj vise Cimbenika na vjerojatnost
postojanja sistemske skleroze ocijenjen je logisticCkom regresijom (korekcija za dob). Sve su P

vrijednosti dvostrane. Razina je znacajnosti postavljena na Alpha = 0,05.
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Za statisticku analizu koriSten je statisticki program MedCalc® Statistical Software version
20.215 (MedCalc Software Ltd, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2023) i IBM SPSS
Statistics 23 (IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0.
Armonk, NY: IBM Corp.).
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5. REZULTATI

5.1. Obiljezja bolesnika sa sistemskom sklerozom i kontrolne skupine

Istrazivanje je provedeno na 72 ispitanika, od kojih su 42 (58 %) bolesnika sa
sistemskom sklerozom (SSc), a 30 (42 %) ispitanika su zdrava kontrolna skupina. Nema

znacajnih razlika u raspodjeli ispitanika s obzirom na spol i skupine (Tablica 1).

Tablica 5.1. Raspodjela ispitanika prema spolu i skupinama

Broj (%) ispitanika

Kontrolna Bolesnici sa Ukupno p*
skupina SSc
Muskarci 5 (17) 6 (14) 11 (15) g
Zene 25 (83) 36 (86) 61 (85) '
Ukupno 30 (100) 42 (100) 72 (100)

*Fisherov egzaktni test

Postojala je statisticki znacajna razlika (Mann Whitney U test, P = 0,001) u dobi izmedu
skupine bolesnika sa sistemskom sklerozom (medijan dobi 52; IQR 44 —57) i kontrolne skupine
(medijan dobi 61; IQR 51 — 67); (razlika 9,5; 95% raspon pouzdanosti: 4-14).

Od ukupnog broja bolesnika sa sistemskom sklerozom 37 bolesnika imao je limitirani
(IkSSC) a 4 difuzni oblik bolesti (dkSSc).

Najces¢a klini¢ka obiljezja bolesnika sa sistemskom sklerozom su sklerodaktilija u
50% bolesnika, vretenasto otecene ruke te intersticijska bolest pluc¢a koja su pronadena u 48%

slu¢ajeva. Prisutna klini¢ka obiljezja su prikazana u Tablici 5.2.
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Tablica 5.2. Klinicka obiljezja bolesnika sa sistemskom sklerozom

Klini¢ko obiljezje Broj (%)
Anemija 4 (10)
Miozitis 0
Renalna kriza 0
PaH* 4 (10)
Osteoporoza 9(21)
Artritis 8 (19)
Zahvacenost jednjaka 15 (21)
Vretenasto otecene ruke 20 (48)
Sklerodaktilija 21 (50)
Intersticijska bolest pluca 20 (48)
SICCA sindrom 8 (19)
Tendinopatija 11 (27)
Smetnje provodenja na EKGY} 18 (43)

*pluéna arterijska hipertenzija; "elektrokardiogram

5.2. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFp u bolesnika sa sistemskom sklerozom i

kontrolnoj skupini

Ispitivanjem razina IL-17, IL-22 i TGFB izmedu bolesnika sa sistemskom sklerozom i
kontrolne skupine nadena je znacajna razlika u vrijednostima samo u slu¢aju IL — 22 izmedu
kontrolne skupine i skupine bolesnika sa sistemskom sklerozom (Mann Whitney U test,
P =0,02) (Tablica5.3.)

Kako za analizirane I1L-17, IL-22 i TGF ne postoji trenutni znanstveni konsenzus oko
toga Sto su povisene vrijednosti, u¢injena je analiza podataka te su povisene vrijednosti u svrhu
ovog istrazivanja definirane za IL-17 i IL-22 kao vrijednosti koje su vise od 2 standardne
devijacije aritmeti¢ke sredine svih mjerenja kontrolne skupine. Za TGF 8 grani¢na vrijednost
(60,3) je aritmetic¢ka sredina kontrole (bez stand. devijacije), s obzirom da je vrijednost 2 SD

veca od vrijednosti aritmetiCke sredine.

38



Tablica 5.3. Razlike u vrijednostima IL-17, IL-22 i TGF izmedu bolesnika sa sistemskom

sklerozom i kontrolne skupine

Medijan (interkvartilni raspon) Razlika'
Kontrolna Bolesnici sa (95% raspon p*
skupina SSc pouzdanosti)
0,123 0,288 0,017
IL-17 (0,019-0503)  (0,014-0904)  (-0012d0o031) &1
98,01 117,8 23,8
IL-22 (75,72 - 132,04) (91,72 - 179,27) (2,02 do 46,4) 0,02
TGF B 21 1 8 028
(8,75 - 137,75) (15,75 - 139,75) (-7 do 35) ’

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana

Nisu nadene razlike u udjelu povisenih vrijednosti IL-17, IL-22 1 TGF izmedu skupine

bolesnika sa sistemskom sklerozom i kontrolne skupine (Tablica 5.4.)

Tablica 5.4. Razlike u raspodjeli ispitanika prema vrijednostima IL-17, IL-22 i TGF

Broj (%) ispitanika

Kontrolna Bolesnici sa Ukupno P*
skupina SSc

IL - 17
Normalne vrijednosti 29 (97) 35 (83) 64 (89) 0,13
Povisene razine 1(3) 7 (17) 8 (11)

IL - 22
Normalne vrijednosti 29 (97) 37 (88) 66 (92) 0,39
PoviSene razine 1(3) 5(12) 6 (8)

TGF 3
Normalne vrijednosti 20 (67) 19 (45) 39 (54) 0,07
Povisene razine 10 (33) 23 (55) 33 (46)

*Fisherov egzaktni test

Da bi se procijenila vrijednost IL-17, 1L-22 i TGFp u predvidanju negativnog ishoda
koriStena je metoda izracuna ROC krivulje (jednostavan nacin procjene razlike pojedinog
pokazatelja izmedu skupina ispitanika), a odreduje se temeljem specifi¢nosti i senzitivnosti
kojom se stupnjevito mijenjaju vrijednosti koje razlucuju ispitanike kontrolne skupine od
skupine sa SSc. Mijenjana je tocka razluéivanja za pojedinu skupinu ispitanika (engl. cut-off
point), kako bi se stvaranjem ROC-krivulje moglo objektivno utvrditi koja vrijednost najbolje

razlucuje usporedene skupine.
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U nasim podacima, jedino vrijednost IL-22 mozemo prikazati kao znacajan

dijagnosticki pokazatelj sistemske skleroze (senzitivnost = 64,3, specifi¢nost = 63,3, P = 0,02)

(Tablica 5.5. i Slika 5.1).

Tablica 5.5. Parametri ROC krivulje IL-17, IL-22 i TGFp s obzirom na postojanje sistemske

skleroze
Youden
. . o index
AUC 95% CI"  senzitivnost specifi¢nost cut off P
0,398 —
IL-17 0,520 0,640 71,4 3,4 > 0,01 0,251 0,77
IL-22 0,657 065$’g5‘ 64.3 633  >1044 0276 002
0,452 —
TGFB 0,575 0,690 54,8 66,7 >46 0,214 0,28

AUC” - povrsina ispod krivulje; 95% c1’ —95% interval pouzdanosti

Analiza je pokazala da ne postoje znacajne razlike izmedu vrijednosti AUC izmedu IL-17, IL-

22 i TGFP (Tablica 5. 6.)

Tablica 5.6. Razlike u AUC izmedu IL-17, IL-22 1 TGFf1

Razlika IL-17 i Razlika IL-17 i Razlika IL-22 i
AUC* IL-22 TGF B TGFB
(95% CI) (95% CI) (95% CI)
IL-17 0,520 0,131 0,049 0,083
IL-22 0,645 (-0,017 do 0,279) (-0,140 do 0,237) (-0,098 do 0,263)
P=0,08 P=0,61 P=0,37
TGFB 0575

*AUC — povrsina ispod krivulje; T 959 CI — 95% interval pouzdanosti
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Slika 5.1. ROC krivulja za vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFp s obzirom na postojanje sistemske
skleroze

lako je ROC analiza pokazala da bi IL — 22 bio znacajan pokazatelj sistemske skleroze

(Tablica 5.5.) logistickom regresijom (korekcija za dob) niti jedan od promatranih parametara

(IL-17, IL-22 i TGFp) nije znacajan prediktor sistemske skleroze (Tablica 5.7.)

Tablica 5.7. Utjecaj IL-17, IL-22 i TGFP kao prediktora sistemske skleroze (logisticka

regresija)
B Wald P ORf 95% Cli
IL-17 0,496 2,09 0,15 1,64 0,84 do 3,22
IL- 22 0,007 2,47 0,12 1,01 0,99 do 1,016
TGF B 0,004 1,45 0,23 1,00 0,99do 1,01

8" — koeficijent regresije; OR™— omjer izgleda; 95% Cl; — 95% interval pouzdanosti
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5.3. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u odnosu na klini¢ka obiljeZja i zahvacenost organa

Analizirane su vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u odnosu na klinicka obiljezja i

zahvacenost organa.

IL - 17 je znacajnije poviSen kod prisustva anemije (Mann Whitney U test, P = 0,02) i

plu¢ne arterijske hipertenzije (Mann Whitney U test, P =0,01) (Tablica 5.8), aIlL — 22 u

bolesnika sa intersticijskom pluénom bolesti (Mann Whitney U test, P = 0,007) (Tablica 5.9).

TGEP nije znacajno povisen niti u jednom promatranom klinickom obiljezju (Tablica 5.10.)

Tablica 5.8. Vrijednosti IL-17 u odnosu na klini¢ka obiljezja i zahvacenost organa

Medijan (interkvartilni raspon) Razlika'
- S R
IL-17

Anemija 0,23(())’7(2,60)14 - 2,4031552,28)87 - 1,04 0,02
PaH; 0’238’7(2’2%14 B 1’722’2%%78_ 1,04 0,01
Osteoporoza 0,27;(5(5),??)14 - 0,3002,2(;)(()3,)45 - 0,00g,gc()))AG - 0,79
Artritis 0,28(5)3’7(8,5))14 - 0,22;),](-225(’))14 - 0,006554(1,)03 do 0,67
jZee(ljl;\j/Zl((:?ost 0,323(()(1,80)14 - 0,20(()),7(3,39)15 - 0,004 (-0,41-0.19) 0,72
VO ruke§ 0,2671,(5)5,?18 - 0,31g,ég,é))14 - —0,035—8532— 0,45
Sklerodaktilija 0,32(5)3’7((7),5)14 - 0,26(()),9(2,10)17 - 0,0020%(;,)29 do 0,79
IBP)| 0,2003,7(g814 - 0,3021,28,90)16 - 0,0520%%)09 do 0,42
SICCA sy 0,23(()),7(2,2%14 - 0,841,5(’8,62)06 - 0,5023%%)02 do 0,09
Tendinopatija 0,30552,;)14 - 0,26(())}(;,90)15 - 0,00202(;,)34 do 0,85
Smetnje 0,264 (0,014 - 0,288 (0,018 - 0,01 (-0,19 do
provodenja na 0,845) 1,05) 0,38) 0,49

EKGY

*Mann Whitney U test; THodges — Lehmannova razlika medijana; ipluéna arterijska hipertenzija; §vretenasto
oteCene ruke;||intersticijska bolest pluca; felektrokardiogram
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Tablica 5.9. Vrijednosti IL-22 u odnosu na klini¢ka obiljezja i zahvacenost organa

Medijan (interkvartilni raspon)

Ne

Da

Razlika'
(95% raspon
pouzdanosti)

P*

IL - 22

Anemija

PaH*
Osteoporoza
Artritis
Zahvacenost
jednjaka

VO ruke’
Sklerodaktilija
IBP!

SICCA sy
Tendon friction rub

Smetnje provodenja
na EKG

114,45 (91,7 — 167,2)
1145 (91,7 - 172,5)
128,3 (91,7 - 192,4)
1145 (91,7 - 177,2)

128,3 (91,7 - 182,3)

123,1 (106,3 — 196,6)
108,2 (89,2 - 168,5)
103,4 (88,9 - 133,9)
117,8 (99,5 - 172,5)
117,8 (91,7 - 171,2)

110,1 (91,7 — 133,01)

230,6 (140,8 — 448,6)
390,2 (128,1-1095,6)
108,2 (94,9 — 121,4)
138,2 (99,5 - 195,1)

109,1 (100,7 — 165,9)

105,3 (87,5 — 156,8)
117,8 (105,83 — 188,3)
145,3 (108,7 — 250,8)
11,5 (85,06 — 197,4)
128,3 (104,8 — 318,2)

156,75 (99,5-284,02)

87,9

110,2
-25,8 (-77,7 do 10,6)
12,1 (-36,6 do 71,3)

-7,7 (-147,8 do 25,8)

-26,1 (-69,4 do 3,8)
20,2 (-11,5 do 56,08)
43,5 (11,6 - 99,8)
-10,5 (-52,7 do 59,4)
16,7 (-22,3 do 94,1)

38,5 (-4,86 do 93,8)

0,09
0,15
0,19
0,55

0,75

0,08
0,18
0,007
0,67
0,39

0,09

“Mann Whitney U test; THodges — Lehmannova razlika medijana; pluéna arterijska hipertenzija; Svretenasto
otecene ruke; lintersticijska bolest pluéa; felektrokardiogram

Tablica 5.10. Vrijednosti TGFp u odnosu na klini¢ka obiljeZja i zahvacenost organa

Medijan (interkvartilni raspon) Razlika'
Ne Da (95% raspon p*
pouzdanosti)

TGFp
Anemija 73,5 (19 - 142) 35,5(8,5-85) -20 0,26
PaH! 66,5 (17 — 139) 80,5 (42 — 113,5) -1 0,97
Osteoporoza 76 (19,8 — 139,8) 36 (1,75 -131,3) -15 (-76 do 25) 0,29
Artritis 66,5 (9 — 127) 106,5 (25,5 — 157) 20 (-14 do 125) 0,16
jzemgﬁzn"“ 85 (21 - 132,3) 30 (9 — 151,5) -9 (-67 do 25) 0,50
VO ruke’ 78 (24 — 142) 31,5 (9 — 136,5) -11 (-58 do 17) 0,36
Sklerodaktilija 36 (9 -135,3) 71 (23 - 145) - (-22do52) 044
IBP! 31,5 (12 — 105) 110 (22 — 154,5) 30,5 (-4 do 86) 0,09
SICCA sy 71 (20 — 139) 47 (5,5 - 131,5) -12 (-69 do 43) 0,40
Tendinopatija 36 (13,3 -118) 127 (33,5 -157,8) 32 (-11 do 88) 0,19
Smetnje provodenja 71 (19,5 — 136,5) 69 (9 - 142) -3,5 (-35 do 38) 0,78

na EKGT

*Mann Whitney U test; THodges — Lehmannova razlika medijana; *pluéna arterijska hipertenzija; Svretenasto
otecene ruke; lintersticijska bolest pluéa; felektrokardiogram
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5.4. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFB u odnosu na laboratorijske, funkcijske i klinicke

pretrage

IL — 17 znacajno pozitivno korelira sa vrijednostima NTproBNP-a a negativno sa
indeksom tjelesne mase (ITM) i 6 minutnim testom hoda. IL — 22 pozitivno korelira sa
vrijednostima CRP-a i brzinom sedimentacije eritrocita, a negativno sa forsiranim
ekspiratornim volumenom u prvoj sekundi (FeV1). TGF pozitivno korelira sa vrijednostima

fosfora (P) u krvi. Ostali analizirani podaci se nalaze u Tablici 5.11.

Tablica 5.11. Povezanosti vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFp s laboratorijskim, dijagnosti¢kim i

klinickim pretragama te trajanjem bolesti

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (P vrijednost)

IL-17 IL-22 TGF B

Trajanje bolesti 0,194 (0,22) 0,258 (0,10) -0,241 (0,12)
ITM (kg/m?)” -0,334 (0,03) -0,214 (0,17) 0,088 (0,58)
lgGT 0,141 (0,37) 0,023 (0,89) 0,161 (0,31)
CRP! 0,300 (0,05) 0,415 (0,006) 0,078 (0,62)
Leukociti 0,072 (0,65) 0,244 (0,12) 0,011 (0,94)
SE$ 0,269 (0,09) 0,478 (0,001) -0,089 (0,57)
Urati -0,03 (0,85) 0,096 (0,54) -0,030 (0,85)
NTproBNP! 0,532 (<0,001) 0,168 (0,29) 0,028 (0,86)
Kalcij -0,190 (0,23) -0,050 (0,75) -0,167 (0,29)
= 0,056 (0,73) 0,099 (0,53) 0,359 (0,02)
LDH"™ 0,162 (0,30) 0,068 (0,67) 0,174 (0,27)
25(0OH)Ds vitamin -0,050 (0,75) 0,016 (0,92) -0,029 (0,85)
FvCH -0,050 (0,75) -0,176 (0,27) -0,115 (0,47)
Fev1i -0,217 (0,17) -0,336 (0,03) -0,069 (0,66)
DL.CO¥ -0,242 (0,12) -0,232 (0,14) -0,100 (0,53)
spO il -0,250 (0,11) -0,173 (0,27) -0,013 (0,93)
6MWTTT -0,442 (0,003) -0,197 (0,21) 0,086 (0,59)
mRSS™" 0,031 (0,84) 0,191 (0,23) 0,014 (0,93)
Broj DUTt 0,142 (0,37) 0,115 (0,47) -0,058 (0,71)

“indeks tjelesne mase; timunoglobulin G; ¥C-reaktivni protein; Ssedimentacija eritrocita; I N-terminalni

propeptid mozdanog natriuretskog peptida; fosfor; ““laktat-dehidrogenaza; Tforsirani vitalni kapacitet;
forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi; % difuzijski kapacitet za uglji¢ni monoksid; Il periferna kapilarna

zasi¢enost kisikom; T16.minutni test hoda; “““modificirani Rodnan kozni test; T'" digitalne ulceracije

*kk

PoviSene vrijednosti IL — 17 su povezane sa poviSenim vrijednostima NTproBNp-a (Mann

Whitney U test, P = 0,006) (Tablica 5.12.)
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Tablica 5.12. IL-17 u odnosu na biokemijske pokazatelje

Medijan
n (interkvartil#i raspon) Razlika 95% raspon p*
IL_17 pouzdanosti
CRP!
Referentne 27 0,104 (0,014 -0,762
S5 15 0494 50,079 - 4,333; 0,246 -0,006 do 0,774 0,13
Leukociti
do 3,4 1 0,790 (n=1)
referentna (3,4-9,7) 32 0,288 (0,013 -0,754) - - 0,401
>9/7 8 0,656 (0,028 — 3,276)
SE®
referentna (2 - 13) 20 0,041 (0,014 - 0,640)
>13 22 0,400 (0,038 — 1.126) 0,251 -0,006 do 0,708 0,12
NTproBNP!
referentna (< 125) 17 0,016 (0,008 - 0,379)
> 125 24 0,700 (0,152 —1,788) 0,392 0,028 do 0,888 0,006
Cal
<2,154 1 1,052 (n=1)
referentna (2,154 — 36 0,351 (0,014 —0,980) 013"
2,53) ’
> 253 5 0,016 (0,013 - 0,039)
P
referentna (0,79-1,42) 41 0,302 (0,014 -0,978) ) ) ]
> 1,42 1 0,006 (n=1)
LDH'*
<130 1 0,016 (0,016 —0,016)
referentna (130 — 241) 32 0,237 (0,014 - 0,700) - - 0,11
> 241 9 0,904 (0,221 —10,46)
25(0OH)Ds#
<20 19 0,302 (0,015 - 0,789) 0.002 10.288 do 0.376 0.83
referentna (20 — 100) 23 0,200 (0,014 —1,09) ’ : ’ ’
IgG**
do 7 1 0,494 (n=1)
referentna (7 — 16) 36 0,267 (0,014 —0,845) - - 0,81
> 16 5 0,790 (0,012 - 4,629)
D.COlll
70 % i vise 15 0,104 (0,015 -0,419)
manje od 70 % 27 0374(0014 1055 118 005do0704 026

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; }C-reaktivni protein; §sedimentacija
eritrocita; ||[N-terminalni propeptid mozdanog natriuretskog peptida; Jkalcij; **fosfor;laktat-
dehidrogenaza,ifvitamin D3; §§ immunoglobulin G; |||| difuzijski kapacitet za uglji¢ni monoksid

PoviSene vrijednosti IL — 22 su povezane sa poviSenim vrijednostima CRP-a (Mann
Whitney U test, P =0,003), ubrzanom sedimentacijom (Mann Whitney U test, P =0,002) i
povisenim vrijednostima LDH (Mann Whitney U test, P = 0,02) (Tablica 5.11.).
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Tablica 5.11. IL-22 u odnosu na biokemijske pokazatelje

Medijan 95% raspon
n (interkvartilni raspon) Razlika' pon p*
pouzdanosti
IL - 22

CRP!

Referentne 27 107,3 (85,3 - 133,5

>5 15 1855 (1(09,6 B 267,4; 57,2 18,2 do 115,2 0,003
Leukociti

do 3,4 1 81,2 (n=1)

referentna (3,4-9,7) 32 114,5 (93,7 — 169,9) - - 0,12%

>9,7 8 177,6 (108,6 — 288,19)
SE'

referentna (2 - 13 20 99,1 (80,7 — 130,2)

>13 @ 22 1524(1091-2176) o1 17.3do 94,04 0,002
NTproBNP™

referentna (< 125 17 117,8 (94,7 — 175,8)

> 125 (=129 24 1206(956-197.4) P -259do49,4 075
Caﬂ'

< 2,154 1 613,2 (n=1)

referentna (2,154 — 36 117,8 (97,6 — 174,9) ] ] 019°

2,53) :

> 2,53 5 91,7 (70,4 — 149,6)
p it

referentna (0,79-1,42) 41 117,8 (91,7 - 181,4) ] ] ]

> 1,42 1 95,7
LDH3%

<130 1 205,76

referentna (130 — 241) 32 108,66 (92,3 — 139,2) - - 0,02:

> 241 9 185,5 (127,1 — 422,4)
25(OH)D3l!

<20 19  117,8 (93,07 — 183,45)

referentna (20 — 100) 23 117,8 (92,7 - 165,03) 18 -50.4 do 24,1 0,40
|gGw

do7 1 191,06 (n = 1)

referentna (7 — 16) 36 110,1 (91,7 — 169,9) - - 0,331

> 16 5  132,1(116,5-366,3)
DL.CO™

70 % i vise 15 117,8 (92,7 — 143,2)

manje od 70 % 57 1283(937 1835 107 -22,3 do 54,7 0,60

*Mann Whitney U test; THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); Sna

*%

razini P<0,05 znacajna je razlika referentna vs.vise vrijednosti; IC-reaktivni protein; Ysedimentacija eritrocita; "N-
terminalni propeptid mozdanog natriuretskog peptide; Ttkalcij; fosfor; $Slaktat-dehidrogenaza; D3 vitamin;

Hkk

ffimunoglobulin G;

difuzijski kapacitet za uglji¢ni monoksid

Nema znacajnih razlika u vrijednostima TGFf s obzirom na biokemijske pokazatelje (Tablica

5.12.).
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Tablica 5.12. TGF B u odnosu na biokemijske pokazatelje

Medijan 95% raspon
n (interkvartilni raspon) Razlika' o raspon p*
TGF B pouzdanosti
CRP!I
Referentne 27 76 (14 — 142,8)
>5 15 62(17.8-1223) ' -59do 21 0,49
Leukociti
do 3,4 1 159
referentna (3,4-9,7) 32 73,5 (18 - 130,5) 0,19%
> 97 8 22 (10-90,5)
SE'
referentna (2 - 13) 20 66 (9 — 156,5) i ]
>13 22 71(4-112) 58 do 27 0,74
NTproBNP™
referentna (< 125) 17 27 (11,3-112,3) )
>125 24 80,5 (19,5 —140,5) 12 14 do 69 0,36
Caﬂ'
< 2,154 1 8
referentna (2,154 — 36 80,5 (18 — 143) 3
0,20
2,53)
> 2,53 5 27 (18,3 -53,8)
pit
referentna (0,79-1,42) 41 71 (15,8 - 139,8) ) ) B
> 1,42 1 105
LDH3%
<130 1 154
referentna (130 — 241) 32 49 (10,5 - 136,5) - - 0,444
> 241 9 95 (25,3 -130,8)
25(0OH)D3l!!
<20 19 62 (9 -123,3)
referentna (20— 100) 23 76(193-1413) 0 -20do 59 0,44
|gGw
do7 1 17
referentna (7 — 16) 36 71 (19,5-136,5) 0,67%
> 16 5 108 (6,5 - 161)
DLCO***
70 % i vise 15 105 (24,8 - 132,3)
manje od 70 % 27 62 (11— 1435) O -58 do 27 0,53

*Mann Whitney U test; THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); Sna
razini P<0,05 znacajna je razlika referentna vs. vise vrijednosti; ; IC-reaktivni protein; “sedimentacija eritrocita;
"N-terminalni propeptid mozdanog natriuretskog peptide; Ttkalcij; *fosfor; $Slaktat-dehidrogenaza; 'D3 vitamin;

Hokk

ffimunoglobulin G;

difuzijski kapacitet za uglji¢ni monoksid
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5.5. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFpB u odnosu na tip bolesti, tip protutijela, ANA i
kapilaroskopski nalaz

Nije nadena povezanost vrijednosti TGFp, IL-17, IL-22 i s tipom bolesti, protutijela,
ANA niti s kapilaroskopskim uzorkom. (Tablica 5.13., Tablica 5.14. i Tablica 5.15.)

Tablica 5.13. Vrijednosti TGFB u odnosu na tip bolesti, tip protutijela, ANA i nalaz
kapilaroskopije

n Medijan (interkvartilni raspon)  Razlika' (95% ClI) p*

TGFR
Tip bolesti
Limitirani 38 53,5 (12,0 — 134,0)
) ) 53 0,16
Difuzni 4 134,5 (94,5 — 148)
ANA?Y omjer
1:100 1 154 (154 — 154)
1:360 33 71 (15-130,75) - 0,46
1:1000 6 49 (20 —134)
ANA?
homogena 14 130,5 (20 — 154)
aticentromerna 12 27 (9-78)
_ - 0,14
citoplazmatska 2 89 (24 — 154)
tockasta 12 73,5 (16,5 — 126)
Tip protutijela
ATA! 18 95,5 (20 — 154)
Anti-U1-RNP 2 76,5 (9 — 144)
- 0,48
ACAT 17 27,0 (15-90)
Pm/Scl 1 154 (154 — 154)
Tip protutijela
ATA 18 95,5 (20 — 154)
-22,5 (-91 do 14) 0,25
ACA' 17 27,0 (15,0 — 90)
Kapilaroskopija (stadij)
rani 7 24 (11,5-116,25)
aktivni 12 27 (9-121) - 0,31
kasni 23 85 (25,5 - 143,5)

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); CI —
interval pouzdanosti; antinuklearna antitijela; lantitopoizomeraza | protutijela; %anticentromerna protutijela
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Tablica 5.14. Vrijednosti IL-17 u odnosu na tip bolesti, tip protutijela, ANA i nalaz

kapilaroskopije

Medijan (interkvartilni

Razlika® (95%

raspon) Cl)
IL-17
Tip bolesti
Limitirani 38 0,237 (0,014 — 0,904)
Difuzni 4 0,754 (0,491 — 14,3) 052 013
ANAS omjer
1:100 1 0,016
1:360 33 0,260 (0,014 - 0,819) - 0,53%
1:1000 6 0,574 (0,302 — 1,05)
ANA?Y
homogena 14 0,606 (0,014 — 1,056)
atientromerna 12 0,189 (0,013 - 0,411) ] 069"
citoplazmatska 2 0,195 (0,016 — 0,374) ’
toCkasta 12 0,298 (0,015 - 1,621)
Tip protutijela
ATA Il 18 0,133 (0,014 — 0,786) Anti.
Anti-U1-RNP 2 0,537 (0,396 — 0,678) ] UL
ACA 17 0,302 (0,014 — 0,942)
Pm/Scl 1 0,016 RNP
Tip protutijela
ATA Il 18 0,133 (0,014 -0,786) 0,01 (-0,19 do 0.60
ACA 17 0,302 (0,014 —0,942) 0,32) ’
Kapilaroskopija
rani 7 0,016 (0,015 - 0,886)
aktivni 12 0,203 (0,013 — 0,445) - 0,61%
kasni 23 0,426 (0,023 - 1,02)

*Mann Whitney U test; "Hodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc
Conover); Cl — interval pouzdanosti; ; Santinuklearna antitijela; 'antitopoizomeraza | protutijela;

fanticentromerna protutijela
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Tablica 5.15. Vrijednosti IL-22 u odnosu na tip bolesti, tip protutijela, ANA i nalaz

kapilaroskopije

Medijan (interkvartilni

Razlika® (95%

" raspon) Ch
IL - 22
Tip bolesti
Limitirani 38 117,8 (91,7 - 172,5)
Difuzni 4 232,5 (105,3 — 968,3) 483 027
ANAS omjer
1:100 1 205,8
1:360 33 117,8 (94,7 — 179,3) - 0,50¢
1:1000 6 125,3 (91,7 — 158,5)
ANAS
homogena 14 109,2 (91,7 - 177,2)
atientromerna 12 117,8 (93,7 —140,1) ] 058!
citoplazmatska 2 189,1 (172,5 — 205,8) '
toCkasta 12 120,6 (97,7 —-191,1)
Tip protutijela
ATA Il 18 108,2 (81,2 — 158,5)
Anti-U1-RNP 2 99,6 (90,9 —108,2) ] 0.44¢
ACA' 17 117,8 (94,7 — 168,5)
Pm/Scl 1 205,8
Tip protutijela
ATA Il 18 108,2 (81,2 — 158,5) 10,6 (-22,3 do 053
ACAT 17 117,8 (94,7 — 168,5) 41,9) ’
Kapilaroskopija
Rani 7 102,4 (72,3 — 158,8)
aktivni 12 132,1 (87,5 —168,7) - 0,47*
Kasni 23 117,8 (104,8 — 183,5)

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); Cl —
interval pouzdanosti; Santinuklearna antitijela; lantitopoizomeraza | protutijela; Tanticentromerna protutijela
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5.6. Vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFp u odnosu na terapiju

U analizi odnosa vrijednosti IL-17, IL-22 i TGFp, poviSene vrijednosti TGFf} su nadene

u bolesnika sa sistemskom sklerozom (Tablica 15.8) koji ne primaju imunosupresivnu terapiju
(Mann Whitney U test, P =0.03), a za IL-17, IL-22 nema znacajnih razlika kod niti jedne
ispitivane terapije (Tablica 15.6 i Tablica 15.7).

Tablica 15.6. Vrijednosti IL-17 u odnosu na terapiju

Medijan
Terapija n (interkvartilni Razlika® (95% CI) p*
raspon)

IL-17
Glukokortikoidi

Ne 23 0,104 (0,013 -0,64) 0,35 (-0,002 do 007

Da 19 0,494 (0,02 — 3,45) 1,11)
Doza glukokortikoida

Mala doza 17 0,426 (0,014 —1,47)

Srednja doza 2 10,39 (-) -
Imunosupresivi

Ne 17 0,374 (0,01 — 1,05)

Da 25 0,260 (0,014 — 0,787) 0006 (-042-0.11) 054
Koji imunosupresivi

MMF? 2 0,013 (0,008 —0,018)

MTXI! 8 0,608 (0,04 —0,96)

azatriopin 4 0,414 (0,02- 2,28) 036t

ciklofosfamid 8 0,17 (0,01 - 0,33) ’

klorokin 2 0,18 (0,02 - 0,35)

kolhicin 1 8,82 (0,82 - 0,82)

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); Cl —
interval pouzdanosti; Smikofenolat-mofetil; Imetotreksat
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Tablica 15.7. Vrijednosti IL-22 u odnosu na terapiju

Terapija n (interk\'\/’;‘i?i'ljrﬁ”raspon) Razlika' (95% CI)  P*
IL-22
Glukokortikoidi

Ne 23 109,1 (92,1 -133,5

Da 19 1585 §93,7 _ 189,7; 242 (-155d0696) 027
Doza glukokortikoida

Mala doza 17 117,8 (91,7 -179,3)

Srednja doza 2 250,8 (-) S
Imunosupresivi

Ne 17 109,1 (87,7 — 234,2

Da 25 1178 298,5 _ 160,7; 53(-13,7do261) 0,78
Imunosupresivi

MMF$ 2 191,1(185,5-196,6)
MTXI! 8 112,5(105,3 -142,5)
azatriopin 4 105,3 (90,3 — 144,1) 0.341
ciklofosfamid 8 132,1(132,1-1321) ’

klorokin 2 106,7 (91,3 —140,1)

kolhicin 1 158,5(158,5—158,5)
*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); Cl —
interval pouzdanosti; Smikofenolat-mofetil; Imetotreksat

Tablica 15.8. Vrijednosti TGF u odnosu na terapiju

TGFB
Glukokortikoidi

Ne 23 62 (9118

Da 19 95 (21(— 151,5; 17(-10do71) 0,19
Doza glukokortikoida

Mala doza 17 76 (19,3 — 146,5)

Srednja doza 2 131,5 .
Imunosupresivi

Ne 17 120 (59,3 — 146,5)

Da o5 27 (9 - 98) -59 (-103 do-7) 0,03
Koji imunosupresivi

MMF? 2 59,5 (24 — 95)

MTX! 8 73,5 (39,5 - 143)

azatriopin 4 19,5 (5-94,5) 0.25

ciklofosfamid 8 452-17) ’

klorokin 2 27 (9-70,5)

kolhicin 1 20

*Mann Whitney U test; "THodges — Lehmannova razlika medijana; *Kruskal Wallis test (Post hoc Conover); CI —
interval pouzdanosti; Smikofenolat-mofetil; Imetotreksat
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6. RASPRAVA

Unato¢ brojnim istrazivanjima koji se provode posljednjih godina vezanih uz

imunopatologiju sistemske skleroze, postoje jos brojne nejasnoce.

Uloga Th-17 citokina, poput IL-17 i IL-22, takoder nije razja$njena, osobito zbog

istrazivanja koji upucuju na njihov dualni u¢inak - profibrotski i antifibrotski.

U ovom istrazivanju nastojali smo utvrditi povezanost serumskih razina IL-17, IL-22 i TGF-
B s razli¢itim klinickim manifestacijama sistemske skleroze te uociti postoji li prevaga serumske
razine pojedinog citokina ovisno o pretezno fibrotskim manifestacijama bolesti ili
manifestacijama dominirajuce vaskulopatije. Takoder smo istrazivali postoji li razlika u razini
ispitivanih citokina s razli¢itim kapilaroskopskim stadijima §to je ujedno i po nasim saznanjima

prvo provedeno istrazivanje koje je ispitivalo tu vrstu povezanosti.

6.1. Interleukin 17

Uloga IL-17A poznata je i dobro istrazena u drugim sustavnim upalnim bolestima, poput
seronegativnog spondiloartritisa te osobito u psorijazi, u ¢ijem se lije¢enju potvrdila
ucinkovitost primjene IL-17 inhibitora (sekukinumab, iksekizumab, brodalumab) u razdoblju
duZzem od 5 godina (146).

Ta saznanja dovele su do shvacanja psorijaze kao ,, [L-17- vodene bolesti* , stavljajuci
upravo IL-17A u glavni fokus imunopatogeneze bolesti, pridonosec¢i boljem razumijevanju

njegove proupalne uloge.

U psorijazi, kroni¢noj, autoimunosnoj upalnoj bolesti koze, IL-17A vodi proliferaciju i
diferencijaciju keratinocita te doprinosi prekidanju kozne barijere, sudjeluje u stvaranju i
umnazanju proupalne mreze poti¢uci oslobadanje antimikrobnih peptida i proupalnih citokina

I kemokina te uzrokuje proupalnu aktivaciju uz predominantno neutrofilni/Th17 odgovor (147).

Nadalje, u psorijaticnim lezijama koZze nadena je znaCajno poviSena razina IL-17A,
medutim za serumsku razinu postoje istrazivanja kod kojih je razina IL-17 bila znacajno
povisena u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, ali i sli¢nih vrijednosti kao u zdravih kontrola

(148, 149, 150).
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Sistemska skleroza je bolest u kojoj zahvacanje koze jedna od glavnih obiljezja bolesti.
Za razliku od psorijaze gdje dominiraju upalne promjene koze, kod sistemske skleroze
proupalni stani¢ni potpis prisutan je samo u vrlo ranim koznim promjenama, dok

napredovanjem bolesti prevagu ¢ini Th2 odgovor uz posljedi¢no fibrotske promjene (151, 152).

Nadalje, proupalna uloga limfocita Th-17 i IL-17 jasno je dokazana u psorijazi, dok u
sistemskoj sklerozi njihova uloga u razvoju i progresiji bolesti ostaje nerazjasnjena, s obzirom
na istrazivanja koja ukazuju u jednakoj mjeri i na proupalni te na fibrotski, ali i antifibrotski

ucinak, $to vjerojatno ovisi o stadiju bolesti te upalnom miljeu koji je prisutan (153).

Dosada3nja istraZivanja u SSc pokazala su da je u bolesti prisutna neravnoteza izmedu
regulatornih i Th-17- limfocita uz prevagu Th-17 limfocita (154) , ¢ineci IL-17, a posljedi¢no
tome i njegovu inhibiciju, zanimljivim patogenetskim ¢imbenikom za daljnja klinicka
ispitivanja.

Upravo je dovrseno klinicko ispitivanje faze | u kojem je ispitivan uc¢inak inhibitora
IL-17 (brodalumaba) u bolesnika sa sistemskom sklerozom. Ispitivanje je pokazalo smanjenje
mRSS i debljine koze kod osam bolesnika s vrlo ranim difuznim oblikom SSc lije¢enih IL-
17A inhibitorom (155).

S obzirom na vrlo mali uzorak u provedenom istrazivanju, potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se potvrdila ucinkovitost primjene IL-17 inhibitora u u bolesnika sa SSc,

kao $to je dokazano u bolesnika s psorijazom.

U bolesnika sa sistemskom sklerozom podatci o serumskoj razini IL-17A, sli¢no kao i
kod bolesnika sa psorijazom, ostaju oprecni, stoga smo u naSem istraZivanju usporedili
serumsku razinu IL-17A kod bolesnika sa sistemskom sklerozom i zdravim kontrolama te
nastojali utvrditi razlikuje li se razina IL-17 kod razli¢itih fenotipova bolesti, klini¢kih

obiljezja u SSc bolesnika, duljini trajanja bolesti 1 uporabi imunosupresivne terapije.

U ovom istrazivanju nije nadena statisticki bitna razlika izmedu serumske razine IL-

17A u SSc bolesnika i zdravih ispitanika.

Sli¢ne rezultate opisali su Radstake i sur, koji takoder nisu nasli razliku u serumskoj
razini IL-17 izmedu SSc bolesnika i zdrave kontrolne skupine, medutim u svom istrazivanju
nasli su u SSc bolesnika poviSenu razinu Th-17- limfocita i citokina koji poti¢u Th-17 odgovor
(IL-1a, IL-23 and IL-6). Takoder limfociti T koji su kultivirani iz SSc bolesnika pokazivali su
pojacanu spontanu produkciju 1L-17. Koekspresijom IFN-y i TGF- zajedno sa IL-17 najvise
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razine bile su prisutne u IkSSc. S obzirom da nije bilo razlike u serumskoj razine IL-17 izmedu

grupa, pretpostavili su da IL-17 vjerojatno ima vaznu lokalnu ulogu u SSc (156).

Robak i sur u svom istrazivanju ukljucili su 45 bolesnika s dijagnozom sistemske
skleroze (33 bolesnika sa limitiranim oblikom i 12 bolesnika sa difuznim oblikom bolesti) i 21
zdravog pojedinca kao kontrolnu skupinu, a svrha istrazivanja bila je utvrditi serumsku
koncentraciju IL-17A, IL-17B, IL-17E i IL-17F u SSc bolesnika te procijeniti postoji i
povezanost serumske razine s proSirenosti skleroze koze, tipom bolesti 1 zahvacanjem

unutarnjih organa.

Oni takoder nisu nasli razliku u serumskoj koncentraciji IL-17A izmedu SSc bolesnika
i zdravih ispitanika, medutim pronasli su da su serumske koncentracije IL-17B, IL-17E i IL-
17F bile povisene u SSc bolesnika u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Promatraju¢i klinicka
obiljezja i zahvacanje unutarnjih organa, razina IL-17A bila je jednaka u SSc bolesnika
neovisno jesu li imali zahvacanje probavnog sustava, srca, pluénu fibrozu, bubrezne
abnormalnosti, hematolo§ke manifestacije ili artralgije. Razina IL-17B bila je statisticKi

znacajno povisena u bolesnika sa zahvacanjem bubrega (157).

U nasSem istraZivanju povisena razina IL-17A nadena je u bolesnika s dijagnozom plu¢ne
arterijske hipertenzije, medutim u istrazivanju koje su proveli Robak i sur povezanost sa SSc-
PaH nije ispitivana (157).

Balanescu i sur u svom radu istrazivali su serumske razine IL-6, IFN-y i IL-17 te su
pronasli da su samo razine IFN-y bile poviSene u SSc bolesnika, dok je razina IL-17 i IL-6 bila
jednaka u SSc skupini i zdravoj kontrolnoj skupini. Medutim, u istrazivanju pronasli su
neovisnu statisti¢ki znac¢ajnu povezanost izmedu razine IL-17 i pojave teleangiektazija i visoke
aktivnosti bolesti (EUSTAR score >3) (158).

Aktivnost bolesti definirali su koriste¢i se EUSTAR score-om za aktivnost bolesti. To
je bodovni indeks aktivnosti bolesti u kojeg su ukljuceni: 1. bolesnikova procjena pogorsanja
zadebljanja koze u odnosu na prethodni mjesec (A-koza = 1,5 bod); 2. vrijednost mRSS
(mRSS>18 = 1,5 bod); 3. digitalne ulceracije (DU = 1,5 bod), 4. tendinopatija (,,tendon friction
rub® = 2,25) ; 5. vrijednost C-reaktivnog proteina (CRP>1 mg/dL = 2,25) i 6. difuzijski
kapacitet za ugljicni monoksid (DLCO % procijenjen <70% = 1 bod), a ukupna maksimalna
vrijednost bodovnika je 10 (159).

Premda u nasem radu nismo racunali vrijednost EUSTAR score-a za aktivnost bolesti,
promatrajuci pojedinacne sastavnice koje su ukljucene, mozemo zakljuciti da u nasih bolesnika

vrijednost IL-17A nije bila povezana sa vecom aktivnosti bolesti.
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Za razliku od nasih rezultata, Kurasawa zajedno sa skupinom autora prikazali su
povisene serumske razine IL-17 u bolesnika sa SSc u odnosu na bolesnike sa SLE i zdravu
kontrolnu skupinu. Takoder, poviSena ekspresija IL-17 mRNA nadena je u nestimuliranim
limfocitima periferne krvi u bolesnika sa SSc, za razliku od skupine SLE bolesnika i zdravih
ispitanika. Povisene razine IL-17 nadene su osobito u ranom stadiju SSc, za razliku od naseg
istrazivanja gdje nismo pronasli povezanost izmedu trajanja bolesti i serumske koncentracije
IL-17. Kurasawa i sur nisu nasli povezanost izmedu razine IL-17 i drugih klini¢kih obiljezja
SSc poput tipa bolesti (IkSSc i dkSSc), fibroze pluca, vrsti protutijela i uporabi glukokortikoida

(83), Sto je odgovara i naSim rezultatima.

Murata i sur u svom istrazivanju prikazali su povi$enu razinu serumskog IL-17 u odnosu
na zdrave ispitanike (4,96 pg/ml vs. 1,15 pg/ml; p <0,0001). Kada su kao povisene razine uzete
vrijednosti koncentracija srednje vrijednosti + 2 S.D., IL-17 je bio povisen u 85% bolesnika.
Medu SSc bolesnicima, poviSene razine IL-17 nasli su u bolesnika sa manjim mRSS. Nisu nasli
povezanost izmedu serumske koncentracije 1 drugih obiljezja bolesti, kao Sto su zahvacanje

pluca, srca, artritis, zahvacanje jednjaka, mi$ica i plu¢ne hipertenzije (160).

Za razliku od tih rezultata, u naSem istraZivanju nismo pronasli povezanost izmedu razine IL-

17 i mRSS, medutim pronasli smo povezanost izmedu razina IL-17 i PAH.

Yang i sur pronasli su povisenu razinu IL-17 u serumu SSc bolesnika u usporedbi sa
zdravom kontrolnom skupinom te je statisticki znacajna povezanost nadena izmedu razine IL-
17 1 aktivnosti bolesti (bolesnici sa EUSTAR score aktivnosti bolesti >3 bili su klasificirani kao
aktivna SSc-grupa). Takoder su opisali da je broj Th17-limfocita bio usko povezan sa aktivnosti
bolesti te da je IL-17 porijekla iz SSc bolesnika promovirao produkciju kolagena u
fibroblastima (79).

Olewicz-Gawlik i sur u svoje istrazivanje ukljucili su 38 bolesnika s dijagnozom
sistemske skleroze 1 39 zdravih pojedinaca kao kontrolnu skupinu te su koriste¢i se ELISA

testom odredivali serumsku razinu IL-17, IL-21 i IL-23.

Nasli su da je serumska razina IL-17 i 23 bila zna¢ajno snizena, dok je razina IL-21 bila
povisena u SSc-bolesnika u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom. Razina IL-17 bila je
niza u bolesnika s duzim trajanjem bolesti, a vise razine nadene su u SSc bolesnika kod kojih
su bile prisutne opseznije parenhimske promjene i lezije na plu¢ima opisane na HRCT-u

procijenjene Warickovim score-om (161).

U naSem istrazivanju nismo nasli statisticki znac¢ajnu povezanost izmedu razine I1L-17 i

dijagnoze intersticijske bolesti pluca, koja je u nasem istrazivanju definirana kao bibazilarna
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fibroza plu¢a prikazana na HRCT-u, medutim nismo promatrali niti racunali opseznost

promjena na HRCT-u, kao §to su u navedenom radu uéinili.

U naSem istrazivanju u skupini SSc bolesnika statisticki znacajna povezanost nadena je
izmedu serumske razine IL-17A i dijagnoze pluéne arterijske hipertenzije, ukazujuéi na mogucu

ulogu IL-17A u razvoju vaskulopatije.

Batah i sur su u svom eksperimentalnom radu na zivotinjama opisali u¢inak povisene
razine IL-6 i IL-17A navaskularno remodeliranje u PAH kroz in situ dokaz aktivacije kolagena
(kol) V (fibrilarni kolagen koji je dio ECM).

U skupini Stakora kod kojih je inducirana PAH pronaden je poviSeni sistolicki tlak u desnoj
Klijetki, povecana debljina medije malih pluénih arterija, ekspanzija ECM u mediji i
periadventicijskim slojevima pluénog krvozilnog zida, povecani kolagen i V, povec¢ana TGF-
B ekspresija i poviSena razinu IL-6 i IL-17 u mediji i adventiciji malih pluénih arterija te u svom

radu sugeriraju da je sinteza kolagena V klju¢na za razvoj PAH (162).

Mikroangiopatija je jedna od najranijih klini¢kih manifestacija SSc, koja je ujedno
prisutna kroz cijeli tijek trajanja bolesti. Klini¢ki znaci mikroangiopatije uklju¢uju Raynaudov
fenomen, digitalne ulceracije, plué¢nu arterijsku hipertenziju i bubreznu krizu, a histopatoloske
promjene koje su prisutne pokazuju fibrozu stijenke krvne zile koja se javlja nakon pocetne
upalne ozljede, manifestiraju¢i se kao proliferativne vaskularne endotelne i glatke miSiéne

stanice koje uzrokuju zadebljanje stijenke krvne zile (163).

Xing i sur su opisali da IL-17A porijekla iz SSc bolesnika posreduje u vaskularnoj upali
poticuci ekspresiju adhezijskih molekula i kemokina na endotelnim stanicama te promoviraju

ozljedu endotelnih stanica koji je ujedno i inicijalni dogadaj u SSc vaskulopatiji.

Takoder su pronasli povisenu razinu serumskog I1L-17A u odnosu na zdravu kontrolnu
skupinu te znacajno povisenu transkripciju mRNA za IL-17A u mononuklearnim stanicama
periferne krvi (164).

Liu i surusvom istrazivanju pokazali su bitnu ulogu IL-7A u procesu mikroangiopatije,
pokazujuéi da IL-17A u SSc bolesnika moZe promovirati proliferaciju, sintezu kolagena,
sekreciju 1 migraciju dermalnih vaskularnih miSiénih stanica, koji su bitni za razvoj

vaskulopatije vezane uz SSc (165).

Fukayama i sur u svom istrazivanju su mjerili serumsku koncentraciju II-17F i IL-17E
u bolesnika sa SSc te usporedivali sa zdravom kontrolnom skupinom. Nasli su da su serumske

razine IL-17F bile znacajno povisene u bolesnika s difuznim oblikom bolesti i u bolesnika sa
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intersticijskom bolesti plu¢a u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, nasli su da razine IL-17F
koreliraju sa mRSS, vrijednostima DLCO i FVC te pojavom digitalnih ulceracija, uz zaklju¢ak

da je moguce da IL-17F ima ulogu u fibrotskim i mikraoangioapatskim procesima u SSc (166).

Premda u nasem radu nismo mjerili razinu IL-17A, dosadasnje Spoznaje govore u prilog
tome da IL-17A i IL-17F imaju zajednicku funkciju s obzirom na sli¢nost njihove strukture te

se stoga uloga IL-17A u autoimunosnim bolestima moze izjednaciti sa ulogom IL-17A (167).

U naSim rezultatima povisene razine IL-17A nisu bile povezane sa viSim stupnjem
fibroze koZe mjerenim mRSS, niti s IBP, pojavom tendinopatije i1 sklerodaktilije, Sto su sve
pokazatelji prisutnih fibrotskih promjena u SSc. Medutim, statisti¢ka znacajna povezanost
nadena je s razinom IL-17A i dijagnozom PAH, §to bi moglo upuéivati da IL-17A ima
znacajniju ulogu u razvoju vaskulopatije, premda nismo pronasli povezanost izmedu razine IL-

17A i broja digitalnih ulceracija u SSc bolesnika.

Statisticki znacajna povezanost takoder je nadena izmedu povisene serumske razine IL-
17A i povisene razine NT-proBNP, a vise razine IL-17A bile su povezane s lo$ijim rezultatom
6.-minutnog testa hoda, $to su indirektni pokazatelji desnostranog zahvacanja srca kao

posljedica prisutne PAH.

U naSem istrazivanju veca razina izmjerenog IL-17A nadena je u SSc bolesnika s nizim

indeksom tjelesne mase (ITM).

Za razliku od nasSih rezultata, lannone i sur nasli su da su pretili SSc bolesnici ( [ITM >
30) imali najvise serumske razine IL-17A. Podudarno nasim rezultatima, nisu pronasli
statisti¢ki znacajnu razliku serumske koncentracije IL-17A u skupini SSc bolesnika i zdrave

kontrolne skupine (168).

Pretilost, definirana indeksom tjelesne mase (ITM) > 30 kg/m2, povezana je sa stanjem
kroni¢ne upale niskog stupnja. Masno tkivo u pretilih osoba mjesto su infiltracije proupalnih
stanica. Th-17 stanice koje produciraju IL-17 dio su proupalnih stanica koje infiltriraju masno
tkivo te je njihova aktivnost i diferencijacija potaknuta od strane samih mezenhimalnih stanica
koje se nalaze u masnom tkivu (169), stoga su nasi rezultati da su statisticki znacaje razine IL-

17A nadena u bolesnika s nizim ITM iznenaduju¢i.

Jedno od mogucih objasnjenja je da u SSc bolesnika gubitak na tjelesnoj tezini i nizak ITM,

kao i dijagnoza PAH, jedan su od losih prognostic¢kih faktora za bolest (170, 171).

U naSem istrazivanju kod nizeg I'TM 1 prisutne dijagnoze PAH te poviSenih razina NT-pro-

BNP-a nadene su poviSene razine IL-17A.
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Zanimljivo je istrazivanje provedeno od strane Lee i sur, koji su nasli da je nizak ITM bio
povezan s vis§im vrijednostima NT-pro-BNP te je ITM utjecao na vrijednosti NT-pro-BNP u
SSc bolesnika s pluénom arterijskom hipertenzijom (172), stoga je moguce da su u nasem
istrazivanju povisene razine IL-17A kod bolesnika sa nizim ITM posljedica povisenih razina

NT-pro BNP, koji imaju takoder statisticki znacajnu povezanost sa IL-17A.

6.2. Interleukin 22

IL-22 je citokin ¢ija je regulatorna i zastitna uloga sve vise prepoznata u razli¢itom spektru
bolesti, poput bubreznih bolesti, kardiovaskularnim bolestima, tumorima i infektivnim
bolestima.

Njegova uloga u autoimunosnim bolestima osobito je zanimljiva zbog moguceg dualnog
proupalnog i protuupalnog ucinka, pa je tako u reumatoidnom artritisu povisena razina u
serumu, u subhondralnoj kosti i sinoviji nadena u bolesnika s ve¢om aktivnosti bolesti. Slicno
tome, u psorijazi poviSena razina Th-22 - limfocita i IL-22 nadena je u bolesnika s vecom
aktivnosti bolesti. Kod bolesnika sa SLE rezultati su kontradiktorni te postoje radovi koji
povezuju poviseni IL-22 uz vecu aktivnost bolesti te ubrzanu sedimentaciju eritrocita, dok su
druga istrazivanja pokazala snizene serumske razine u bolesnika sa SLE, kao i sniZene razine
MRNA IL-22 u proliferativnom oblikom lupus nefritisa (173).

Kod istrazivanja vezanih uz sistemsku sklerozu takoder su rezultati protivni, ¢ineci

ulogu IL-22 u imunopatologiji bolesti nerazjasnjenom.

U naSem istraZivanju serumska razina IL-22 je statisticki znac¢ajno poviSena u SSc

bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu.

Koriste¢i se ROC krivuljom nasli smo da bi IL-22 mogao biti prediktor sistemske
skleroze (osjetljivost 64.3 %, specifi¢nost 63.3%).

Sli¢no nasim rezultatima, Mathian i sur pronasli su povisenu serumsku razinu I1L-22 u
12 od 29 bolesnika sa SSc, u usporedbi 2 od 15 ispitanika u kontrolnoj skupini (p=0,08). Vec¢ina
bolesnika su bili u kasnoj SSc grupi (9/13 bolesnika u usporedni sa ranom pojavom bolesti 3/16,
p=0,005). Takoder, razina prepisivanja IL-22 bila je znacajno viSa u kozi SSc bolesnika u

usporedbi sa zdravim uzorcima koze (p=0,005) (86).

Ovi rezultati upuéuju na moguéu patogenetsku ulogu 1L-22 u kasnijem tijeku bolesti,

kada je o¢ekivana manja prisutnost proupalnih procesa, a izrazenije prevladavanje fibroze,
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medutim u naSem istrazivanju nismo nasli znacajnije razlike u serumskoj razini kod bolesnika

sa duzim trajanjem bolesti.

Rolla i skupina autora pronasli su da su Th-17 vezani citokini, IL-17, IL-21, 1L-22, IL-
23 1 TGF-p poviseni u serumu bolesnika u odnosu na zdrave kontrole. Takoder su ove citokine
nasli povisene u kondenzatu izdahnutog zraka SSc bolesnika, osobito kod bolesnika s dkSSc i

fibrozom pluca, sugerirajuci o patoloskoj ulozi Th-17 - citokina u fibrozi pluc¢a (174).

Za razliku od nasih rezultata, Sawamura i sur nisu pronasli razliku u izmjerenoj

serumskoj razini IL-22 izmedu SSc bolesnika i zdravih ispitanika.

U svom istrazivanju ukljucili su 36 bolesnika s dijagnozom SSc (13 sa dkSSc i 23 sa
IkSSc), 10 bolesnika sa dijagnozom SLE, 12 bolesnika s dijagnozom dermatomiozitisa, 9
bolesnika s dijagnozom bolesti iz sklerodermijskog spektra te 10 zdravih pojedinaca koji su
sacinjavali kontrolnu skupinu, a biopsija koze ucinjena je bolesnicima s dijagnozom difuznog
oblika bolesti. Kao i u SSc skupini, u skupini bolesnika s drugim ispitivanim autoimunosnim

bolestima, serumska razina IL-22 nije se razlikovala od zdrave kontrolne skupine.

Istrazivanjem su pokazali da IL-22 stimulira post-transkripcijsku ekspresija kolagena
tipa I, koja se razlikuje od TGF-B/Smad-posredovane tip | kolagen pretjerane ekspresije.
Takoder su pokazali da IL-22 inducira tip | kolagen proteinsku ekspresiju kroz smanjenje
ucinka let-7a (mikroRNA koja svojom aktivnoSéu smanjuje tip I kolagen ekspresiju). Ujedno
su opisali da je ekspresija IL-22 detektirana u limfocitima koji su infiltrirali SSc kozu, ali ne i
u zdravih ispitanika, uz zakljucak da posto je limfocitna infiltracija koZe obiljezje ranijeg tijeka

bolesti, IL-22 blokada bi vjerojatno mogla imati terapeutski u¢inak u ranoj bolesti (175).

U naSem istrazivanju statisticki znacajna povezanost nadena je izmedu serumske

koncentracije IL-22 i pojave intersticijske bolesti plu¢a u SSc bolesnika.

Premda prijasnja provedena ispitivanja potvrduju povezanost Th-17- citokina i 1L-22
medu njima u promoviranju fibroze pluca (174), patofizioloska uloga IL-22 u procesu fibroze

nije jasna.

Pojedina istrazivanja provedena u animalnim modelima i in vitro u idiopatskoj plu¢noj
fibrozi (IPF) upucuju na protektivnu ulogu IL-22 u fibrozi plu¢a inhibirajuéi TGF-$1
signalizaciju, sugerirajuc¢i da lijeCenje IL-22 bi mogla biti novo imunoterapijsko sredstvo u
lijecenju fibroze pluca (176, 177). Medutim, za razliku od naSeg istrazivanja, Liang i sur u
klini¢kom dijelu ispitivanja koji je ukljuc¢ivao serum bolesnika sa IPF opisuju znacajno sniZene

razine IL-22 u serumu bolesnika u usporedbi s kontrolnom zdravom skupinom (176).
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Povezanost izmedu IL-22 i intersticijske bolesti plu¢a u SSc opisana od strane Truchetet
I sur koji su pronasli da SSc bolesnici s IBP imaju povecani broj stanica koji produciraju IL-
22. Takoder su pronasli poviSene razine limfocita Th22 i Th17 u perifernoj krvi bolesnika sa

SSc u usporedbi sa zdravim kontrolama (87).

Premda je uloga IL-22 u fibrozi plu¢a jos$ uvijek nejasna, bilo da je rije¢ o profibrotskom
ucinku ili su nadene poviSene razine samo pokuSaj organizma u reparaciji organa, nase

ispitivanje pokazalo je da je IL-22 moguci biomarker u SSc- intersticijskoj bolesti pluca.

U naSem istrazivanju razina IL-22 nije bila povezana s iznosom modificiranog Rodnan

skin score-a (MRSS).

Razli¢ito naSim rezultatima, Zhou i grupa autora su opisali pozitivhu statistiCku

povezanost izmedu razine mRNA za IL-22 i IL-22 receptor (IL-22/I1L-22R1) i mRSS.

Takoder, u svom radu opisali su negativnu korelaciju izmedu razine mRNA IL-22 i razine
MRNA TGF-B, uz zakljucak da bi IL-22/IL-22R 1 mogao imati protektivan u¢inak u SSc putem
inaktivacije TGF-B. Zanimljivo je takoder $to su pokazali da je ekspresija za receptore IL-17
(IL-17RA) i IL-22 (IL-22R1) pretezno prisutna u epidermisu u SSc, dok su patoloske promjene
u SSc inace najvise vidljive u dermisu, uz objasnjenje kako je moguce da keratinocitima
posredovani medijatori mogu proci kroz epidermo-dermalnu membranu i aktivirati stanice,

ukljucujuéi fibroblaste, endotelne stanice i cirkulirajuce leukocite (178).

Ucinak IL-22 u SSc kozi opisali su Brembila i sur, koji su nasli da IL-22 u SSc kozi
pojacava odgovor na TNF 1 potie proupalni fenotip fibroblasta te djeluje u prilog TNF-

inducirane aktivacije keratinocita.

IL-22 djelujuéi sam izravno nije imao mogucnost u€inka na dermalne fibroblaste,
proupalne citokine i ECM-regulatorne enzime. S obzirom da razina IL-22+ stanica, premda
nadene povisene u epidermisu SSc koze, nije korelirala sa podtipom bolesti, trajanjem bolesti i
zahvacanjem organa, moguce je da IL-22+ stanice samo prate, a ne uzrokuju fibrotske
promjene. Takoder, opisali su da je TGF-p reducirao ekspresiju IL-22RA, ali nije imao veliki

utjecaj na odgovor fibroblasta na sinergisticko djelovanje TNF-o i IL-22 (88).

StatistiCki znacajnu povezanost nasli smo izmedu vrijednosti sedimentacije eritrocita,

CRP-ai IL-22.

Povezanost izmedu serumske razine I1L-22 i poviSenih vrijednosti CRP-a nije do sada
opisana u SSc bolesnika, medutim opisana je u drugim upalnim bolestima, kao §to je SLE,

reumatoidni artritis (RA) i ulcerozni kolitis (179, 180, 181, 182).
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U jednoj studiji koja je ukljucivala SLE bolesnike opisane su nize plazmatske razine IL-
22 kod bolesnika s novonastalom i relapsiraju¢om bolesti u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu
te su niZe koncentracije nadene u bolesnika s ubrzanom SE. U SLE skupini pratio se porast
razine 1L-22 nakon lije¢enja prednizonom i hidroksiklorokinom, uz implikaciju da bio IL-22

mogao biti biomarker oporavka u SLE (179).

Druga studija koja je ukljucivala SLE bolesnike pokazala je kako je serumska razina
IL-22 bila znacajno povisena u SLE bolesnika u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu te da je
poviSena razina pozitivno korelirala sa ve¢om aktivnosti bolesti, ubrzanom SE i povisenim C-

reaktivnim proteinom te prisutnim koznim promjenama (180).

U studiji koja je ukljucivala bolesnike s reumatoidnim artritisom, povisena razina IL-22
nadena je u skupini RA bolesnika u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu te su statisticki
znacajnije razine nadene kod bolesnika s visokom aktivnosti bolesti, ubrzanom SE, pozitivnim

reumatoidnim faktorom te prisutnim erozivnim promjenama na zglobovima (181).

U studiji koja je ukljucivala bolesnike s ulceroznim kolitisom, nadene su povisene
vrijednosti Th22-limfocita i 1L-22 u serumu u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Serumska
razina IL-22 bila je visa u bolesnika s aktivnom bolesti, kod bolesnika s ubrzanom
sedimentacijom eritrocita i poviSenim CRP-om, medutim sama uloga IL-22 u ulceroznom
kolitisu nije jasna te je moguce da on ima protektivnu, reparacijsku ulogu kod prisutne ozljede

tkiva (182).

Suprotno tome, Liang i sur u svom radu opisali su izravni lokalni proupalni u¢inak IL-
22 koji moze potaknuti sustavni akutni odgovor, induciraju¢i biomehanic¢ke promjene u jetri
uklju¢ujuéi indukciju fibrinogena i serumskog amiloida A. U svom radu opisali su modulacijski
uc¢inak IL-22 na ¢imbenike koji su sastavnica koagulacijskog kaskadnog sustava, ukljucujuéi
razinu fibrinogena i broj trombocita te sastavnica krvi, kao §to su broj neutrofila i eritrocita.
Takoder su opisali da IL-22 inducira atrofiju timusa, potice gubitak tjelesne tezine i metabolicku
aktivnost proksimalnih tubula, a upravo svi ovi ¢imbenici su neizravni pokazatelji sustavnog

upalnog stanja (183).

U SSc statisticki znacajna poviSena razina CRP-a nadena je u bolesnika s vis$im mRSS,
dijagnozom IBP i difuznim oblikom bolesti neovisno o trajanju bolesti, dok je ubrzana SE

nadena u bolesnika s opéenito tezim oblikom bolesti (184, 185, 186).

Moguce je da su u naSem istrazivanju poviSene razine IL-22 u bolesnika s viSim

razinama SE i CRP-a upravo posljedica prisutnosti dijagnoze IBP i tezeg oblika bolesti,
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medutim ovi rezultati mogu govoriti i u prilog same proupalne uloge IL-22 u SSc neovisno o

trajanju bolesti.

6.3. Pretvorbeni ¢imbenik rasta beta (TGF-§)

TGF-p se duze vrijeme smatra klju¢nim profibrotskim citokinom u SSc. Njegovi najbitniji
ucinci su stimulacija sinteze razli¢itih kolagena i proteina koju su sastavni dio ekstracelularnog
matriksa. Mala koli¢ina TGF-3 moguce senzitizira fibroblaste i odrzava ih u trajno aktiviranom
stanju koji ukljucuje autokrini signalizacijski mehanizam, uzrokujuéi daljnju produkciju TGF-
B. Fibroblasti u SSc predocuju povecane razine TGF-I receptora na svojoj povrsini, §to je
takoder razlog pojacane signalizacije te konacno i produkcije kolagena, ali TGF takoder
smanjuje produkciju metaloproteinaze koja uzrokuje razgradnju kolagena i potie sintezu
inhibitora proteaze, poput tkivnog ¢imbenika metaloproteinaze-1, koja sprjecava razgradnju
ECM (187).

Sve navedeno upucivalo je kako je TGF- zanimljiva potencijalna meta u lijecenju SSc.

Metelimumab (CAT-192) je rekombinantno humano protutijelo koje neutralizira TGF-B1.
U fazi I/II multicentri¢nog, randomiziranog, placebom kontroliranog ispitivanja u bolesnika sa
ranom dkSSC pokazao se neucinkovit u smanjenju mRSS. ZabiljeZeno je znacajno viSe smrtnih
slu¢ajeva u bolesnika koji su primali lijek, osobito u viSoj dozi, premda ni jedna nije bila
dokazano povezana s primjenom lijeka, a takoder je bilo i vise ozbiljnih nuspojava u lije¢enoj
skupini (188).

Neuspjeh studije, koji je potom doveo do prekida daljnjeg istrazivanja, pokazao je da uloga

TGF-p u sistemskoj sklerozi puno sloZenija od prvobitne pretpostavke.

Novost u pokusaju lijecenja je AVID200 fuzijski protein, koji je visoko selektivan za TGF-
B11TGF-B3 (na TGF-P2 ima limitirani u¢inak, a upravo ova izoforma ukljucena je u fiziolosku

hematopoezu i funkciju miokarda) te se u fazi I pokazao kao siguran i dobro podnosljiv lijek
(189).

lako se radi o citokinu s dokazanim profibrotskim u¢inkom, istrazivanja pokazuju suprotne

rezultate vezane uz njegovu serumsku razinu, ¢ak i u slu¢aju difuznog oblika bolesti uz prisutne
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fibrotske manifestacije bolesti, sto je moguce jedan od razloga zasto TGF-B inhibitor nije

pokazao znacajnije poboljsanje u redukciji fibroze.

U nasem istrazivanju nije pronadena statisticki znacajna razlika razine TGF- u skupini

bolesnika sa SSc i zdravoj kontrolnoj skupini.

Sli¢no nasim rezultatima, Dziadzio i sur nisu takoder pronasli razliku u serumskoj razini
u te dvije skupine, medutim opisali su da je u skupini SSc-bolesnika razina TGF-B1 bila sniZzena
u dkSSc, osobito kod bolesnika s ve¢im stupnjem fibroze koze. Kao objasnjenje autori su naveli
kako je moguce da je povecani broj mjesta vezanja za TGF-B receptore mogao uzrokovati

smanjenu razinu aktivnog oblika TGF-f u SSc (190).

Scala i suradnici takoder nisu nasli povisene razine TGF-f u serumu niti u supernatantu
iz mononuklearnih stanica periferne krvi SSc bolesnika, uz napomenu da je mjerena ukupna
razina TGF-B1, a samo mala razina TGF-B1 je u aktivnom obliku. Stoga bi upravo ta razlika
izmedu omjera aktivnog spram latentnog oblika mogla imati ulogu u patogenezi fibrotskih
promjena u SSc. Izmjereni TGF-B1 u serumu nije Se mijenjao ovisno o duljini trajanja bolesti,
vrsti pozitivnih specificnih protutijela (ACA 1 ATA), zahvacanju pluca (pluénoj fibrozi ili PH),
zahvacanju bubrega ili zglobova (191).

Higley i sur nastojali su utvrditi prisutnost TGF-B1 i upalnih biljega stanice (HLA-DR
1 ¢imbenik XIIIa) i usporediti ih s prisutnosti prokolagena tip I u klini¢ki zahvacenoj kozi 1
nezahvacenoj kozi te su nasli kako su bolesnici s aktivnim difuznim oblikom SSc imali
minimalno bojenje za TGF-B1, ali znacajno bojanje za prokolagen tip I u zahvac¢enoj kozi, dok
su u nezahvacenoj kozi nasli umjerenu ekstracelularniu i intraepidermalnu imunoreaktivnost za
TGF-B1. Kod bolesnika s limitiranim oblikom (IkSSC) pronadena je poviSena
imunoreaktivnosti za TGF-B1 i prokolagen tip I u zahvacéenoj i nezahvacenoj kozi, uz zaklju¢ak
da vjerojatno TGF-B1 ima znacajniju, proupalnu aktivnost u ranom tijeku bolesti, koja opada s

napredovanjem bolesti.

Dodatno su istrazivali razinu TGF-B1 u plazmi bolesnika s dkSSc, 1kSSc, morfeom i
Raynaudovim sindromom. U bolesnika s IkSSC i dkSSC razina TGF-B1 se nije razlikovala od
kontrolne skupine, dok su kod bolesnika s morfeom (cirkumskriptnom sklerodermijom) nadene
povisene razine TGF-B1. Kod bolesnika s Raynaudovim sindromom razina TGF-B1 bila je

nesto visa, ali bez statistickog znacaja u usporedbi sa kontrolnom skupinom (192).

Majewski i sur u svoje su istrazivanje ukljuéili 30 bolesnika sa SSc i 19 zdravih
pojedinaca kao kontrolnu skupinu. Nisu nasli znacajnije razlike u koncentraciji TGF-f izmedu

te dvije skupine. Takoder nisu pronasli povezanost izmedu serumske razine i stupnja pluéne i
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kozne fibroze, uz zaklju¢ak da sistemska skleroza nije bolest koju prati karakteristicno
povecanje serumske razine TGF-J te stoga nije ni vjerojatno da on ima klju¢nu ulogu u razvoju

i tijeku bolesti, niti se moze smatrati prognostickim ¢imbenikom (193).

U nasem istrazivanju takoder nismo dokazali povezanost izmedu tipa bolesti, kao ni

veceg stupnja mRSS kao pokazatelja zadebljanja koze.

Za razliku od nasih rezultata, Dantas i koautori opisali su zna¢ajno povisene serumske
razine TGF-B1 u SSc-bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (90,38 (55,84-157,1): 27,56
(15,63-51,16) pg./MI; p < 0,0001). U skupini SSc-bolesnika vise razine TGF-B1 nadene su u
bolesnika sa pluénom fibrozom, prisutnim digitalnim ulceracijama i pozitivnim ATA

protutijelima (194).

Snowden i sur su u svom radu opisali poviSene plazmatske razine TGF-1 u 6 od 39 SSc
bolesnika (srednja vrijednost 1550 pg/ml, raspon 610-2800 pg/ml), ali isti nije detektiran u

Ispitanicima sa primarnim Raynaudovim sindromom ni u zdravoj kontrolnoj skupini (195).

U naSem istrazivanju nismo prona$li povezanost izmedu razine TGF-B1 i klini¢kih

manifestacija bolesti, niti razli¢itih vrsta protutijela specifi¢nih za bolest.

Lomeli-Nieto i sur opisali su snizenu razinu TGF- u SSc bolesnika u odnosu na
kontrolnu skupinu. TGF-B1 bio je nizi u starijih bolesnika i u bolesnika sa pozitivnim ACA
protutijelima, a poviSene razine nadene su u bolesnika s viSim razinama CRP-a. PoviSena razina
TGF-B2 izoforme nadena je u bolesnika sa viSim razinama trombocita i CRP-a. U uzorcima
koZe razina ekspresije TGF-f1, TGF-BR1 i TGF-BR2 bila je visa u bolesnika sa SSc u odnosu

na zdravu kontrolnu skupnu (70).

StatistiCki znacajne poviSene razine TGF-3 u skupini SSc bolesnika pronasli smo kod

bolesnika koji su lijeeni imunosupresivnom terapijom.

Imunosupresivna terapija ima klju¢nu ulogu u lije¢enju SSc s obzirom na njezin
protuupalni ucinak, ali i ulogu u sprjecavanju napredovanja fibroze pa €ak i regresivni ucinak

fibrotskih promjena u SSc.

Dobar primjer za to je povoljan klini¢ki u¢inak ciklofosfamida. U studiji pod nazivom
»ocleroderma lung study* bolesnicima lijeCenim ciklofosfamidom dokazana je redukcija
fibrotskih promjena na plu¢ima 1 kozi. Moguce objaSnjenje je -citotokSi¢ni ucinak
ciklofosfamida na limfocite T i B, uz smanjenje transkripcije proupalnih gena, a potom i
smanjenje sinteze TGF-f (196).
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Denton i sur proucavajuc¢i u¢inak inhibicije IL-6 primjenom tocilizumaba u bolesnika
sa aktivnim SSc uocili su ispitujuci uzorke koze da su bolesnici lijeceni tocilizuamabom imali u
odnosu na bolesnike lijeCene placebom znatnu normalizaciju funkcije i reverzni ucinak

ekspresije dominantno TGF-B-gena u fibroblastima (197).

Nase istrazivanje pokazalo je da imunosupresivna terapija utjeCe na smanjenje razine
serumske koncetracije TGF-B u SSc te je mogucée da je to uzrok njezinog antifibrotskog

djelovanja.

Za razliku od nasih rezultata, Dantas i sur nisu pronasli razlike u koncentraciji TGF-f

u odnosu na lijeenje imunosupresivnom terapijom (194).

Wakhlu i sur u svom radu opisali su povisene razine IL-17A i TGF-B1 u SSc-bolesnika
u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu. Znacajno povisene razine oba citokina bile su prisutne
u bolesnika s dijagnozom IBP, u bolesnika s difuznim oblikom bolesti, bolesnika s pozitivnim
ATA protutijelima te u bolesnika s visim mRSS, odnosno kod bolesnika sa prevladavajuce

fibrotskim fenotipom bolesti (198), $to u nasem istrazivanju za TGF- i IL-17A nije bio slucaj

Povisene serumske razine TGF-p, kao i IL-17A i IL-22 u SSc-bolesnika u odnosu na
zdrave ispitanike opisali su Rolla i sur, a u nasem istrazivanju jedino IL-22 bio je statisticki

znacajno povisen kod SSc-bolesnika u odnosu na zdrave pojedince (174).

Ovo istrazivanje je pokazalo da je IL-22 potencijalni biomarker za intersticijsku bolest

pluca u sistemskoj sklerozi.

6.4. Ogranicenja ispitivanja

Postoji nekoliko ogranienja naseg ispitivanja. Relativno mali broj bolesnika sa
sistemskom sklerozom je ukljucen u ispitivanje, osobito bolesnika s difuznim oblikom bolesti.

Premda smo u ispitivanju pokazali da je IL-22 visi u SSc- bolesnika u odnosu na zdrave
ispitanike, koriste¢i se vrijednostima srednje vrijednosti + 2 standarne devijacije za definiranje
povisenih vrijednosti, nismo nasli razlike izmedu grupa, §to moZe ukazivati da vr$ne vrijednosti
na ovaj nacin nisu dobro utvrdene. Za TGF-p, s obzirom da je vrijednost 2 standardne devijacije
bila visa nego sama srednja vrijednost, za utvrdivanje povisenih vrijednosti koristili smo samo
aritmeticku sredinu, medutim takoder nije bilo razlike medu grupama.

Premda je statisticki znacajna povezanost nadena izmedu vise razine 1L-22 i dijagnoze

IBP, uloga samog IL-22 je i dalje nejasna.
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Buduéa istrazivanja koja bi ukljucivala primjenu rekombinantnog IL-22 u SSc-
animalnim modelima, sli¢no istrazivanjima provedenim u idiopatskoj pluénoj fibrozi (158, 159)

bi mogla jasnije razjasniti ulogu IL-22 u SSc- povezanoj fibrozi.

67



7. Zakljucak
Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti slijedec¢i zakljucci:

- Serumska razina IL-22 bila je povisena u skupini bolesnika sa sistemskom sklerozom u
odnosu na zdrave ispitanike te je koriste¢i se ROC krivuljom utvrdeno da bi IL-22
mogao biti prediktor sistemske skleroze (osjetljivost 64,3 %, specificnost 63,3%).

- Serumska razina IL-17A bila je jednaka u skupini bolesnika sa sistemskom sklerozom i
u kontrolnoj skupini.

- U skupini bolesnika sa sistemskom sklerozom viSe razine IL-22 nadene su kod
bolesnika s intersticijskom bolesti pluca te se IL-22 pokazao kao potencijalni biomarker
u SSc-1BP.

- IL-22 u skupini SSc-bolesnika bio je povisen kod bolesnika s ubrzanom sedimentacijom
eritrocita i poviSenim CRP-om §to moze ukazivati na proupalnu aktivnost.

- IL-17A u SSc-bolesnika bio je poviSen kod prisutne dijagnoze plu¢ne arterijske
hipertenzije §to moze upucivati na njegovu ulogu u vaskulopatiji bolesti.

- lzmjerena serumska razina TGF-B1 bila je jednaka u skupini SSc-bolesnika i u zdravih
ispitanika te poviSene razine nisu nadene niti u jednoj manifestaciji bolesti.

- Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u koncentraciji IL-17A, 1L-22 i TGF-1 u
odnosu na razli¢ite kapilaroskopske stadije niti je nadena njihova povezanost uz

ispitivana SSc-specifi¢na protutijela.
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8. Sazetak

Cilj istrazivanja: Sistemska skleroza (SSc) je kroni¢na autoimunosna bolest karakterizirana
upalom, vaskulopatijom i fibrozom koze 1 unutarnjih organa. O imunopatologiji bolesti unatoc¢
brojnim istrazivanjima i dalje postoje brojne nejasnoce. Citokini imaju znacajnu ulogu u
procesu vaskulopatije i1 fibroze. U ovom presje¢nom kohortnom istrazivanju cilj nam je bio
utvrditi serumsku razinu citokina IL-17A, IL-22 i TGF-B1 u bolesnika sa sistemskom

sklerozom te utvrditi njihovu povezanost u odnosu na klini¢ka obiljezja bolesti.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je ukljuceno 42 bolesnika sa sistemskom sklerozom i 30
zdravih pojedinaca koji su ¢inili kontrolnu skupinu. Svim ispitanicima koriste¢i se ELISA
metodom izmjerena je koncentracija serumskih razina IL-17, IL-22 i TGF-p. Skupini bolesnika
sa SSc uzeti su podatci iz anamneze i medicinske dokumentacije bolesti, ucinjena je opsezna
laboratorijska analiza krvi, ukljucujuéi 1 SSc-specifi¢na protutijela te detaljni klinicki pregled
koji je uklju¢ivao modificirani Rodnan skin score (mRSS) za procjenu fibroze koze. Svakom
bolesniku ucinjena je procjena pluénog statusa na temelju pluénih funkcijskih testova i 6.-
minutnog testa hoda te kapilaroskopija za procjenu vaskulopatije. Dobiveni podatci su

analizirani 1 usporedeni medu skupinama.

Rezultati: Serumska razina IL-22 bila je statisticki znac¢ajno poviSena u SSc-bolesnika u
odnosu na zdrave ispitanike (p =0,02). Koriste¢i se ROC krivuljom utvrdeno je da bi IL-22
mogao biti prediktor sistemske skleroze (osjetljivost 64,3 %, specificnost 63,3%). Znacajna
povezanost nadena je izmedu serumske razine IL-22 i intersticijske bolesti pluc¢a (p=0,007) u
SSc-bolesnika. Nije bilo razlike u serumskoj razini TGF-f i IL-17A izmedu SSc-bolesnika i
zdrave kontrolne skupine. Analizirajuéi skupinu SSc- bolesnika povisene razine [L-17A nadene
su kod prisutne pluéne arterijske hipertenzije, a poviSene razine TGF-f kod bolesnika koji nisu

lijeCeni imunosupresivnom terapijom.

Zakljucak: Ucinjenim istrazivanjem nije jasno utvrdena povezanost izmedu razine izmjerenih
IL-17A i TGF-B i fibrotskih obiljezja bolesti. Razina IL-22 bila je povisena kod SSc-
intersticijske bolesti plu¢a koja je fibrotska manifestacija bolesti, medutim povezanost nije

nadena izmedu ostalih obiljezja koji govore u prilog uznapredovale fibroze.

Ovi rezultati upuéuju na moguce koristenja IL-22 kao biomarkera za dijagnozu intersticijske

bolesti pluca u sistemskoj sklerozi.

Kljuéne rije¢i: fibroza, 1L-17, IL-22, intersticijska bolest pluca, sistemska skleroza, TGF-j,

vaskulopatija
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9. Summary

Title: Cytokine response in patients with systemic sclerosis

Objectives: Systemic sclerosis (SSc) is a chronic, autoimmune disease characterized by
inflammation, vasculopathy, and fibrosis of the skin and internal organs. Immunological
response in SSc is still poorly understood. Cytokines play a significant role in this process
leading to vasculopathy and fibrosis. In this cross-sectional study, we aimed to investigate
serum levels of IL-17, IL-22, and TGF-f and to determine their correlation to the clinical

features of the disease.

Subjects and methods: 42 SSc patients and 30 healthy individuals were included in the
research. In all participants, serum levels of IL-17A, IL-22, and TGF-B were examined using
the ELISA method. From SSc patients' medical history, data were collected regarding the
duration of the disease, type of disease (limited or diffuse), treatment, and organ involvement.
For SSc patients, extensive laboratory workup, including SSc-specific autoantibodies, detailed
examination, which included modified Rodnan skin score for the assessment of skin fibrosis,
pulmonary function tests, 6-minute walk test, and capillaroscopy was performed. The results

were analyzed and compared between the groups.

Results: Serum levels of IL-22 were significantly higher in SSc patients compared to healthy
individuals (p=0.02). When using the ROC curve, we found IL-22 to be a good predictor of the
disease (sensitivity 64.3%, specificity 63.3%). A positive correlation was found between 1L-22
sera levels and interstitial lung disease (p=0.007) in SSc patients. Sera IL-17A and TGF-B1
levels did not differ between the groups. In SSc patients, a positive correlation was found
between IL-17A levels and pulmonary artery hypertension. TGF-f was found to be elevated in

SSc patients who did not receive immunosuppressive therapy.

Conclusion: In our research, no certain association between serum levels of IL-17A, TGF-p,
and fibrotic clinical features was established. 1L-22 levels were significantly higher in

interstitial lung disease, representing only one fibrotic feature of the disease.
These results suggest 1L-22 as a potential biomarker in SSc-related interstitial lung disease.

Keywords: fibrosis, IL-17, IL-22, interstitial lung disease, TGF-B, systemic sclerosis,

vasculopathy
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