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POPIS OZNAKA I KRATICA (abecednim redom)

A - aktivna faza bolesti
ACR - od engl. American College Rheumatology
ALB - albumin

ALP - alkalna fosfataza

ALT- alanin-aminotransferaza

AMPK - AMP- aktivirana protein kinaza

AST - aspartat -aminotransferaza

ASTA - antistafilolizinski titar antitijela

AST-0 - antistreptolizinski titar antitijela

Bazo aps - apsolutni bazofili

BIL uk. - ukupni bilirubin

BVAS - od engl. Birmingham Vasculitis Activity Score
CANCA - citoplazmatska antineutrofilna citoplazmatska antitijela
Ca - kalcij

CBAs - od engl. chain — breaking — antioxidants

CHCC - od engl. Chapel Hill Consensus Conference
CHCC1994 - od engl. Chapel Hill Consensus Conference 1994.
CHCC2012 - od engl. Chapel Hill Consensus Conference 2012.
CHOL - kolesterol

CK - kreatin kinaza

ClI - kloridi

CREAT - kreatinin

CRP - C- reaktivni protein

CSS - Churg Strauss sindrom

CTLA - od engl. Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen

DAB - 3,3'- diaminobenzidin-tetrahidroklorid

DIF - direktna imunofluorescencija

DNK - deoksirubonukleinska kiselina

Eos aps. - apsolutni eozinofili

Er - eritrociti

F - floridna faza bolesti



Fe - Zeljezo

GGT- gama glutamil transferaza

GPX - glutation peroksidaza

GRX - glutaredoksin

GSSG - oksidirani oblik glutationa

GSH - glutation

GST - glutation - S transferaza

GST A4-4 - glutation — S transferaza A 4-4
GUK - glukoza u krvi

HBYV - Hepatitis B Virus

HCYV - Hepatitis C Virus

HDL - od engl. High-Density Lipoprotein
HE - hemalaun-eozin

Hgb - hemoglobin

HIV - od engl. Human Immunodeficiency Virus
HLA - od engl. Human Leukocyte Antigen
HNE - 4-hidroksi-2-nonenal

HSP - Henoch — Schonlein purpura

Htc - hematokrit

HUVEGCSs - od engl. Human Umbilical Vein Endothelial Cells
ICAM -1 -od engl. Intercellular Adhesion Molecule 1
IFN y- interferon gamma

IgA - imunoglobulin A

IgAV - imunoglobulin A vaskulitis

IgG - imunoglobulin G

IgM - imunoglobulin M

IK - imunokompleksi

IL - interleukin

IL-8 - interleukin — 8

K - kalij

KKS - kompletna krvna slika

KLCA - kozni leukocitoklasti¢ni angiitis

KLCYV - kozni leukocitoklasti¢ni vaskulitis



LCA - leukocitoklasti€ni angiitis

LCV - leukocitoklasticni vaskulitis

LDH - laktat dehidrogenaza

LDL - od engl. Low-Density Lipoprotein

Leu - leukociti

Limfo aps - apsolutni limfociti

LPO - lipidna peroksidacija

MAPK - mitogen-aktivirana protein kinaza

MCH - od engl. Mean Corpuscular Hemoglobin
MCHC - od engl. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration
MCYV - od engl. Mean Corpuscular Volume

MDA - malondialdehid

MHC - od engl. Major Histocompatibility Complex
Mono aps - apsolutni monociti

MPA - mikroskopski poliangitis

MPAB - mikroskopski poliangitis ograni¢en na bubrege
MPO - mijeloperoksidaza

MPV - od engl. Mean Platelet Volume

MRNA - od engl. messenger Ribonucleic Acid

Na - natrij

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Neut aps - apsolutni neutrofili

NF KB - od engl. Nuclear Factor kappa B

NK - od engl. natural killer

Nrfs — od engl. NF- E2 related factors

PAECs - od engl. Porcine Aorta Endothelial Cells
PANCA - perinuklearna antineutrofilna citoplazmatska antitijela

PAS - Perjodna kiselina-Schiff reagens
PBS - od engl. Phosphate Buffered Saline
PHOS - fosfati

PUFA - od engl. Poly Unsaturated Fatty Acids

R - faza regresije



RDW - od engl. Red Cell Distribution Width

RF - reumatoidni faktor

ROS - od engl. Reactive Oxygen Species

SE - sedimentacija eritrocita

sil-2R - solubilni IL-2 receptor

SOD - superoksid dismutaza

SOV - od engl. Single - Organ Vasculitis
TAC - od engl. Total Antioxidative Capacity
TBS - Tris fosfatni pufer

TIBC - od engl. Total Iron Binding Capacity
TMB - tetrametilbenzidin

TNFa - od engl. Tumor Necrosis Factor alpha

TOC - od engl. Total Oxidative Capacity

Trc - trombociti

Treg - T regulacijske stanice

TRIG - trigliceridi

TRX — tioredoksin

UIBC - od engl. Unsaturated Iron Binding Capacity
UK. PROT - ukupni proteini

UV- od engl. ultraviolet

VJO - vaskulitis jednog organa

VKZPV - vaskulitis krvnih Zila promjenjive velicine
VMKZ — vaskulitis malih krvnih Zila

VNR - vinorelbin tartarat

VSVKZ - vaskulitis srednje velikih krvnih Zila

vs. —od lat. versus

VVKZ — vaskulitis velikih krvnih Zila

WG — Wegenerova granulomatoza

yHV68 — gamma Herpes Virus 68

X test - hi kvadrat test



1. UVOD

1.1 VASKULITIS

Vaskulitis je upala stijenke krvnih Zila koja za posljedicu ima oSteCenje ili potpunu

1.1.1 VASKULITIS U KOZI

KoZa je kao najvecCi organ ljudskog tijela dobro opskrbljena krvnim Zilama te je stoga Cesto
zahvacena brojnim sindromima vaskulitisa. Vaskulitisi koji se pojavljuju u koZi po opsegu
variraju od dobrocudnih lokaliziranih do multiorganskih, brzoprogresivnih i po Zivot opasnih
oblika bolesti.

NajcesCi oblik vaskulitisa u koZi je leukocitoklasticni angiitis (LCA) - simetri¢ni purpuricni
egzantem uzrokovan ostecenjem malih krvnih Zila, uglavnom koZnih kapilara i postkapilarnih
venula (2). Sinonimi koji se vezu uz pojam LCA su: leukocitoklasticni vaskulitis, alergijski
vaskulitis, kozni nekrotiziraju¢i venulitis, hipersenzitivni angiitis, anafilaktoidna purpura,
vaskulitis imunokompleksa (2). lako bolest u koZi dominantno zahvaca kapilare i venule, u
hrvatskom dermatoloSskom krugu najSire prihvacen sinonim za LCA je leukocitoklasti¢ni
vaskulitis (LCV) (2,3).

1.1.2 NOMENKLATURA I KLASIFIKACIJA VASKULITISA
Prema raspolozivim literaturnim podacima ne postoji idealan sistem klasifikacije bolesti.

Zeek (4) je prvi uveo Klasifikaciju vaskulitisa razvrstavajuci bolesnike u kategorije ovisno o
vrsti organa zahvacenog vaskulitisom (4). Ta pocCetna shema je posluZila kao osnova za
Siroko prihvaéen American College Rheumatology (ACR) sistem klasifikacije bolesti (5-12).
Zlatni standard u razvoju ACR Klasifikacijskinh kriterija bili su reumatoloski kriteriji za
postavljanje dijagnoze. Upravo zbog poteSkoca u svrstavanju dermatoloSkih bolesnika s
vaskulitisom u pojedine kategorije ACR sistema, navedeni sistem klasifikacije nije prihvacen
medu dermatolozima (13). Osjetljivost ACR klasifikacijskih kriterija krece se izmedu 71% i
94%, a specificnost od 87% do 92% (14,15). Prediktivna vrijednost ACR Kkriterija je mala,
procjenjuje se izmedu 17% i 29% (16).



Cilj prve medunarodne nomenklature sistemskih vaskulitisa - International Chapel Hill
Consensus Conference on the Nomenclature of Systemic Vasculitides (CHCC1994) bio je
posti¢i konsenzus u nomenklaturi najées¢ih oblika vaskulitisa i definirati svaku od njih. Prema
navedenoj Klasifikaciji termin kozni leukocitoklasticni angiitis (KLCA) je ograniCen na
vaskulitis u koZi, bez zahvacanja krvnih Zila bilo kojeg drugog organa (17). Uspjeh navedene
klasifikacije bio je u usvajanju Siroko prihvacenih imena i definicija. S obzirom na napredak u
znanju i razumijevanju vaskulitisa, pojavila se nova revidirana International Chapel Hill
Consensus Conference (CHCC2012), koja je poboljsala CHCC1994 nomenklaturu,
promijenila na prikladan nacin imena i definicije te dodatno uvrstila kategorije vaskulitisa
koje nisu prethodno bile uvrStene u CHCC1994 (Tablica 1) (18).



Tablica 1. Imena vaskulitisa prihvaéena prema revidiranoj medunarodnoj Chapel Hill
Consensus konferenciji u nomenklaturi vaskulitisa iz 2012. Godine (izvor: Jennette JC et al.
2012 revisted International Chapel Hill Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides.
Arthritis Rheum 2013;65:1-11. )

Vaskaulitis velikih krvnih Zila (VVKZ)

Takayasu arteritis

Arteritis gigantskih stanica

Vaskaulitis srednje velikih krvnih Zila (VSVKZ)

Nodozni poliarteritis

Kawasakijeva bolest

Vaskulitis malih krvnih Zila (VMKZ)

Vaskulitis povezan s ANCA (antineutrofilnim citoplazmatskim protutijelima)
Mikroskopski poliangitis
Granulomatoza s poliangitisom (Wegenerova granulomatoza)
Eozinofilna granulomatoza s poliangitisom (Churg-Strauss) (EGPA)

Vaskulitis malih krvnih Zila povezan s imunokompleksima
Vaskulitis posredovan protutijelima na glomerularnu bazalnu membranu
Krioglobulinemijski vaskulitis
IgA vaskulitis — leukocitoklasti¢ni angiitis
Hipokomplementemijski urtikarija vaskulitis (HUV) (anti C1q vaskulitis)

Vaskaulitis krvnih Zila promjenjive veli¢ine (VKZPV)

Behgetova bolest (BB)

Coganov sindrom (CS)

Vaskaulitis jednog organa (VJO)

Kozni leukocitoklasti¢ni angiitis (KLCA)

Kozni arteritis

Primarni vaskulitis srediSnjeg Ziv€anog sustava

Izolirani aortitis

Ostalo

Vaskulitis povezan sa sistemskom bole§¢u

Lupus vaskulitis

Reumatoidni vaskulitis

Sarkoidni vaskulitis

Ostalo

Vaskulitis povezan s mogucom etiologijom

Krioglobulinemijski vaskulitis povezan s hepatitisom C

Vaskulitis povezan s hepatitisom B

Aortitis povezan sa sifilisom

Vaskulitis imunokompleksa uzrokovan lijekom

Vaskulitis povezan s ANCA uzrokovan lijekom

Vaskulitis povezan sa zloéudnom bole$¢u

Ostalo




S obzirom na definiciju prema kojoj je vaskulitis upala stijenke krvne Zile, upala je barem u
nekom trenutku tijeka bolesti zajedniCka odrednica svih kategorija vaskulitisa. Odrednice koje
variraju kod razliCitih oblika vaskulitisa i koriste se u kategorizaciji ukljucuju: etiologiju,
patogenezu, tip zahvacene krvne Zile, tip upale (histoloSka podjela prema upalnom infiltratu),
predilekcijsku organsku distribuciju, kliniCke manifestacije, genetsku predispoziciju i
odredene demografske karakteristike (dob, spol, rasa, etniCka i geografska distribucija) (18).
Cesta je podijela vaskulitisa prema etiologiji bolesti. S obzirom na ¢injenicu da u mnogim
sluCajevima uzrok bolesti ostaje nepoznat, a isti etioloski Cimbenik moze uzrokovati razlicite
klinicko-patoloske ekspresije vaskulitisa (17,18) i ta se kategorizacija Cini neprihvatljivom.
Zbog toga, CHCC nomenklatura dijeli vaskulitise na temelju kombinacije karakteristika koji
dijele razlicite oblike vaskulitisa u kategorije koje je moguce definirati (18).

Prva kategorizacijska razina temelji se na veli€ini krvnih Zila koje su dominantno zahvacene
upalnim procesom (18). Takva podjela vaskulitisa ukljucuje tri kategorije (Slika 1):

1. vaskulitis velikih krvnih Zila (VVKZ)

2. vaskulitis srednje velikih krvnih Zila (VSVKZ)

3. vaskulitis malih krvnih Zila (VMKZ)

i e et

Vaskulitis malih krvnih Zila

- (npr. mikroskopski poliangitis, Wegenerova granulomatoza)

Vaskulitis srednje velikih krvnih Zila
[npr. nodozni poliarteritis, Kawasakijeva bolest)

Vaskulitis velikih krvnih Zila

[npr. giant-cell arteritis, Takayasu's arteritis)
Arteriole

Kapilare

Venule

- Vene
Arterije

Goodpastureov sindrom

&

lzolirani koini LCA

A W

Aorta Henoch-5chénlen purpura i krioglobulinemijski vaskulitis

TN T SRR BW T

Mikroskopski poliangitis, Wegenerova granulomatoza i Churg-Strauss sindrom

Slika 1. Predilekcijski tip 1 veliCina krvne zile kod pojedinih oblika vaskulitisa

Prema CHCC2012 nomenklaturi vaskulitisa (18) VMKZ je vaskulitis koji predominantno
zahvaca male krvne Zile, definirane kao male intraparenhimalne arterije, arteriole, kapilare i

venule. Osim navedenih, zahvacene mogu biti i srednje velike arterije i vene.



Single-organ vasculitis (SOV) ili vaskulitis jednog organa (VJO) je vaskulitis arterija i vena
bilo koje veli¢ine u pojedinom organu, bez karakteristika koje bi upucivale da se radi o
ogranicenoj ekspresiji sistemskog vaskulitisa. Prema CHCC2012 nomenklaturi (18) zahvaceni
organ i tip zahvacene krvne Zile sadrzani su u nazivu vaskulitisa — npr. VMKZ koze, koji je
predmet ovog istrazivanja. CHCC2012 nomenklatura razdvaja KLCA i Henoch — Schénlein
purpuru — HSP (imunoglobulin A — IgA vaskulitis) u dvije zasebne kategorije.

Prema navedenoj nomenklaturi (18) distribucija vaskulitisa jednog organa moze biti
unifokalna i multifokalna (difuzna) unutar jednog organa ili organskog sustava. Medutim,
neki bolesnici kojima je primarno dijagnosticiran VJO mogu u tijeku bolesti razviti odredene
manifestacije koje mogu zahtijevati reklasificiranje u sistemske oblike bolesti tj. u obje
kategorije bolesti. Stoga se sa dermatoloskog aspekta ni takva nomenklatura ne Cini apsolutno

razumljivom niti prihvatljivom.

CHCC je sustav nomenklature, a ne klasifikacijski niti dijagnostiCki sustav koji usmjerava
klinicki postupak s bolesnikom. lako se histopatoloski termini Cesto koriste u definicijama, to
ne znaCi da dijagnoza bolesti moze biti postavljena samo na temelju patohistoloskog nalaza u

uzorku tkiva.
1.1.3 EPIDEMIOLOGIJA I ETIOLOGIJA VASKULITISA

Kozni i sistemski vaskulitisi su relativno rijetki, a pouzdani epidemioloski podaci su
ograniCeni. Buduci da se definicije razliCitih oblika vaskulitisa mijenjaju (17,18) i
epidemioloski podaci variraju ovisno o nomenklaturi i definicijama koje se trenutno koriste.

Stoga niti toCna incidencija koznog vaskulitisa nije poznata.

Prema literaturnim podacima incidencija koZnog vaskulitisa kre¢e se u rasponu od 15.4-29.7
sluCajeva na milijun godiSnje (1). Watts i suradnici (19) su objavili studiju o bolesnicima
kojima je biopsijom koze potvrden vaskulitis u kozi u razdoblju od sijeCnja 1990. i prosinca
1994., kojom je incidencija KLCA procijenjena na 38.6 sluCajeva na milijun godisnje.
Incidencija je bila veca u Zena (50.4 na milijun) nego u muskaraca (26.0 na milijun) (19).
Prema CHCC incidencija KLCA je 15.4 sluCajeva na milijun godisnje (17,18). Studije iz
Engleske, Spanjolske i Skandinavije pokazuju da je godidnja incidencija primarnog
vaskulitisa otprilike 20 sluCajeva na milijun godisSnje (20,21,22). Smatra se da se vaskulitis

¢eSée pojavljuje u bijelaca u odnosu na druge rase (e-medicine).



Opcenito se smatra da ne postoji dobna niti spolna predilekcija za vaskulitis, a ¢eSCe se
pojavljuje s napredovanjem Zivotne dobi (2). lako pogada sve dobne skupine, CeSCe se
pojavljuje u odraslih nego u djece (koja u 90% slucajeva imaju HSP) (1). HSP se najc¢esce
pojavljuje u dobi od 4 do 11 godina, sa predominacijom djeCaka u odnosu na djevojcice u
omjeru 2:1, dok je u odrasloj dobi omjer izmedu pojavnosti HSP u muskaraca i Zzena obrnut

).

Prema izvjeStajima iz literature srednja zivotna dob za pojavu vaskulitisa u odraslih je 47
godina, a u djeCjoj dobi 7 godina (23). Scott i Watts su u svojoj studiji pokazali da je
incidencija visa u grupi ispitanika izmedu 65 i 74 godine (24), dok su Tidman i sur. zabiljezili
maksimalnu incidenciju u muskaraca u dobnoj skupini od 55 do 64 godine (22). Trajanje
bolesti krece se u rasponu od tjedan dana do 318 mijeseci (25). Prosjecno trajanje koZnih
promjena histoloski dijagnosticiranih kao LCV je oko 28 mjeseci, a viSe od jedne trecine tih
bolesnika moZe imati koZzne manifestacije bolesti vise od 3 godine (25). Vecina bolesnika s
KLCA ima jednu epizodu bolesti koja spontano prolazi unutar nekoliko tjedana ili mjeseci
(26), a manje od 20% bolesnika s koznim vaskulitisom ¢e imati ekstrakutani (visceralni)
vaskulitis (1).

Fatalni ishod pojavljuje se u manjine bolesnika, a prema literaturnim podacima se procjenjuje
na oko 4% (23).

Toc&an mehanizam koji dovodi do oSteéenja krvne Zile nije sasvim jasan u svih oblika VMKZ.

VMKZ koZe moze biti primarni (idiopatski) proces bez poznatog uzroka ili sekundarni
poremecaj povezan s uzimanjem nekih lijekova, pridruzenom infekcijom, sistemskom bolesti
vezivnog tkiva ili zloCudnom boleS¢u (Tablica 2) (2,23). Opcenito je prihvaceno da se u 50%
slu¢ajeva radi o idiopatskom poremecaju, a preostalih 50% o sekundarnom poremecaju (2).

Velik broj kontroliranih klinickih studija uglavnom odraslih bolesnika, kojima je biopsijom
potvrden vaskulitis koze pokazuju Sirok raspon varijabilnosti u ucestalosti i incidenciji

pridruzenih stanja povezanih s pojavom vaskulitisa (27-44).



Tablica 2. Najce3¢i okidaci VMKZ (izvor: Braun Falco O, Plewig G,Wolff HH, Burgdorf
W.H.C. Dermatology. Second completely revisted edition. Berlin, Heidelberg, New York:
Springer Verlag; 2000. p.905.)

Infekcije

Virusi Hepatitis B
Hepatitis C
Herpes simplex
Dengue
Cytomegalovirus
Coxackie

Bakterije Streptococci
Treponema pallidum
Borrelia burgdorferi
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium leprae

Gljive Candida albicans
Dermatophytes (id reakcija)

Protozoe Trypanosoma
Plasmodium falciparum (malarija)

Crvi Ascaris lumbricoides
Onchocerca volvulus
Schistosomes

Zloéudne bolesti limfomi, leukemije
gamopatije, krioglobulinemija
solidni tumori

Autoimune bolesti Lupus erythematosus
Reumatoidni artritis
Sistemska skleroza
Dermatomiozitis
Upalne bolesti crijeva

Lijekovi penicilini
sulfonamidi
alopurinol
tiazidi, itd.

Hrana boje
konzervansi
prirodni salicilati



Osim navedenih etioloskih i geografskih Cimbenika, epidemioloSke studije vaskulitisa
uzimaju u obzir i genetske ¢imbenike i ¢imbenike okoliSa kao poveéani rizik u nastanku
bolesti (45).

Razlike u glavnom kompleksu tkivne podudarnosti - MHC (engl. Major Histocompatibility
Complex) 1 polimorfizmu citokina spominju se kao razlike za prijemcivost i tezinu pojedinih
oblika vaskulitisa. HSP je povezana s HLA (engl. Human Leukocyte Antigen) DRB*01 u
sjeverozapadnoj Spanjolskoj (46), a polimorfizam ICAM (engl. Intercellular Adhesion
Molecule) -1 1 IL (interleukin)-Ra gena se smatra zastitom od gastrointestinalnin komplikacija
(47) i Cimbenikom kontrole imunoloSkog odgovora (48).

Lijekom uzrokovan LCA je najceSCi oblik izoliranog KLCA (23). Lijekovi uzrokuju otprilike
10% vaskuliticnih lezija koze. Promjene na kozi u smislu LCA induciranog lijekom pojavljuju
se unutar 7-21 dan od primjene lijeka. NajceS¢e se radi o slijedecim lijekovima: penicilini,
aminopenicilini, sulfonamidi, alopurinol, tiazidi, pirazoloni, retinoidi, kinoloni, hidatoini i

proptiltiouracil (23).

S obzirom na Cestu izloZenost potencijalnim navedenim okidaCima bolesti kao Sto su infekcije
ili uzimanje odredenih lijekova, moze se zakljuCiti da je kozni vaskulitis relativno rijetka
bolest (23). Isto tako se moze zakljuciti da je vaskulitis relativno rijetka bolest sve dok se
upala u aterosklerotski promijenjenim zilama i u rupturiranim plakovima Zzila ne klasificira
kao vaskulitis (49).

1.1.4 KLINICKA SLIKA VASKULITISA MALIH KRVNIH ZILA (VMKZY)

Znakovi i simptomi VMKZ su vrlo razligiti, a mogu biti zajednicki brojnim oblicima VMKZ.
Prodromalni znakovi i simptomi kao $to su vru€ica, mijalgije, artralgije, gubitak tjelesne
teZine i opée loSe osjecanje Cesto prate kozne vaskuliticne sindrome malih krvnih Zila (1,50).
Mnogi bolesnici na poCetku bolesti opisuju ,,simptome nalik gripi*. Artralgije su migrirajuceg
tipa te pogadaju male i velike zglobove, a sinovitis je prisutan u oko 10-20% oboljelih (50).
Lokalizirani oblici VMKZ mogu biti prvi znak ozbiljne, multisistemske bolesti. Cesto su
zahvacene krvne Zile koZe, respiratornog sustava, bubrega, crijeva, perifernih Zivaca, misi¢no-
koStanog sustava, oka, uha, grla i nosa, a ucestalost zahvacanja pojedinih organa je razlicita
kod razli¢itih tipova VMKZ (50).

S obzirom da su u sistemskim oblicima bolesti naj¢eS¢e zahvaceni bubrezi i gastrointestinalni

sustav, sve bolesnike s KLCA potrebno je dijagnosticki evaluirati u smislu zahvacenosti tih



organa (pojava krvi u mokraci, bolovi u trbuhu, pojava krvi u stolici) (2). Osim toga, mogu
biti zahvacene male krvne Zile pluéa, srca i srediSnjeg Ziv€anog sustava (3).

Ukoliko se pak radi o sekundarnom koznom obliku vaskulitisa u sklopu neke sistemske
bolesti, poCetak simptoma sistemske bolesti moze varirati, od nekoliko dana do nekoliko
godina, sa prosjekom 6 mjeseci nakon pojave znakova vaskulitisa u kozi (1,23).

HSP, najCeS¢i sistemski vaskulitis u djece (1,2,3,50), karakteriziran je odlaganjem
imunokompleksa tipa IgA i zahvata venule, kapilare i arteriole. NajceSCe kliniCke
manifestacije su purpura, artralgije i grceviti bolovi u trbuhu. Otprilike u polovine bolesnika
pojavljuju se hematurija i proteinurija. Brzoprogresivno zatajenje bubrega, plu¢na bolest i
periferna neuropatija su rijetke. Samo 10-20% bolesnika ima renalnu insuficijenciju (50).

1.1.4.1 KLINICKA SLIKA KOZNOG LEUKOCITOKLASTICNOG ANGIITISA
(KLCA)

Klinicki nalazi LCA u kozi su varijabilni i mogu se brzo mijenjati (2,50). Gotovo sve
vaskulitiCne erupcije su simetricne i najceSée zahvacaju donje udove (Slika 2) (1,2,50).
Gornji udovi, trup, glava i vrat su rijetko zahvaceni, a njihova zahvacenost obi¢no upucuje na
ozbiljniju bolest ili prisutan sistemski oblik bolesti (Slike 3 i 4) (1). Cesto su im pridruzeni
otok i bolnost (2). Krvarenje je uvijek prisutno, iako moze varirati u intenzitetu ovisno o
lokalizaciji i veliCini zahvacenih krvnih Zila (2). Dijaskopijom promjene ne blijede i ne
nestaju, a Rumpel-Leede test je Cesto pozitivan (2). Sluznice nisu zahvacene (2). Tip promjene

na koZi blisko korelira sa veliCinom zahvacene krvne Zile u koZi i potkozju (1).

NajcesCi nalaz na koZi u bolesnika s LCA je palpabilna purpura, ponekad sa blagom ZariSnom

nekrozom i ulceracijom (Slika 2) (2,3,50).

Slika 2. KarakteristiCna najceSca lokalizacija vaskulitisa na donjim udovima (fotografija

Interdisciplinarnog tima za vaskulitise KB Dubrava Zagreb)



Slika 3. Zahvacenost gornjih udova vaskulitisom upuéuje na ozbiljniji oblik bolesti
(fotografija Interdisciplinarnog tima za vaskulitise KB Dubrava Zagreb)

Slika 4. Generalizacija vaskulitisa po kozi trupa (fotografija Interdisciplinarnog tima za
vaskulitise KB Dubrava Zagreb)

Rane lezije su purpuricne makule (slika 5) koje se poveéavaju do veliCine od nekoliko

centimetara u promjeru (2).

Slika 5. KLCA - konfluirajuée purpuri¢ne makule (fotografija s postera autora Bacalja J,
Bulimbasi¢ S, Sredoja Tisma V, Tisljar M, Galesi¢ K, Galesi¢ Ljubanovié D, Krizanac S.
Skin and renal manifestations of pauci-immune small-vessel vasculitis. 22. Ljudevit Jurak

International symposium of comparative pathology. Zagreb, Croatia. June 3-4,2011. )
Kako bolest napreduje pojavljuju se nove promjene na kozi, dok starije promjene pocinju
blijediti, s tipicnom promjenom boje poput hematoma u regresiji (2). Dakle, u istog bolesnika

promjene na kozi mogu biti i polimorfne i prisutne u razliCitim razvojnim stadijima, Sto je
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potrebno uzeti u obzir kod uzimanja bioptickog uzorka koze, pri Cemu je potrebno uzeti
svjezu promjenu.

Ipak, 40% svih KLCA se pojavljuje kao mnostvo palpabilnih purpuricnih lezija na donjim
udovima, koje se pojavljuju i razvijaju relativno sinkrono (23).

Drugi oblici LCA u kozi ukljuCuju hemoragicne papule, noduse, vezikule, bule i nekrozu
(Slika 6) (2,3).

Slika 6. KLCA — hemoragic¢no - nekrotiCne promjene (fotografija s postera autora Bacalja J,
Bulimbasi¢ S, Sredoja Tisma V, Tisljar M, Galesi¢ K, Galesi¢ Ljubanovié¢ D, KriZanac S.
Skin and renal manifestations of pauci-immune small-vessel vasculitis. 22. Ljudevit Jurak

International symposium of comparative pathology. Zagreb, Croatia. June 3-4,2011. )

1.1.4.2 KLINICKO - PATOLOSKA KORELACIJA VMKZ U KOZI

Zahvacanje malih povrSinskih krvnih Zila rezultira purpuricnim makulama i infiltriranim
eritemom (1). Zahvacanje malih krvnih Zila dubljeg dermisa korelira s palpabilnom purpurom
i/ili vezikulobuloznim promjenama (1). Ulkusi, noduli, oziljne promjene i livedo reticularis
povezani su sa zahvacanjem arterija miSica na koZno-potkoznoj granici ili unutar potkoZzja (1).
Bolesnici s Wegenerovom granulomatozom i Churg-Straussovim sindromom takoder mogu
imati nodule na kozi uzrokovane granulomatoznom upalom (50). Povrsinski perivaskularni
neutrofilni infiltrati povezani s nuklearnim debrisom i ekstravazacijom eritrocita rezultiraju
urtikarijskim papulama i plakovima (1). Urtikarija moZe biti manifestacija VMKZ, posebno
ako se radi o depozitu imunokompleksa sa jakom aktivacijom komplementa. Za razliku od
nevaskulitiCne alergijske urtikarije, lezije kod urtikarija vaskulitisa traju dulje od 24 sata,
mogu postati purpuricne i biti pracene hipokomplementemijom (1,2,3,50).
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1.1.5 ULOGA BIOPSIJE KOZE U DIJAGNOSTICI VMKZ

S obzirom da samo pojedini oblici vaskulitisa imaju patognomonicni klinicki, radiografski
i/ili laboratorijski nalaz, prava i pouzdana dijagnoza vaskulitisa zahtijeva histolosku potvrdu.
Stoga je u Klinickoj evaluaciji bolesnika s vaskulitisom nuzna pretraga biopsija, kojom se
potvrduje dijagnoza i upotpunjuje klasifikacija bolesti sukladno specificnostima histoloskog
nalaza. Prema histoloSkom nalazu i tipu upalnog infiltrata razlikujemo nekoliko tipova

vaskulitisa koze (Tablica 3).

Tablica 3. Klasifikacija vaskulitisa koze prema tipu upalnog infiltrata u histoloSkom nalazu
(izvor: Braun Falco O, Plewig G,Wolff HH, Burgdorf W.H.C. Dermatology. Second
completely revisted edition. Berlin, Heidelberg, New York: Springer Verlag; 2000. p.895.

Leukocitoklasti¢ni leukocitoklasti¢ni angiitis
Henoch-Schénlein (IgAV)

Limfocitarni vaskulitis u sklopu sistemske bolesti vezivnog tkiva
lijekom uzrokovan vaskulitis

Granulomatozni  Wegenerova granulomatoza
Churg —Strauss sindrom

Gigantske stanice ~ Temporalni arteritis
Takayasu arteritis

Medutim, za postavljanje specificne dijagnoze, patohistoloska dijagnoza vaskulitisa nije
dostatna sama za sebe, ve¢ ju je nuzno Korelirati sa anamnestickim, Kklini¢kim,

laboratorijskim i/ili angiografskim nalazima.

Karakteristicna akutna lezija LCA zahvaca dermalne postkapilarne venule. Upravo ta lezija je
histoloki identina dermalnoj leziji koja se pojavljuje kao komponenta sistemskih VMKZ
(51).

Odgovarajuci klinicki izbor lezije za biopsiju i patoloski pristup imaju velik utjecaj na
postavljanje dijagnoze. Nuzno je pravilno uzeti biopsiju koze do subkutisa, sa najizrazenije,
najinfiltriranije purpuricne promjene na kozi. Mali biopticki uzorci sadrze samo male krvne

Zile, tako da su i najvece arterije u takvim uzorcima male arterije.
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Optimalno vrijeme uzimanja biopsije koZe je unutar 48 sati od pojave vaskulitiCne lezije. Ako
je biopsija koze vremenski loSe planirana u odnosu na pojavu promjene na kozi,
patohistolosSke znaCajke vaskulitisa mogu biti odsutne i ta se Cinjenica mora uzeti u obzir kod
negativne klinicko histoloSke korelacije u bolesnika €iji klinicki nalaz upuéuje na vaskulitis
(1). Purpuricne lezije bioptirane u prva 24 sata su karakterizirane depozitima fibrina unutar
zida krvne zile, krvarenjem i nuklearnim debrisom. Nakon 24 sata, neutrofile postupno
zamjenjuju limfociti i makrofagi. Zbog toga biopsije lezija starijih od 48 sati mogu pokazivati
infiltrat bogat limfocitima.

U sluCaju da se radi o biopsiji lezija u smislu livedo racemosa, potrebno je uzeti duboku
biopsiju do potkoznog masnog tkiva sa srediSnjeg bijelog areala, jer su upravo na tom mjestu
lokalizirane stenotiCne krvne Zzile. Ukoliko se radi o egzulceriranim lezijama, bioptat je
potrebno uzeti sa neulcerirane koze, jer se u dnu ulkusa Cesto vida incidentalni traumatski
vaskulitis. Ukoliko se radi o povrSinskom ulkusu, savjetuje se biopsija s ruba. Ukoliko se radi
0 dubljim ulkusima, biopsija ukljuCuje i sredisnji ulcerirani dio radi boljeg prepoznavanja
arterijskog vaskulitisa.

Pretraga direktne imunofluorescencije (DIF) bioptata koZe pruza mogucnost dodatne
dijagnostike, primjerice verifikacije IgA depozita u HSP (Slika 7).

Slika 7. Nalaz DIF pretrage — pozitivan IgA u Henoch-Schénlein purpuri (IgAV), biopsija

koZze uCinjena unutar 48 sati od pojave purpuricne promjene na kozi

Kao i kod svjetlosne mikroskopije i za DIF pretragu je potrebno bioptirati svjezu leziju. U
slu¢aju vaskulitisa posredovanog imunokompleksima (IK), u 100% bioptata ¢e se IK

vizualizirati u prvih 48 sati. 70% pozitivnih biti e ako je lezija uzeta izmedu 48 i 72 sata, a
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nakon 72 sata nece se moci detektirati imunoglobulini (iako se komplement moZe detektirati i
u 50% lezija starijih od 72 sata) (1).

1.1.6 DIJAGNOZA 1 LIJECENJE VMKZ
Prvi korak u dijagnozi je prepoznati da se radi o VMKZ, a drugi teZi korak je odrediti
specifi¢ni tip bolesti. Pravodobna dijagnoza je vazna, jer pojedini oblici VMKZ mogu imati

loSu prognozu.

Dijagnosticka obrada bolesnika s VMKZ ima dva glavna cilja. Prvi cilj je odredivanje
prisutnosti sistemske bolesti. Palpabilna purpura moze biti prvi klinicki znak rizika za razvoj
po zivot opasnih komplikacija kao Sto su alveolarno krvarenje, brzo progresivni
glomerulonefritis ili mononeuritis multiplex. Smatra se da oko polovina bolesnika s KLCA
moZe imati zahvacene bubrege (52). U odredivanju proSirenosti bolesti vazno je istraZiti
znakove i simptome visceralne ili generalizirane zahvacenosti, u ¢emu pomaze BVAS -
Birmingham Vasculitis Activity Score, koji moze identificirati bolesnike sa prisuthom
sistemskom boleS¢éu (53). Drugi cilj je identifikacija pridruZzene bolesti, Ssto pomaZe i u
predvidanju prognoze. Detaljna anamneza o mogu¢im okidaCima bolesti (tablica 2.) i detaljan
klini¢ki pregled pomazu u odabiru odgovarajucih pretraga, u cilju odredivanja eventualnih
sistemskih znakova bolesti ili postojanja pridruzene bolesti. Razumna rutinska dijagnosticka
obrada LCA, kao najéedéeg koznog oblika VMKZ u odraslih osoba ukljuéuje: kompletnu
krvnu sliku (KKS), sedimentaciju eritrocita (SE), C - reaktivni protein (CRP), koagulogram,
jetrene enzime (aspartat-aminotransferazu (AST), alanin aminotransferazu (ALT), gama
glutamil transferaza (GGT), parametre funkcije bubrega (urea, kreatinin), analizu urina,
pretragu stolice na okultno krvarenje, antistreptolizinski titar antitijela (AST-O),
antistafilolizinski titar antitijela (ASTA), citoplazmatska antineutrofilna citoplazmatska
antitijela (cCANCA), perinuklearna antineutrofilna citoplazmatska antitijela (pANCA),
reumatoidni faktor (RF), razinu ukupnog komplementa, C3 i C4, elektroforezu serumskih
proteina, krioglobuline, i markere hepatitisa B i C. Rendgenska snimka srca i pluca dio je
rutinske dijagnostiCke obrade. Bolesnicima s Sumom na srcu potrebno je uCiniti ultrazvuk srca
I hemokulturu. HIV test treba ucCiniti svim bolesnicima kojima se ne zna uzrok vaskulitisa ili
koji imaju Cimbenike rizika prema anamnezi i klinickom statusu. Ako nalaz razmaza periferne
krvi odstupa od normale, potrebno je uCiniti biopsiju kosStane srzi. Ostale pretrage potrebno je
uciniti sukladno prisutnim znacima i simptomima bolesti, kako nam ne bi promakla osnovna

bolest ili sistemski vaskulitis. Oko testiranja na zlo¢udne bolesti postoje kontradikcije.
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Opcenito, postoji konsenzus da je tumorske markere potrebno uciniti ukoliko postoje
sugestivni simptomi i znakovi koji upu€uju na postojanje eventualne zlocudne bolesti.

Biopsija koZe je ,,zlatni* standard postavljanja dijagnoze vaskulitisa koZe, ali i za detekciju IK
DIF pretragom (Slika 7) (54).

Histoloski nalaz koznog leukocitoklastiénog vaskulitisa (KLCV), najéesceg tipa VMKZ koze,
pokazuje oSteCenje malih krvnih Zila papilarnog dermisa. Histolo3ki se na hemalaun-eozin
obojenim rezovima opaza suZenje lumena i nabubrene endotelne stanice u zahva¢enim krvnim
zilama. Stijenke tih Zila zadebljane su, a u njima se vidi fibrinoidna nekroza i infiltracija
neutrofilnim leukocitima s karioreksom (nuclear dust) (3). Histoloski se obi¢no nalazi
egzocitoza eritrocita, nakupljanje neutrofila sa nuklearnim debrisom (leukocitoklazija),
depoziti fibrina u stijenci Zile i ZariSna nekroza dermisa (Slika 8) (2). Fibrinoidna nekroza
(depoziti fibrina unutar i oko stijenke krvne Zile) je Cest histoloski nalaz u gotovo svih ranih
vaskulitiCnih lezija (Slika 8), a nastaje zbog akumulacije plazmatskih proteina, ukljucujuci
faktore koagulacije koji se pretvaraju u fibrin na mjestu destrukcije stijenke krvne Zile (55).

Slika 8. Histoloski nalaz KLCV - fibrinoidna nekroza i obilna leukocitoklazija HE400x

U ranijim lezijama mogu biti dominantni limfociti uz malu destrukciju krvnih Zila, a kasnije

lezije mogu pokazivati nekrozu (2).
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Nakon Sto se biopsijom u patohistoloSkom nalazu potvrdi dijagnoza vaskulitisa, potrebno je
pokusati utvrditi uzrok bolesti. Ukoliko se utvrdi okidac, lijeCenje Ce biti usmjereno na
njegovo uklanjanje (npr. izostavljanje odredenog lijeka ili lijeCenje infekcije), 5to ¢e dovesti i
do regresije bolesti. U slucaju pridruzene sistemske ili zlocudne bolesti, lijeenje ée biti

usmjereno na osnovnu bolest.

Ukoliko nisu prisutni znaci sistemskog vaskulitisa, lijeCenje je najceS¢e simptomatsko. S
dermatoloskog aspekta glavni razlog lijeCenja laksih oblika KLCA je olak3ati bolesniku
tegobe. Za ozbiljnije oblike bolesti cilj lijeCenja je prevencija opseznih ulceracija, infarkcija i
posljeditno tome trajnih oSte¢enja koZe i potkoznih tkiva.

Bolesnici osjecaju olakSanje simptoma nakon mirovanja u krevetu uz elevaciju nogu i
kompresivne zavoje. Lokalno se mogu primijeniti visokopotentni kortikosteroidni pripravci
pod okluzijom (2,3). Antihistaminici i nesteroidni protuupalni lijekovi pomazu u ublazavanju
koznih simptoma te artralgija i mijalgija (50), iako se nesteroidni protuupalni lijekovi ne
smiju zaboraviti niti kao moguci okidac bolesti (2,3). Ozbiljnije koZne lezije mogu zahtijevati
i sistemsku kortikosteroidnu terapiju (2,3,50).

Ukoliko se s vremenom razviju sistemski znakovi i simptomi bolesti, terapija se prilagodava
ovisno o kojem se tipu sistemskog vaskulitisa radi (51). Bolesnici sa ozbiljnim visceralnim
komplikacijama mogu zahtijevati vise doze kortikosteroida (1-2 mg/kg tjelesne tezine) sa ili
bez kombinacije s imunosupresivnim lijekovima (ciklofosfamid, azatioprin, metotreksat,
mikofenolat-mofetil). U obzir dolaze plazmafereza (2) i bioloski lijekovi. Rituximab se
ucinkovito primjenjuje u bolesnika s ANCA povezanim vaskulitisima te u kroni¢nim koznim
VMKZ.

Rana dijagnoza zahvacenosti unutra3njih organa VMKZ i odgovarajuca promptna terapija
moZe ocuvati ili ublaZiti oStecenje funkcije vitalnih organa (56). Ovakvim se pristupom
spreCava preagresivno lijeCenje blagih oblika bolesti, odnosno neodgovarajuce, subdozirano
lijeCenje potencijalno zivotno ugrozenih bolesnika (50).

1.1.7 TIJEK BOLESTI I PROGNOZA
U VMKZ postoje tri moguca tijeka bolesti:

1. jedna akutna samoograniCavajuca epizoda koja se obi¢no povla€i unutar 6 mjeseci, obi¢no

povezana s lijekom ili infekcijom kao okida¢em bolesti (otprilike 60% svih VMKZ) (1);
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2. bolest u kojoj se izmjenjuju periodi pogorSanja i poboljSanja, najéeSCe povezana s HSP i
krioglobulinemijom (oko 20% svih VMKZ) (1);

3. bolest kroni¢nog tijeka, povezana s primarnim sistemskim vaskulitisom, sistemskom

VMKZ) (1).

Prognoza vaskulitisa malih krvnih Zila u koZi moZe varirati od dobro¢udne kratkotrajne
samoogranicavajuce erupcije purpuri¢nih promjena na kozi do po Zivot opasne bolesti sa
posljedicnim zatajenjem brojnih organa (54). Dijagnosticko razgraniCavanje lokaliziranih
koznih nasuprot sistemskih vaskulitisa vazno je zbog uvodenja odgovarajuceg lijeCenja i
klinickog pracenja (23).

U vecine bolesnika VMKZ ima relativno dobro¢udan, samoogranitavajuéi tijek, posebno ako
je bolest ograni¢ena samo na kozu (50). U vecine oboljelih bolest prolazi nakon uklanjanja
prepoznatih okidacCa (2,3). Prema nekim literaturnim izvjeStajima se smatra da je sistemska
bolest puno c¢eS¢a nego Sto se misli, osobito u bolesnika sa prominentnim koznim
simptomima. Tako je u studiji loannidou i sur. (52) u 43% bolesnika koji se prezentiraju sa
KLCA utvrdena i zahvaéenost bubrega.

Identifikacija krioglobulina, artralgije i normalna tjelesna temperatura rizicni su Cimbenici za
kroni¢nu koznu bolest (25). Prisutnost ulceracija u usporedbi sa palpabilnom purpurom
takoder je prediktivna za perzistentnu i rekurentnu bolest (57). RiziCni simptomatski
pokazatelji za sistemsku bolest ukljucuju parestezije, vruéicu i odsutnost bolnih promjena
(25). Prisutnost nekroze koze upuéuje na manifestaciju sistemske bolesti vezivnog tkiva ili
primarni sistemski vaskulitis (19).

Histoloski, teZina oSteenja krvne Zile u KLCV korelira s klinickom tezinom bolesti (57), a
duboki dermalni i subkutani vaskulitis su povezani s malignom boles¢u i sistemskom boleS¢u
vezivnog tkiva (58). Ipak, neke studije nisu pokazale znacCajnu korelaciju tezine histoloSkih
promjena i sistemske bolesti sa ekstrakutanim komplikacijama (59). Nalaz lezionalnih IgA
depozita DIF pretragom je prediktivna za zahvacenost bubrega (60).

U sluCaju postojanja kronicne sistemske bolesti (npr. reumatoidnog artritisa), promjene su
dugotrajne (2,3). U slucaju idiopatskih vaskulitisa (nepoznatih okidaCa bolesti) promjene na

koZi su kroni€no-recidivirajuceg tijeka.
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Neovisno o uzroku, u slu€aju bolesti s ekstrakutanim komplikacijama kao $to su oStecenje
bubrega i gastrointestinalnog trakta, prognoza bolesti je ovisha o stupnju oStecenja tih organa

).

1.1.8 PATOGENEZA I IMPLIKACIJA PATOGENEZE NA LIJECENJE
VASKULITISA

Pretpostavku da je individualni genetski defekt kriticni element u nastanku odredenog
fenotipa vaskulitisa, potvrduje misji model infekcije gamma herpesvirusom 68 (yHV6S).
Fatalni oblik vaskulitisa u miSa, u slucaju navedene infekcije kao okidaCa bolesti, razvija se u
slu€aju nedostatka interferona y (IFNYy) ili njegovih receptora. Ta studija pokazuje da je IFN y
nuzan Cimbenik u kontroli kroniCne vaskularne patologije inducirane yHV68 i sugerira gamma

herpesviruse kao potencijalne etioloske Cimbenike u nastanku vaskulitisa u ljudi (61).

Citokinima posredovane proinflamatorne promjene u ekspresiji i funkciji adhezijskih
molekula zajedno sa neodgovaraju¢om aktivacijom leukocita i endotelnih stanica smatraju se
klju¢nim cCimbenicima koji utjeCu na upalu i oSte¢enje krvnih Zila (3,62). Langerhasnove
stanice i ostale dendritiCke stanice mogu potaknuti imunoloski vaskuliticni odgovor

promocijom adhezije i kontakta medu stanicama (63).

Specifino mjesto i perzistencija vaskulitisa mogu biti povezane i s lokaliziranom endotelnom
disfunkcijom posredovanom interakcijom izmedu stromalnih stanica i endotela (64). Osim
toga, upalom posredovana angiogeneza ili neovaskularizacija koja se nalazi u nekim oblicima
koznog i sistemskog vaskulitisa moZe djelovati dvojako, kompenzirajuéi s jedne strane
ishemiju, a s druge strane potiuci upalu i podrzavajuci vaskulitis (65).

Mnogi razliCiti tipovi ozljede, uglavnom posredovani imunoloski ili direktnim utjecajem
infekcije, mogu uzrokovati identicni odgovor u zidu krvne zile koji rezultira fibrinoidnom
nekrozom. Jedan od razloga za takav Cest krajnji morfoloski nalaz je da mnogi razlicCiti
patogeni mehanizmi dovode do aktivacije i abnormalne dijapedeze neutrofila, dva kljucna
¢imbenika zajednicka u patogenezi neutrofilima povezanim VMKZ. Zbunjujuéa &injenica u
evaluaciji patogenih mehanizama vaskulitisa je da interval izmedu oSte¢enja krvne Zile i
klinicki prepoznatljive vaskuliticne promjene na kozi moze biti od nekoliko minuta do
nekoliko dana. Za to vrijeme razliCiti odgovori mogu smanjiti, povecati ili modificirati
krvoZzilni odgovor (66). Karakteristike poCetnog osteCenja mogu se takvim modifikacijama

izgubiti, zbog Cega se aktivna akutna upalna promjena moze promijeniti u stariju, Cesto
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sklerotiCnu leziju sa predominacijom T limfocita i makrofaga (62). Upravo stoga se za
biopsiju mora izabrati svjeza promjena, ne starija vise od 12 do 48 sati, kako bi se eventualno
uspio utvrditi primarni patogeni dogadaj. lako se u patogenezi vaskulitisa spominju i
neimunoloski ¢imbenici (kao npr. infekcije koje dovode do direktnog oSte¢enja endotelnih
stanica), ipak je wveCina vaskulitinih promjena povezana s imunopatogenetskim
mehanizmima. Ti se mehanizmi mogu klasificirati u Cetiri osnovna tipa imunoloskih reakcija
preosjetljivosti prema Coombsu i Gellu (67). Tako se razlikuju alergijski vaskulitis,
protutijelima posredovan vaskulitis, vaskulitis posredovan IK i T-stanicama posredovan
hipersenzitivni vaskulitis. Osim toga, i drugi imunopatoloski mehanizmi, kao Sto su
neutralizacija protutijela, granulomatozna upala uzrokovana neimunoloskim Cimbenicima i T

stanicama posredovane citotoksiCne reakcije mogu uzrokovati neke oblike vaskulitisa (68).

U zeCjem modelu serumske bolesti, ponavljane injekcije heterolognih proteina rezultiraju
antigen - protutijelo kompleksima (IK) i vaskulitisom, ako je antigena u suviSku (69).
Depoziti IK rezultiraju aktivacijom komplementa i otpustanjem anafilatoksina C3a i C5a koji
novaCe upalne stanice (70). Akumulacija neutrofila i mastocita je potrebna za progresiju IK
posredovanog oSteCenja krvne Zile (71,72). Infiltracija stijenke krvne Zile i posljedi¢no
osteCenje krvne Zile povezano s IK posredovanim vaskulitisom su u znacajnoj mjeri
regulirane adhezijskim molekulama (73,74,75). Odsutnost intracelularnih adhezijskih
molekula 1 (ICAM 1), P-selektina, E -selektina i/ili P-selektin liganda vodi do znaCajnog
smanjenja infiltracije neutrofila, edema i krvarenja. U ljudi, ekspresija tih adhezijskih
molekula je dokazana na mjestima vaskulitisa (76). Indukcija tih adhezijskih molekula moze
se pojaviti zbog aktivacije komponentne komplementa (C1q) i citokina (IL-1p, IL-2, IL-6, IL-
8, tumor necrosis factor —alpha (TNF a) i IFNy), koje produciraju limfociti i makrofagi (77).

U vecine oblika koZnog vaskulitisa DIF pretragom se nalaze depoziti imunoglobulina (IgM,
IgA, 1gG) i/ili komplementa (C3) (prosjek 81%, raspon 58%-100%), implicirajuci ulogu IK u
njihovoj patogenezi (25,60). Smatra se da su IK kod KLCA tipicno lokalizirani u
postkapilarnim venulama koje su podloZnije oStecenju stijenke zbog niZeg sadrZaja kisika,
sporijeg protoka krvi i staze (78,79). Depoziti IK dovode do ekspresije adhezijske molekule
(npr. E-selektina) i aktivacije sustava komplementa sa aktivacijom C3a i C5a kemotaktiCnih
faktora koji privlaCe neutrofile i bazofile i odlaganje krajnjih komponenti komplementa
(66,78). Adhezijske molekule stupaju u interakciju s neutrofilima, pri ¢emu neutrofili ¢vrsto
adheriraju za stijenku krvne Zile te budu onemoguceni u svom izlasku izvan stijenke krvne

zile. Otpustanje proteolitickih enzima, osobito kolagenaza i elastaza, zajedno s reaktivnim
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kisikovim spojevima (ROS - engl. Reactive Oxygen Species) oSteCuje zid krvne Zile i okolna
tkiva (Slika 9). C5b-9, krajnji produkt aktivacije komplementa, utvrden je u 82% sluCajeva
KLCA i 73% slucajeva HSP, ¢ime se indicira njegova znacajna uloga u oStecenju endotelnih
stanica u vaskulitisu posredovanom IK (80,81,82,83,84).
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Slika 9. Patogeneza LCA (Braun Falco O, Plewig G,Wolff HH, Burgdorf W.H.C.
Dermatology. Second completely revisted edition. Berlin, Heidelberg, New York: Springer
Verlag; 2000. p.905.)

Povecanje razumijevanja patogeneze vaskulitisa nuzno je u postizanju potencijalnih
specificnih ciljeva lijeCenja (,.ciljna terapija“) i/ili pracenju imunoloskog odgovora
odgovornog za ostecenje stijenke krvne Zile (85,86,87). Saznanje da P-/E/L- selektini i P-
selektin glikoprotein ligand reguliraju IK posredovan LCA omogucuje kao cilj blokiranje
upalne kaskade i posljediénog oSteCenja tkiva. Bioprodukti aktivacije komplementa i
komponenti komplementa su potencijalne mete za specificne lijekove koji djeluju na
patogenetski mehanizam u zaustavljanju upalne kaskade kojom zapoCinje vaskulitis (85).
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Osim toga, kriticni medijatori upale, kao Sto je TNF a kojeg stvaraju makrofagi, dovode do
aktivacije endotelnih stanica sa ekspresijom adhezijskin molekula i daljnim otpustanjem
drugih proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6 i IL-8). Blokada TNF o provaskuliticnog ucinka
obeéavajuci je korak u lijeCenju sistemskog vaskulitisa (88). Pracenje razine IL-6 prema
nekim literaturnim izvjeStajima moze biti u€inkovito u planiranju imunosupresivne terapije
(89,90). Drugi terapijski ciljevi ukljuCuju interferon-a, metaloproteinaze matriksa, Cimbenike
rasta, vaskularni endotelni Cimbenik rasta, ravnotezu IL 10/1L12, antagoniste IL1/IL 1
receptora, CTLA 4 i druge kostimulatorne molekule te ROS (23).

1.2 OKSIDACIJSKI STRES, REAKTIVNI KISIKOVI SPOJEVI (ROS) I
AKROLEIN (ACR)

Kisik je ubikvitaran element, nuzan za oksidacijski metabolizam i uCinkovitu proizvodnju
energije u mitohondriju svih aerobnih organizama. Upravo ta esencijalna potreba Zivih bica za
kisikom zasjenjuje Cinjenicu da se istovremeno radi i o toksichom plinu, Cija prisutnost
dovodi do pojave oksidacijskog stresa te da aerobi prezivljavaju samo zbog razvijenih
antioksidacijskih mehanizama zastite (91,92).

Redukcijom jednog elektrona molekule Kisika nastaje superoksid ('O;"), koji u kiseloj sredini
veze proton pri Cemu nastaje joS reaktivniji perhidroksilni radikal (HO,"). Superoksid se
spontano, ali i uz pomo¢ superoksid dismutaze (SOD) i vodikovih iona, raspada u vodikov
peroksid (H20;). Reakcijom vodikovog peroksida i superoksida uz prisustvo prijelaznih
metala, Fe’* i Cu?*, kao katalizatora u Fentonovoj reakciji, nastaje izuzetno reaktivan
hidroksilni radikal (OH). Svi prethodno navedeni ROS su vrlo reaktivni te izazivaju
oksidativno oSteéenje struktura stanice (91). ROS osim kisikovih radikala, kao Sto su 'Oy i
HO,™, ukljuduju i reaktivne spojeve kisika, kao $to su H;O,, reaktivni (singlet) kisik (*O2),
ozon (O3) te hipoklornu kiselinu (HOCI).

ROS se u organizmu neprestano stvaraju za vrijeme normalnih fizioloskih, ali i patoloskih

metabolickih procesa, tijekom redukcije i ekscitacije molekularnog kisika (93,94).

U normalnim se okolnostima stvaranje i uklanjanje ROS nalazi u dinamickoj ravnotezi sa
antioksidativnim mehanizmima organizma (95). Do pomaka ravnoteZze mozZe doci ako je

smanjena antioksidativna zastita organizma ili ako je pojaCano stvaranje radikala. U
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patoloskim stanjima organizma dolazi do porasta aktivnosti slobodnih radikala. Ovaj dogadaj
je posredovan ekstracelularnim otpustanjem ROS-a od strane granulocita, promjenom u
transportnom lancu elektrona u mitohondrijima, aktivacijom ksantin oksidaze, aktivacijom
fosfolipaze, itd. (96). Rezultat ovih aktivnosti je prekomjerno stvaranje ROS-a, savladavanje
antioksidativne obrane i posljedicno oSteCenje stanica i tkiva (96). Ovakav poremecaj
ravnoteze prooksidanasa i antioksidanasa u korist prooksidanasa definira se kao oksidacijski
stres (97). U stanjima oksidacijskog stresa dolazi do porasta ROS-a u tkivima ili organizmu,
Sto posljedicno dovodi do porasta lipidne peroksidacije, denaturacije proteina/enzima i
mutagenog oste¢enje nukleinskih kiselina (96). Razmjer oStecenja nastalog kao posljedica
oksidacijskog stresa ovisi 0 njegovom stupnju i trajanju, mehanizmu kojim je izazvan te o
vrsti zahvacenog organskog sustava. Bitnu razliku izmedu patolodkog i ,fizioloskog*
oksidacijskog stresa Cine posljedice na makromolekulama (bjelanCevinama, nukleinskim
kiselinama, ugljikohidratima i mastima), pojedinim stanicama, ali i organizmu u cjelini,
obzirom da su prekomijerni. Oksidacijski stres izaziva oSte¢enje stani¢nih struktura $to na

kraju dovodi do smrti stanice (96).

1.2.1 LIPIDNA PEROKSIDACIJA (LPO)

Oksidacijski stres, stanje prekomjernoga stvaranja reaktivnih Kisikovih tvari, bitna je
sastavnica razli¢itih bolesti, ali i fiziolokih procesa. Cesto je razlika izmedu fizioloskog i
patoloskog oksidacijskog stresa pojava lipidne peroksidacije (LPO) i njenih zavrsnih
toksicnih produkata (98).

U sastavu lipida svih biomembrana nalaze se nezasi¢ene masne Kiseline (engl. Poly
Unsaturated Fatty Acid - PUFA) koje su izrazito osjetljive na oSteCenja uzrokovana
reaktivnim Kisikovim tvarima. LPO je slozena lanCana reakcija razgradnje (oksidacije)
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina potaknuta slobodnim kisikovim radikalima (99). U
kontroliranim uvjetima se pod utjecajem enzima u stanicama proizvode oksidirani produkti
PUFA, koji djeluju kao medijatori upale (100,101). Pojava LPO u bioloskim membranama
moze dovesti do poremecéaja funkcije i smanjene fluidnosti, Sto je povezano sa raznim
bolestima kao Sto su npr. ishemijsko-reperfuzijska ozljeda, ateroskleroza, itd. (102).

Svi ROS nisu jednako reaktivni, a LPO iniciraju hidroksilni radikal (*OH), alkoksilni radikal
(ROe) i peroksilni radikal (ROQe).
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LPO zapocCinje fazom inicijacije (103) u kojoj visokoreaktivni oksidans (Xe) oduzima atom
vodika viSestruko nezasi¢enoj masnoj kiselini, $to dovodi do nastanka alkilnog odnosno
lipidnog radikala. Ovaj proces se dogada na vodiku smjeStenom na a-metilen ugljiku. Svaki
kemijski spoj koji ima sposobnost oduzimanja vodikovog atoma masnoj kiselini moze
izazvati ovaj proces. Medu reaktivnim kisikovim radikalima, samo hidroksilni radikal ima
dovoljnu energiju da izazove LPO (103,104). Sto je veéi broj dvostrukih veza i bialilnih

centara u masnoj kiselini, tim je lakSe uklanjanje atoma vodika i zapocCinjanje LPO.

Ukoliko inicijacija LPO nije kontrolirana obrambenim mehanizmima, moze zapoceti lanCanu
reakciju koja moze dovesti do uniStenja okolnih molekula. Dakle, ako nema prisutnih
antioksidanasa, doc€i ¢e do faze propagacije i nastanka lancane reakcije LPO.

Zavrsni produkti LPO su reaktivni aldehidi, kao Sto su akrolein (ACR), 4-hydroxi-2-nonenal
(HNE) i malondialdehid (MDA), koji dovode do progresije oksidacijskog oSteéenja, oStecuju
stanice i uzrokuju staninu smrt (105). Dugo vremena su reaktivni aldehidi (MDA, HNE i
ACR) bili smatrani toksi¢nim zavrsnim produktima LPO. Medutim danas je poznato da imaju
stvarnu snaznu bioloSku ulogu u u mnogobrojnim putevima prijenosa stani¢nih signala medu

brojnim patoloskim i fizioloSkim stanjima, uglavnom u regulaciji stanicnog ciklusa.

Zbog svoje kemijske reaktivnosti, reaktivni aldehidi stvaraju kovalentne veze sa
makromolekulama i wvrSe bioloske ucinke. Osim toga, sluze 1 kao biomarkeri
LPO/oksidacijskog stresa (106). Za razliku od reaktivnih slobodnih radikala, reaktivni
aldehidi su relativno dugozivuci, a bitna im je osobitost da djeluju daleko od mjesta po€etnog
nastanka (primjerice bioloskih membrana), bilo ekstracelularno ili intracelularno (105).
PoviSena koncentracija zavrSnih produkata LPO je evidentirana u najéeS¢ih bolesti u ljudi.
Unato€ tome Sto se oksidacijsko ostecenje pojavljuje u gotovo svim bolestima ¢ovjeka, ipak
ima znacajnu patolosku ulogu samo u nekima od njih. Odnos izmedu LPO i bolesti se stalno
istrazuje, a odnos izmedu bioloskih i kemijskih stanja LPO su kompleksni i joS nedovoljno
definirani (107,108,109).

Mnogi protokoli su dostupni za mjerenje LPO, ali ne postoji protokol kojim se moze mijeriti
cijeli proces (110).
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1.2.2 ANTIOKSIDACIJSKI MEHANIZMI

PovecCana koliina ROS-a moZe se pojaviti kao posljedica smanjene funkcije zastitnih
mehanizama i/ili povecanog stvaranja ROS-a (98).

Antioksidans je bilo koja tvar koja je sposobna znaCajno odgoditi ili sprijeciti oksidaciju
supstrata. Ako dode do smanjenja ili izostanka njihove funkcije, doci ¢e do promocije
oksidacijskog ostecenja.

Opcenito, antioksidacijski obrambeni mehanizmi se dijele na enzimatske i neenzimatske
(111). Enzimatski mehanizmi detoksifikacije ROS-a su enzimatske kaskade koje dovode do
kompletne detoksifikacije reaktivnih tvari. Oni su ukljueni u odstranjenje lipidnih peroksida
u svrhu prekidanja autokataliticke lanCane reakcije LPO i ocCuvanja integriteta staniCne
membrane (112). Prema nacinu djelovanja oni se mogu podijeliti u dvije skupine: jednu koja
djeluje direktno na ROS i drugu koja djeluje kao regulator redoks procesa (111). Glavni
enzimatski sustav detoksifikacije ROS-a Cine enzimi SOD i katalaza. SOD Kkatalizira
dismutaciju superoksidnog aniona u vodikov peroksid, a katalaza razgraduju vodikov
peroksid do vode i kisika.

Neenzimatski antioksidacijski sustavi nisu specifini kao enzimatski, medutim nisu nista
manje ucinkoviti i vazni kao prva linija antioksidacijske obrane u stanichom odgovoru na
oksidacijski stres (111). Radi se o tzv. CBAs (od engl. chain — breaking — antioxidants),
lipofilnim molekulama niske molekularne mase, koje su u stanici razliCito rasporedene,
ovisno o svojim hidrofilnim ili hidrofobnim svojstvima. One mogu prekinuti autokatalitiCku
reakciju LPO i zastiti stanicnu membranu. Sluze kao nespecificni Cistaci radikala i djeluju na
principu doniranja elektrona reaktivnim kisikovim tvarima, pri Cemu ROS prelazi u
reducirano stanje koje nije Stetno za stanicu, dok se antioksidansi se u tom procesu reduciraju.
Glavni predstavnici ovog sustava su glutation (GSH), askorbinska kiselina (vitamin C), o-
tokoferol (vitamin E), koenzim Q i mokraéna kiselina (najvazniji neenzimatski antioksidans u

krvi Covjeka).

Bitna znaCajka GSH, jednog od najvaznijih neenzimatskih antioksidansa u organizmu, je da
on ujedno predstavlja i supstrat za dva najvaznija enzimatska antioksidacijska sustava
glutation peroksidazu (GPX) i glutation — S transferazu (GST) (112). Ujedno se smatra i
glavnim Cuvarom unutarstanicnog oksido-redukcijskog stanja (113). U procesu redukcije,
GSH koristi svoju sulfhidrilnu skupinu cisteina, pomocu koje neutralizira ROS i sudjeluje u
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popravku osteéenih molekula. GSH se u tom procesu oksidira i najéeS¢e formira disulfidnu
vezu s drugom oksidiranom molekulom GSH, pri Cemu nastaje oksidirani oblik glutationa
(GSSG) (113).

Vitamin C (askorbinska kiselina) je hidrofilni antioksidans, esencijalan za Covjeka (114).
Oksidirani oblik vitamina C mozZe se ponovno reducirati pomocu glutationa i NADPH u
antioksidacijski oblik.

U vazne eukariotske neenzimatske antioksidanse ubrajaju se i sustavi glutaredoksina (GRX) i

tioredoksina (TRX) (115). Ova dva funkcionalno i strukturalno slicna antioksidansa
sintetiziraju se u svim stanicama, a za njihovo antioksidacijsko djelovanje zasluzne su
sulfhidrilne skupine dva cisteina. Tijekom redukcije ciljnih molekula ovi antioksidansi
formiraju unutarmolekulske disulfidne veze izmedu dva cisteina u aktivnom mjestu (-S-S)
(115).

Najvazniji hidrofobni neenzimatski antioksidansi u bioloSkim sustavima su koenzim Q i
vitamin E (a-tokoferol ) (116,117).

Koenzim Q ima ulogu u prijenosu elektrona u procesu oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima. Njegova antioksidacijska uloga se temelji na njegovoj oksidaciji i redukciji
prilikom prijenosa elektrona. Osim u mitohondrijima, koenzim Q je prisutan u svim
biomembranama, gdje ima vaznu ulogu u prekidu procesa LPO. Za regeneraciju oksidirane
forme koenzima Q zasluzni su NADPH ovisna reduktaza i glutation (116).

Drugi vazan hidrofobni liposolubilni antioksidans je a-tokoferol (vitamin E). Zbog svoje
pretezno membranske lokalizacije, djeluje prvenstveno kao obrana od LPO staniCnih

membrana. Oksidirani oblik vitamina E regenerira se sustavom vitamina C i koenzima Q.
U hidrofobne antioksidanse u Covjeka ubrajaju se i estrogeni i karotenoidi.

I prokariotske i eukariotske stanice odgovaraju na toksicnost ROS-a koordiniranim zastitnim
mehanizmima inducirajuéi ekspresiju serije gena koji kodiraju detoksificirajuce i
antioksidacijske enzime/proteine, koji omogucuju neophodnu zastitu protiv oksidacijskog i
elektrofilnog stresa. U ovom procesu kljucnu ulogu imaju transkripcijski faktori NF-E2-
povezani faktori (Nrfs) (118).
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1.2.3 AKROLEIN (ACR)

Akrolein je o, nezasiceni aldehid (Slika 11), endogeni produkt i sveprisutan Cimbenik
onecis¢enja okolisa (119).

O
e
AR H

Slika 10. Strukturni prikaz akroleina
en.wikipedia.org/wiki/Acrolein

Prisutan je u hrani, pitkoj vodi, isparavanju pregrijanih ulja za kuhanje, a glavna je frakcija
nezasi¢enog aldehida u plinovitoj fazi cigaretnog dima, kao produkt nepotpunog sagorijevanja
za vrijeme pozara, sagorijevanja plastike te emisije automobilskih ispusnih plinova (120).
Visoka reaktivnost €ini ga vrlo opasnom tvari za Zivu stanicu. Medu svim o i § nezasi¢enim
aldehidima, akrolein je daleko najjaci elektrofil te zbog toga pokazuje i najvecu reaktivnost s
nukleofilima, Sto dovodi do oSteCenja proteina i DNK stanice. Zbog svoje velike
elektrofilnosti reagira puno brze s GSH u odnosu na HNE (109), a konjugacija s GSH je
glavni put njegove eliminacije (121). Smatra se da GST A4-4 moze katalizirati konjugaciju
GSH u akrolein. Reducirana merkaptopuricna kiselina je, kao i za HNE, glavni metabolit
akroleina u urinu (122).

Osim kao zavrsni produkt lipidne peroksidacije (123), poznato je da akrolein u organizmu
nastaje i1 kao produkt katabolizma razliCitih aminokiselina i poliamina (124), ali 1 kao
metabolicki produkt ciklofosfamida (125).

Mutagen je i karcinogen (vrlo se uCinkovito veZze za DNK uzrokuju¢i stvaranje adukata).
Formira stabilne proteinske adukte veZzuéi se sa cisteinskim, histidinskim i lizinskim
aminokiselinskim ostacima proteina (126). Adukti akroleina ostecuju biomakromolekule to

rezultira mutacijama, promijenjenom transkripcijom gena i modulacijom apoptoze (121).

Akrolein inducira oStecenje endotelnih stanica te dovodi do pojaanog stvaranja ROS-a u
ljudskim stanicama mikrovaskularnog endotela (120,127).

Moze biti otpusten i noSen na razna mjesta u cirkulaciji od strane proteinskih karbonilnih
adukata (128).
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Identifikacija ACR kao endogenog produkta LPO sugerira istraZzivanje moguce uloge tog
reaktivnog aldehida kao medijatora oksidacijskog oStecenja u brojnim bolestima Covjeka
(119).

Istrazivanjem je utvrdena njegova povezanost sa malignom transformacijom benignog
adenoma kolona u karcinom te Sirenje akrolein proteinskih konjugata iz tumorskog tkiva u
okolno tkivo (129), a dokazana je i uloga ACR kao prediktivnog biomarkera u relapsu

karcinoma prostate nakon radikalnog kirurskog zahvata (130).

1.3 OKSIDACIJSKI STRES, AKROLEIN I VASKULITIS MALIH
KRVNIH ZILA KOZE (VMKZ)

1.3.1 KOZA 1 OKSIDACIJSKI STRES

Koza je organ koji je podlozan razliCitim vanjskim utjecajima koji dovode do stvaranja ROS-
a. ROS takoder mogu nastati i endogeno u kozi (131). Do sada je istrazivana uloga ROS-a u
brojnim bolestima koze kao Sto su psorijaza, vitiligo, lihen planus i atopijski dermatitis
(132,133,134,135).

Rezultati studije Tanaka i sur. (136) upucuju da su ACR i HNE povezani s aktiniCkom
elastozom u fotooSte¢enoj koZi starijih osoba, karakteriziranoj akumulacijom fragmentiranih
elasticnih vlakana u fotoizlozenoj kozi. U njihovom istrazivanju su imunohistokemijskim
metodama detekcije protutijelima na HNE, ACR i elastin dokazani bioprodukti LPO u
bioptickim uzorcima fotoizlozene koze, sa akumulacijom u fragmentiranim elasticnim
vlaknima (136).

U istrazivanju Sredoja TiSma i sur. (137) dokazana je uloga oksidacijskog stresa i feritina u
bolesnika s rozacejom, upalnom bolesti koze. Istrazivanje se sastojalo od imunohistokemijske
analize feritina u bioptatima koze te analize peroksida i antioksidacijskog potencijala u
serumu. U bioptatima koZe bolesnika s rozacejom utvrden je znaCajno veCi broj feritin
pozitivnih stanica u usporedbi s kontrolnim uzorcima zdrave koze (p<0,001). Osim toga,
bolesnici s rozacejom imali su poviSene vrijednosti koncentracije peroksida u serumu te
snizen antioksidacijski potencijal u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (p<0,05).
Veéa koliina feritina u stanicama koZe bolesnika s rozcejom objaSnjava pogorSanje
simptoma rozaceje nakon izlaganja UV svjetlu, jer se iz feritina oslobada slobodno Zzeljezo
koje je kljucno u generiranju oksidacijskog stresa (137).
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1.3.2 OKSIDACIJSKI STRES, AKROLEIN i VMKZ

Oksidacijski stres i rezultiraju¢a LPO zahvacaju brojna patoloSka stanja ukljucujuci i upalu.
Neutrofilni granulociti su najbrojnije bijele krvne stanice i imaju klju¢nu ulogu u urodenom
imunoloSkom odgovoru (138). Postupak aktivacije neutrofila na mjestu upale praéen je
intenzivnom produkcijom ROS-a te oslobadanjem destruktivnih hidrolitickih enzima Sto moze
dovesti do oStecenja stanica i tkiva (139,140). U prisutnosti adekvatnog stimulusa (primjerice
upalne reakcije) neutrofili pored mnostva citokina, otpuStaju i enzim mijeloperoksidazu
(MPO), kao obrambeni mehanizam (141). Aktivirani neutrofili koriste MPO-hidrogen
peroksid-klorid sistem u konverziji hidroksi-amino kiselina u akrolein (139,142).

Akutni upalni odgovor sastoji se od kaskade medijatora koji kontroliraju odreden slijed
dogadaja koji rezultira novacenjem neutrofila na mjestu upale ili ozljede. Za vrijeme akutne
upale pojavljuje se mikrovaskularna ozljeda, Sto rezultira povecanom vaskularnom
permeabilnoS¢u i mikrovaskularnim krvarenjem. OStecenje vaskularnih endotelnih stanica
bazalne membrane i komponenti matriksa takoder ovisi o organskom tj. tkivnom podrijetlu
endotelnih stanica. Neutrofilima posredovano oSteCenje endotelnih stanica obuhvaca
kompleksnu kaskadu u kojoj produkti oba stani¢na tipa imaju citotoksicni ucinak. Takoder je
jasno da je akutni upalni odgovor reguliran endogenom genskom ekspresijom i
proinflamatornih i antiinflamatornih medijatora. Smatra se da je kontrola akutne upale
povezana s aktivacijom transkripcijskog Cimbenika NF kB (143,144).

U vecini slucajeva koZnog oblika VMKZ patohistolo3ki nalaz pokazuje da se radi o
neutrofilnom (leukocitoklasticnom) vaskulitisu. Sindrilaru A i sur. (145) su pokazali da,
prilikom aktivacije i dijapedeze, neutrofili osteCuju unutradnjost stijenke krvnih Zila te time
vjerojatno doprinose razvoju VMKZ (145). Usprkos tome, neutrofili vezani perivaskularno
nisu dovodili do osteCenja Zila (145). In vitro veliki fiksirani 1K uzrokuju degranulaciju i
oksidativni prasak neutrofila sa otpustanjem hidrolitickih enzima i ROS-a u ekstracelularni
prostor. Ti citotoksi¢ni ucinci odvijaju se sinergisticki u oste¢enju endotelnih stanica u kulturi
(143).

UnatoC tome $to je koZa kao najveci i vrlo dobro vaskulariziran ljudski organ ¢esto zahvacena
razliCitim oblicima sindroma vaskulitisa, postoji svega nekoliko studija o ulozi oksidacijskog
stresa u patogenezi VMKZ koZe. Utvrdeno je da je poremeéaj imunolodkog sustava,
manifestiran kao vaskulitis, povezan sa znaCajno povisenom razinom duSikovog oksida u

plazmi, kojeg luCe neutrofili i endotelne stanice. Razina duSikovog oksida rasla je u bolesnika
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0Visno o stupnju prosirenosti i intenzitetu koznih promjena (146). Istom je studijom pokazano
da je oStecenje endotela u imunolodki uvjetovanom vaskulitisu povezano sa poremecajem
antioksidacijskog sustava. Naime, dok je aktivnost katalaze bila znacajno povisena, aktivnost
superoksid dismutaze je bila znaCajno snizena u svim oblicima koznih manifestacija
vaskulitisa (146).

ROS su relativno kratkoZivuéi, a mjesto njihovog djelovanja ovisi o vremenu poluZivota i
difuziji pojedinog ROS. Nedavno su Keskin N i sur. (147) utvrdili da poviSena razina
oksidacijskog stresa moze imati vaznu ulogu u sistemskom vaskulitisu (Henoch-Schénlein
purpuri). Naime, pokazali su da bolesnici u aktivnoj fazi bolesti imaju znacajno visu razinu

oksidacijskog stresa u odnosu na bolesnike u remisiji i zdrave ispitanike (147).

Ozyazgan S. i sur (148) su u svojoj studiji dokazali ulogu upalom potaknutog oksidacijskog
stresa u Behcgetovoj Dbolesti, kronicnom vaskulitisu, karakteriziranom endotelnom
disfunkcijom, povisenom razinom ROS-a i povisenom produkcijom i hiperfunkcijom
neutrofila. U toj je studiji dokazana poviSena razina ishemijom modificiranih albumina i
poremeCaj ravnoteZe prooksidansa i antioksidansa, kao rezultat upalom potaknutog
oksidacijskog stresa. Time su autori (148) ujedno ukazali na njihov potencijalni znacaj u
smislu novih markera oksidacijskog stresa u Behgetovoj bolesti.

S obzirom na €injenice da je koZa Cesto zahvaéena razliCitim oblicima sindroma vaskulitisa,
da je etiologija mnogih oblika VMKZ nepoznata te da su trenutni terapijski pristupi VMKZ
relativno nespecificni, namece se klinicka potreba za novim istraZivanjima. Svrha novih
istrazivanja je postavljanje jasnijih i specificnijih patoloskih kriterija pojedinih oblika i faza
bolesti te iskazivanje potencijalnih biomarkera prisutnosti sistemske bolesti, i/ili onih
biomarkera koji upuéuju na vecu mogucnost podloznosti sistemskom obliku bolesti, sa

ozbiljnom zivotnom prognozom.

Prema dostupnim literaturnim podacima do sada nisu proCavani reaktivni aldehidi u oviru

etiopatogeneze VMKZ.

U prilog moguéoj povezanosti ACR i oksidacijskog stresa s VMKZ u koZi ide karakteristi¢an
histoloski nalaz upalnog infiltrata, uglavnom neutrofila, koji otpusStaju snazne upalne
medijatore, ukljucujuci i pripadnike ROS-a. Osim toga, jak oksidacijski stres koji se
pojavljuje kod upalne reakcije moze potisnuti obrambene antioksidacijske mehanizme.
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Noiri i sur. (127) su dokazali da akrolein inducira ostecenje endotelnih stanica te da dovodi do
pojacanog stvaranja ROS-a u stanicama mikrovaskularnog endotela.

S obzirom da je ACR za razliku od ROS-a relativno dugoZzivuci reaktivni aldehid te da moze
djelovati daleko od mjesta pocetnog oksidativnog osStecenja, namece pitanje mogucée uloge
ACR u progresiji lokaliziranog u sistemski (kliniCki tezi i prognostiCki ozbiljniji) oblik
bolesti. Ukoliko se utvrdi takva povezanost, otvara se put novim dijagnostickim i
intervencijskim postupcima u samom tijeku bolesti. Osim toga, bolje poznavanje tocnih
mehanizama koji dovode do ostecenja krvnih Zila u VMKZ doprinijeti ée razvoju specifi¢nijih
naCina lijeCenja, od trenutno relativno nespecificnih protutupalnih i imunosupresivnih
terapijskih pristupa. Ukoliko se potvrdi uloga ACR i oksidacijskog stresa u VMKZ, otvara se
i put uvodenju potencijalnih antioksidansa u adjuvantnu terapiju.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Istrazivanjem se nastojalo razjasniti patofizioloSko znaCenje akroleina, uloga oksidacijskog
stresa i u¢inkovitost antioksidacijske obrane u bolesnika s VMKZ.

Hipoteza:

Pretpostavka je da poviSena razina akroleina, povecan oksidacijski stres i poremecaj
antioksidacijske obrane imaju ulogu u patogenezi i aktivnosti VMKZ na lokalnoj i sistemskoj

razini.
Ciljevi:
1. Imunohistokemijskom analizom bioptata koZe bolesnika s VMKZ utvrditi prisutnost

akroleina, pokazatelja oksidacijskog stresa na lokalnoj razini i usporediti ju s kontrolnim

uzorcima zdrave koze.

2. Odrediti povezanost intenziteta nakupljanja akroleina na lokalnoj razini i stupnja tezine
bolesti.

3. Odrediti pokazatelje oksidacijskog stresa na sistemskoj razini (engl. Total Oxidative
Capacity, TOC) i djelotvornost ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (engl. Total
Antioxidative Capacity, TAC) u serumu bolesnika s VMKZ te usporediti ih s kontrolnim

uzorcima zdravih ispitanika.
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3.ASPITANICI I METODE

3.1 ISPITANICI

Istrazivanje je provedeno u Ambulanti za kozne i spolne bolesti Kabineta za
dermatovenerologiju KB Dubrava Zagreb, Klinici za unutarnje bolesti KB Dubrava Zagreb,
Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava Zagreb, Klinickom zavodu za patologiju
KB Dubrava Zagreb i Laboratoriju za oksidacijski stres Instituta Ruder BoSkovi¢ Zagreb.

Rad je obuhvatio ukupno 127 ispitanika, a sastojao od dva dijela — retrospektivnog i
prospektivnog.

Retrospektivnim dijelom rada obuhvaceno je 67 ispitanika - 37 s histoloski potvrdenom
dijagnozom VMKZ koZe (tipa LCV) i 30 zdravih kontrola.

Prospektivnim dijelom rada je obuhvaceno 60 ispitanika - 30 s histoloSki potvrdenom
dijagnozom VMKZ koZe (tipa LCV) i 30 zdravih kontrola. IstraZzivanjem je obuhvacena
analiza pokazatelja oksidacijskog stresa na lokalnoj razini (u bioptatima koze) te analiza
pokazatelja oksidacijskog stresa na sistemskoj razini (u uzorcima periferne venske krvi).

Svim ispitanicima se detaljno objasnila svrha i postupak istrazivanja te se uzorkovanje vrsilo
tek nakon Sto su ispitanici dobrovoljno potpisali informirani pristanak. Sva istrazivanja su se
provela uz odobrenje EtiCkog povjerenstva KliniCke bolnice Dubrava Zagreb uz potpuno
dobrovoljnu suradnju i primjereno razumijevanje sudionika. Istrazivanje je bilo potpuno
uskladeno s etiCkim standardom Deklaracije iz Helsinkija iz 1975. godine te njezinim
modifikacijama iz 1983.

3.1.1 Ispitanici u retrospektivnom dijelu rada

U okviru retrospektivnog dijela rada provedeno je imunohistokemijsko odredivanje ACR na
37 arhiviranih uzoraka koZe bolesnika histoloski potvrdenog VMKZ koZe (tipa LCV) u
razliCitim fazama bolesti, ulozenih u parafinske blokove u Klinickom zavodu za patologiju
KB Dubrava Zagreb.

Kontrolnu skupinu Cinilo je 30 bioptata zdrave, Kklinicki nepromijenjene koze, iz arhive
parafinskih blokova KliniCkog zavoda za patologiju KB Dubrava Zagreb. Radi se o
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bolesnicima kojima je u tijeku odredenih indiciranih dijagnostickih postupaka ucinjena
pretraga direktne imunofluorescencije koze (DIF pretraga), Ciji je konaCni rezultat bio
negativan. Ispitanici iz kontrolne zdrave skupine bili su po dobi i spolu prispodobivi skupini

bolesnika s VMKZ koZe.

3.1.2 Ispitanici u prospektivhom dijelu rada
U nastavku rada prospektivno je praéeno 30 bolesnika razli¢itog spola i dobi sa razli¢itim

fazama aktivnosti VMKZ u koZi.

U tih je bolesnika u okviru jasne i utemeljene dermatoloSke indikacije ucinjena biopsija koze,
u sklopu rutinskog dijagnostickog postupka patohistoloske potvrde dijagnoze.

Uz anamnezu, klinicki status i rutinske dijagnostiCke parametre procjene aktivnosti i
proSirenosti bolesti, prospektivnim bolesnicima je na bioptatima koze, imunohistokemijski
odredivan ACR, zavrsni produkt lipidne peroksidacije i pokazatelj oksidacijskog stresa na

lokalnoj razini.

Osim toga, u svrhu procjene sitemskog oksidacijskog stresa, u istih je bolesnika s pristupljeno
analizi TOC i TAC u serumima. Vrijednosti parametara upale i indiciranih imunoloskih
parametara odredivani su standardnim laboratorijskim metodama u okviru rutinske
dijagnosticke obrade bolesnika s VMKZ koZe, kojom se procjenjuje aktivnost bolesti i
postojanje znakova sistemske bolesti. Na taj se naCin bolesnici nisu izlagali stresu dodatnih

venepunkcija za analizu TOC i TAC.

Kontrolnu skupinu za analizu ACR u prospektivnhom dijelu rada Cinilo je 30 bioptata zdrave,
klinicki nepromijenjene koze, dobivene na isti naCin kao u prethodno opisanom
retrospektivnom dijelu rada.

Kontrolnu skupinu za analizu TOC i TAC Cinilo je 30 seruma zdravih muskaraca i Zena koji
su iSli na planirane rutinske sistematske preglede. Kriteriji iskljuCenja iz studije bili su: teze
kroniCne i upalne bolesti, manifestni vaskulitis u kozi, trenutno prisutna terapija lijekovima,
zlouporaba droge i alkohola. Prije samog vadenja krvi ispitanici su bili podvrgnuti ispitivanju
0 njihovoj detaljnoj anamnezi te navikama. Njihovi krvni uzorci bili su kontrola za
odredivanje biomarkera oksidacijskog stresa, medijatora upale i ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta.
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Navedeni su uzorci krvi prikupljeni u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KB Dubrava
Zagreb. Ispitanici iz kontrolne skupine bili su po dobi i spolu prispodobivi prospektivnoj
skupini bolesnika s VMKZ.

3.2 METODE

3.2.1 ANAMNEZA

U retrospektivnom dijelu rada koristeni su anamnesticki podaci o spolu i dobi ispitanika te o
patohistoloSkom stupnju aktivnosti bolesti (fazi bolesti) iz arhivirane medicinske
dokumentacije. Nakon pregleda svih mikroskopskih preparata, bolesnici su sukladno stupnju
aktivnosti bolesti raspodijeljeni u tri skupine (1. floridna faza bolesti - F; 2. aktivna faza

bolesti - A; 3. faza regresije - R)

Relevantni anamnesticki i klini¢ki podaci u prospektivnih bolesnika s VMKZ koZe prikupljeni
su tijekom specijalistickih dermatoloskih ambulantnih i konzilijarnih pregleda.

U istrazivanju su bili ukljuceni slijede¢i parametri iz anamneze: spol, dob, podaci o trajanju
bolesti, simptomima bolesti, uzimanju lijekova (nesteroidni protuupalni lijekovi, antibiotici,
sulfonamidi, tiouracil, inhibitori angiotenzin konvertaze, derivati fenitoina), funkcijama,
navikama, o eventualno pridruzenim kroni¢nim bolestima i zloudnim bolestima. Osim
navedenih parametara, bolesnicima s VMKZ koZe upuéena su anamnesticka pitanja o
postojanju manifestacija sistemske bolesti: temperatura, bolovi u zglobovima, otok zglobova,

.....

krvi u iskasljaju, glavobolja, parestezije, prisutnost krvi u mokraci.
3.2.2 DIJAGNOSTICKA OBRADA

U sklopu prospektivnog dijela rada pracenjem je obuhvaéeno 30 bolesnika s VMKZ, kojima
je u€injena indicirana standardna dijagnosti¢ka obrada VMKZ, uz multidisciplinarni klinicki
pristup svakom pojedinom bolesniku, ovisno o prisutnoj simptomatologiji i suspektnom
klinickom nalazu zahvaéenosti pojedinih organa (standardna dijagnosticka obrada opisana je
u poglavlju 1.1.6 Dijagnoza i lije¢enje VMKZ, str.14)

U svih 30 prospektivnih bolesnika s VMKZ i svih 30 ispitanika iz kontrolne skupine
statistickom analizom bili su obuhvaceni slijedeCi upalni, imunolo3ki i biokemijski parametri,

dobiveni u sklopu ucinjene dijagnostiCke obrade:
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CRP, eritrociti (Er), hemoglobin (Hgb), hematokrit (Htc), prosjecni volumen eritrocita
(engl. Mean Corpuscular Volume, MCV), prosjecni hemoglobin u eritrocitu (engl. Mean
Corpuscular Hemoglobin, MCH), prosjeCna koncentracija hemoglobina u eritrocitu (engl.
Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC), Sirina distribucije volumena
eritrocita (engl. Red Cell Distribution Width, RDW), Zeljezo (Fe), nezasiceni kapacitet
vezivanja zeljeza (engl. Unsaturated Iron Binding Capacity, UIBC), ukupni kapacitet
vezivanja zeljeza (engl. Total Iron Binding Capacity, TIBC), feritin, trombociti (Trc),
prosjecni volumen trombocita (engl. Mean Platelet Volume, MPV), leukociti (Leu), neutrofili
limfociti, monociti, eozinofili, bazofili, glukoza u krvi (GUK), trigliceridi (TRIG), kolesterol,
HDL kolesterol (engl. High-Density Lipoprotein Cholesterol, HDL), LDL kolesterol (engl.
Low-Density Lipoprotein Cholesterol, LDL), urea, kreatinin, urat, kalij (K), natrij (Na),
kloridi (ClI), kalcij (Ca), fosfati, ukupni bilirubin, aspartat-aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), gama glutamil transferaza (GGT), alkalna fosfataza (ALP), laktat
dehidrogenaza (LDH), kreatin kinaza (CK), ukupni proteini, aloumini.

Kontrolnu skupinu za analizu prethodno navedenih parametara Cinile su vrijednosti upalnih,
imunoloskih i biokemijskih parametara 30 zdravih muSkaraca i Zena, dobivenih
laboratorijskom analizom njihovih uzoraka krvi u sklopu planiranih sistematskih pregleda.
Na taj se nacin ispitanici iz kontrolne skupine nisu izlagali stresu dodatnih venepunkcija za

potrebe ovog istrazivanja.
3.2.3 BIOPSIJA KOZE

U sklopu rutinskog dijagnostiCkog postupka patohistoloske potvrde dijagnoze, a nakon
utemeljene specijalistiCke indikacije, uCinjena je biopsiju koze, koja se smatra se zlatnim
standardom dijagnoze VMKZ koZe. Uzorci koZe (3-5mm) uzeti su elipticnom probatornom
incizijskom biopsijom pomocu skalpela u lokalnoj infiltracijskoj anesteziji (2 % lidokainom)
sa mjesta najizrazenije svjeze vaskuliticne promjene na kozi, koja prethodno nije tretirana
lokalnom niti sistemskom terapijom. Posebna je pozornost posvecena optimalnom vremenu
uzimanja biopsije koze tj. biopsija kozZe je uCinjena unutar 48 sati od pojave vaskulitiCne lezije
na kozi. Kirurski je postupak izveden po svim pravilima asepse i sterilnosti kako bi se izbjegla
mogucnost infekcije.
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3.2.4 PATOHISTOLOSKA ANALIZA BIOPTATA KOZE

Dobiveno tkivo fiksirano je u 10% puferiranom formalinu i upuceno na patohistolosku
analizu. Nakon rutinskog procesuiranja i uklapanja u parafin, izrezani su preparati debljine
4um i rutinski obojani hemalaun-eozinom i PAS (Perjodna kiselina-Schiff reagens) metodom.
Nakon pregleda svih mikroskopskih preparata i postavljanja patohistoloske dijagnoze,
bolesnici su sukladno stupnju aktivnosti bolesti raspodijeljeni u tri skupine:

1. floridna faza — F (teSki oblici s opseznom fibrinoidnom nekrozom, ulceracijom, infiltratom

oko i/ili nekrozom Zlijezda) (Slika 11)

2. aktivna faza bolesti — A (upalni infiltrat s leukocitoklazijom, fokalna fibrinoidna nekroza
stijenki krvnih Zila) (Slika 12)

3. faza regresije — R (oskudan infiltrat, rijetka Zarista leukocitoklazije, bez fibrinoidne
nekroze) (Slika 13)

Slika 11. Floridna faza KLCV, HE 100x — spongioza epidermisa, egzocitoza upalnih stanica,
opsezna fibrinoidna nekroza krvnih Zila povrSinskog i dubokog spleta, a upalni infiltrat

zahvada i razara kozna adneksa
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Slika 12. Aktivna faza KLCV, PAS 200x — dominantno zahvacanje krvnih Zila povrsinskog
spleta upalnom infiltracijom, mijeSani upalni infiltrat u kojem dominiraju granulociti, edem

dermisa, ekstravazati eritrocita i podrucja leukocitoklazije

Slika 13. Faza regresije KLCV, PAS 400x - oskudni perivaskularni, uglavnom

mononuklearni upalni infiltrati i umnoZeni fibroblasti
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3.2.5 IMUNOHISTOKEMIJSKO ODREDIVANJE AKROLEINA U BIOPTATIMA
KOZE — PROCJENA OKSIDACIJSKOG STRESA NA LOKALNOJ RAZINI

Iz preostalog parafinskog materijala ucCinjeni su dodatni 4pum rezovi na silaniziranim

stakalcima i obradeni za imunohistokemijsku analizu.

Imunohistokemijskoj analizi ACR, zavrsnog produkta lipidne peroksidacije i pokazatelja
oksidacijskog stresa na lokalnoj razini, bili su podvrgnuti bioptati koze ukupno 97 ispitanika —
67 bioptata koZe ispitanika s dijagnozom VMKZ koZe te 30 bioptata zdrave koZe ispitanika iz
kontrolne skupine. Imunohistokemijska analiza prisustva reaktivnog aldehida ACR u
bioptitkom materijalu bolesnika s VKMZ koZe i kontrolnim uzorcima zdrave nepromijenjene
koZe provedena je pomocu izvornih misjih monoklonalnih protutijela na akrolein-lizinski
konjugat (pripremljenih u Laboratory of Food and Biodynamics, Graduate School of
Bioagricultural Sciences, Nagoya University, Nagoya, Japan, ljubazno$¢u dr. K.Uchide) u
razrjedenju 1:10 te upotrebom En Vision metode (149).

Parafinski rezovi tkiva bili su podvrgnuti procesu deparafiniranja ksilenom i rehidracije u
opadaju¢em nizu koncentracija etanola, a potom su isti preparati bili uronjeni 3 minute u
metanol. Nakon ispiranja u fosfathom puferu (PBS -u) 3 puta po 5 minuta, preparati su
inkubirani dva sata u prisutnosti primarnih protutijela na akrolein — lizinske konjugate
(razrjedenje 1:10). Potom su isprani u PBS-u 3 puta po 5 minuta, nakon ¢ega su im blokirane
endogene peroksidaze u otopini 3% vodikovog peroksida 20 minuta. Po isteku inkubacije
preparati su isprani u Tris fosfathom puferu (TBS-u) te inkubirani 30 minuta Envision
reagensom. Nakon ponovnog ispiranja s TBS-om 3 puta po 5 minuta, akrolein-lizinski
konjugati su vizualizirani dodatkom otopine 3,3'-diaminobenzidin-tetrahidroklorida (DAB,
Dako), koji je kod vezanog protutijela tj. prisutnog antigena davao smede obojenje. Suvisak
DAB-a isprao se destiliranom vodom, uz kontrastno bojanje otopinom hemalauna. Nakon
ponovnog ispiranja vodovodnom vodom, pomocu medija za prekrivanje (Kanada balzam) i

pokrovnih stakalaca, napravljeni su trajni preparati.

Prisutnost akroleina u bioptickom materijalu (endotel, stijenka krvnih Zila i okolni dermis)
oCitavana je semikvantitativno pomoc¢u Olympus BX41 mikroskopa, kamere Olympus DP71 i
ratunalnog programa za obradu fotografija Cell® Soft Imaging System (Imaging Software for
Life Science Microscopy).
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Pod velikim povecanjem mikroskopa (400x) semikvantitativno je ocitan intenzitet
imunohistokemijske reakcije u podrucju najjaCeg intenziteta, a nakon prethodne orijentacije

na malom povecanju mikroskopa (10x).

Intenzitet imunohistokemijske reakcije ekspresije akroleina (ACR) u MKZ koZe i okolnom

podrucju izrazen je bodovima prema tablici 4.

Tablica 4. Intenzitet imunohistokemijske reakcije ekspresije ACR izrazen bodovima

Negativna reakcija 0
Slabo ZariSna pozitivna reakcija 1
Umjereno pozitivna reakcija 2
Izrazito difuzno pozitivna reakcija 3

3.2.6 VENEPUNKCIJA, PRIKUPLJANJE I POHRANJIVANJE UZORAKA KRVI

Uzorci periferne venske krvi za odredivanje TOC i TAC su nakon vadenja venepunkcijom
centrifugirani 10 minuta na 3500 okretaja u minuti.

Posebna je pozornost posvecena svjezoj pohrani prikupljenih seruma. Za analizu su koristeni
samo opticki Cisti uzorci. Nisu koristeni uzorci koji su stajali duze od 30 minuta na sobnoj
temperaturi, hemoliticni serumi, lipemicni serumi, heparin plazma i puna krv. Uzorci seruma

za analizu pohranjeni su do trenutka upotrebe na temperaturi od - 85 °C.
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3.2.7 ODREDIVANJE UKUPNOG OKSIDACIJSKOG KAPACITETA (TOC) I
UKUPNOG ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA (TAC) - PROCJENA
OKSIDACIJSKOG STRESA NA SISTEMSKOJ RAZINI

U svrhu procjene sitemskog oksidacijskog stresa u bolesnika s VMKZ pristupilo se analizi
TOC i TAC u serumima ispitanika. Navedenoj analizi podvrgnuto je 60 ispitanika, od kojih
30 ispitanika s VMKZ koZe i 30 zdravih ispitanika.

Odredivanje ukupnog oksidacijskog kapaciteta (TOC) i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta
(TAC) izvrSeno je dostupnim enzimatskim testom za mjerenje peroksida u bioloskim
teku¢inama (Omnignostix GmbH & Co KG, ljubaznoscu dr. F. Tatzbera).

Radi se o kolorimetrijskim/fotometrijskim brzim testovima za kvantitativno odredivanje
peroksida u serumu (TOC) i ukupnog antoksidacijskog kapaciteta (TAC) u serumu. Obje
metode se temelje se na enzimatskoj reakciji izmedu enzima i kromogenog supstrata
tetrametilbenzidina, nakon Cega se razvija boja, Ciji se intenzitet mjeri fotometrijski na valnoj
duljini od 450 nm.

3.2.7.1 ODREDIVANJE AKTIVNOSTI PEROKSIDA U SERUMU - TOC

Nacelo metode:

Odredivanje peroksida temelji se na enzimatskoj reakciji izmedu peroksidaze i peroksida te
promjeni boje kromogenog supstrata tetrametilbenzidina (TMB). Nakon dodatka otopine za
zaustavljanje reakcije, tzv. stop otopine ( 2M H,SO,), plava boja se proporcionalno mijenja u
zutu. Intenzitet boje se mjerio fotometrijski na CitaCu ploCica na valnoj duljini od 450nm.
Kvantifikacija endogenog peroksida napravljena je u odnosu na standardnu krivulju koja
podrazumijeva serijska razrjedenja H,O, (peroksida).

SadrzZaj kita za izvodenje TOC metode:
DM P-0013 protokolarni pufer (citratni pufer)
DM P-0036 peroksidaza

DM P-0055 supstrat (otopina TMB)

DM P-0080 otopina za zaustavljanje (tzv. stop otopina koja sadrzi 2 M H,SQOy)
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BA D-0032 mikrotitarska ploCica sa 96 bunari¢a
DM P-4201 standard A 0 mM H,0;

DM P- 4202 standard B 0.125 mM H,0,

DM P-4203 standard C 0.25 mM H;0,

DM P-4204 standard D 0.5 mM H;0,

DM P-4205 standard E 1 mM H,0,

DM P-4251kontrola 1

DM P-4252 kontrola 2

Ostali materijali i oprema koji su koriSteni u istrazivanju, a nisu raspolozivi u komercijalnom
kitu: razliCite kalibrirane precizne mikropipete (npr. 10-100 ul/ 100/1.000ul), ELISA cCitaC

mikrotitarskih ploca na 450 nm, VVortex mixer, destilirana voda.

Prije izvodenja postupka za odredivanje aktivnosti peroksida pripremljena je mjeSavina
reagensa slijedeCih sastojaka: 20 ml pufera, 200 ul supstrata (otopinaTMB) i 20 pul
peroksidaze. Navedeni reagensi izmijeSani su neposredno prije upotrebe (navedena mjeSavina
reagensa stabilna je 15 minuta), a do postupka mijeSanja svi su bili pohranjeni na temperaturi
+4°C.
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Standard je bio pripremljen u razrjedenjima prema tablici 5:

Tablica 5. Razrjedenja peroksida za odredivanje aktivnosti peroksida u serumu

standard | Razrijedenja peroksida | Koncentracija peroksida | Peroksid/ul HO/ul
(uM)
10 1:1000 9791 50(30%-tnog) | 49950
9 1:10000 979,1 200STD10 1800
8 1:20000 489,55 1000STD9 1000
7 1:40000 244,77 1000STD8 1000
6 1:80000 122,385 1000STD7 1000
5 1:100000 9,791 200STD9 1800
4 1:200000 48,955 1000STD5 1000
3 1:1000000 9,791 400STD4 1600
2 1:2000000 4,8955 1000STD3 1000
1 1:10000000 0,9791 200STD3 1800
0 900

Postupak za odredivanje TOC-a:

1. U mikrotitarsku ploCicu s 96 bunaric¢a najprije se pipetira 10ul standarda, kontrole i uzorka
bolesnika (seruma). Svaki serum se stavlja u triplikatu.

2. Potom se na standarde i uzorke doda 200ul mjeSavine reagensa po bunaricu.

3. Nakon inkubacije pri sobnoj temperaturi od 5 minuta izmjeri se adsorbancija pri valnoj
duljini od 450 nm.

4. Slijedi inkubacija od 20 minuta na temperaturi 4 °C.

5. Potom se pipetira 50 ul otopine za zaustavljanje tzv. stop otopine 2 M H,SO4 (4 ml konc.

H2SO4 + 32 ml H,0) u svaki bunari¢ mikrotitarske ploCice.

6. Nakon 3 min ploCicu je potrebno lagano protresti te ocCitati absorbanciju otopine u

bunari¢ima na Citacu mikrotitarskih plo¢ica na valnoj duljini 450 nm.
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7. Rezultat mjerenja je izrazen kao razlika izmedu 2. i 1. mjerenja, koji je proporcionalna

sadrzaju peroksida u uzorku.

Koncentracija peroksida odredena je prema formuli na temelju bazdarne krivulje (Slika 14).

y = 0,0019x + 0,0598
0,5 1 R = 0,9966

Abs 450nm

0 L] L | L] L] 1
0 50 100 150 200 250

Koncentracija peroksida (uM)

Slika 14. Bazdarna krivulja za odredivanje koncentracije peroksida

3.2.7.2 ODREDIVANJE UKUPNOG ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA - TAC

Nacelo metode:

Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta temelji se na enzimatskoj reakciji izmedu
peroksidaze i peroksida te promjeni boje kromogenog supstrata tetrametilbenzidina (TMB).
Nakon dodatka otopine za zaustavljanje reakcije tzv. stop otopine ( 2M H,SO,) plava boja se
proporcionalno mijenja u zutu. Intenzitet boje se mjeri fotometrijski na Citacu ploCica na
valnoj duljini od 450 nm. Kvantifikacija ukupnih antioksidansa iz plazme napravljena je u
odnosu na standardnu krivulju koja podrazumijeva razlicita razrijedenja mokracne Kiseline
kao najucestalijeg antioksidansa u krvi. Alternativno se koriste razrijedenja vitamina C kao
standard.
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SadrzZaj kita za izvodenje TAC metode:

DM P-0013 protokolarni pufer

DM P-0035 peroksid (30% H,0,)

DM P-0036 peroksidaza

DM P-0055 supstrat (otopina TMB)

DM P-0080 otopina za zaustavljanje tzv. stop otopina koja sadrzi 2 M H,SO,
BA D-0032 mikrotitarska ploCica sa 96 bunari¢a
DM P-4101 standard A 0 mM

DM P- 4102 standard B 0,375 mM

DM P-4103 standard C 0.75 mM

DM P-4104 standard D 1.5 mM

DM P-4105 standard E 3 mM

DM P-4151kontrola 1

DM P-4152 kontrola 2

Ostali materijali i oprema koja je koriStena u istrazivanju, a nije raspoloziva u komercijalnom
kitu: razlicite kalibrirane precizne mikropipete (npr. 10-100 pl/ 100/1.000ul), ELISA Cita€ na

kojem je moguce ocitati adsorbanciju na 450 nm, VVortex mixer, destilirana voda.
Postupak za odredivanje TAC-a:

Priprema mjeSavine reagensa A: PomijeSati 10 mL pufera i 10 pl peroksida. Navedena

mjeSavina je stabilna 15 minuta.

Priprema mjeSavine reagensa B: PomijeSati 5SmL pufera, 50 ul supstrata (otopina TMB) i 5ul

peroksidaze
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1. Pipetirati 25ml standarda, kontrola i uzorka (seruma) u bunari¢ na mikrotitarskoj plocici.
2. Pipetirati 100 ml mjeSavine reagensa A po bunaricu.

3. Nakon inkubacije od 5 minuta potrebno je dodati 50 ml reagensa B i izmjeriti adsorbanciju
na valnoj duljini od 450 nm.

4. Uzorci se inkubiraju 15 minuta na temperaturi 4 °C prije nego Sto se doda 50 ml otopine za
zaustavljanje, tzv. stop otopine - 2 M H,SO4 (4 ml konc. H,SO,4 + 32 ml H,0) po bunariéu
mikrotitarske ploCice.

5. Potom se ocita absorbancija otopine u bunari¢ima na Citatu mikrotitarskih ploCica na valnoj
duljini 450 nm.

6. Rezultat mjerenja je izrazen kao razlika izmedu 2. i 1. mjerenja. Ukupni antioksidacijski
kapacitet u uzorku je proporcionalan ukupnom antioksidacijskom kapacitetu mokraéne
kiseline, koji je izraCunat prema formuli na temelju bazdarne krivulje (Slika 15).
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1,8 -

1,6 A y=-1,0243x+ 1,5668
R*=0,9917

1,4 -

1,2 A

0,8 4

Abs 450nm

0,6 o

0,2 -

0 L] L L L L]
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Koncentracija mokracne kiseline (mg/mL)

Slika 15. BaZzdarna krivulja za odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta mokracne

kiseline

3.2.8 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za statistiCku obradu dobivenih rezultata primijenjene su standardne statisticke metode
deskriptivne statistike za prikaz vrijednosnih varijabli: aritmeticka sredina, standardna
devijacija i raspon, prosjek za prikaz zbirnih vrijednosti atributivnih varijabli, ¥* test i
Studentov T test. Nadalje, svi biokemijski parametri bili su podvrgnuti analizi medusobne
povezanosti koriste¢i Pearsonov koeficijent korelacije koji se koristi u slu€ajevima kada
izmedu varijabli promatranog modela postoji linearna povezanost i neprekidna normalna
distribucija. Prilikom izraCunavanja korelacije vrijednosti usamljenih outliera bile su

iskljuCene prilikom izraCunavanja korelacije.

Pri statistiCkoj analizi koristeni su raCunalni programi Statistica 7.0 (StatSoft Inc., SAD) i
SigmasStat 2.0 (Jandel Scientific Corporation, SAD).

Za sve testove uzeta je razina znaCajnosti p<0.05.

Rezultati su prikazani u fotografijama, tablicama i grafikonima.
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4. REZULTATI

4.1 Op¢i podaci o ispitanicima kojima je udinjena imunohistokemijska analiza

akroleina u bioptatima koZze

Podaci o ispitanicima kojima je uCinjena imunohistokemijska analiza akroleina u bioptatima
koze prikazani su u tablici 6. Istrazivanje je obuhvatilo 67 bolesnika s vaskulitisom i 30
zdravih ispitanika (ukupno 97 ispitanika). U skupini bolesnih ispitanika bilo je 33 muskarca i
34 Zene, a u skupini zdravih ispitanika 12 muskaraca i 18 zena. ProsjeCna dob ispitanika bila
je 56,43 + 16,4, u rasponu od 19 do 88 godina.

Bolesnici s VMKZ koZe su na temelju patohistoloskog nalaza biopsije vaskuliticne promjene
na kozi bili razvrstani u tri skupine: 1. bolesnici u floridnoj fazi bolesti (F); 2. bolesnici u
aktivnoj fazi bolesti (A); 3. bolesnici u regresivnoj fazi bolesti (R). Od 67 bolesnika s
vaskulitisom, u 1.skupini (floridnoj fazi bolesti - F) bilo je 11 bolesnika (16,42%), u 2.
skupini (aktivnoj fazi bolesti - A) bilo je 45 bolesnika (67,16%), a u 3. skupini (regresivnoj
fazi bolesti - R) bilo je 11 bolesnika (16,42%).
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Tablica 6. Prikaz opéih podataka o retrospektivnim i prospektivnim ispitanicima kojima je
ucinjena imunohistokemijska analiza akroleina u bioptatima koze (n = broj ispitanika, a u

zagradi je izrazen postotak)

KARAKTERISTIKE ISPITANIKA n (%)

Broj ispitanika 97

Zdravi 30

Bolesnici s VMKZ 67 (69,07%)
Spol ispitanika

Muski 45

Zdravi 12

Bolesnici s VMKZ 33 (77,78%)
Zenski 52

Zdravi 18

Bolesnice s VMKZ 34 (65,39%)
Dob ispitanika (godine)

Prosjek 56,43

Raspon 19-88

Bolesnici s VMKZ. razvrstani prema fazi bolesti 67

1. floridna faza (F) 11 (16,42%)
2. aktivna faza (A) 45 (67,16%)
3. faza regresije (R) 11 (16,42%)

Raspodijela bolesnika s VMKZ koZe prema fazi bolesti i spolu predocena je u tablici 7.

U 1. skupini ispitanika, od ukupno 11 bolesnika s floridnom fazom vaskulitisa (F), bilo je 6
zena (54,55%) i 5 musSkaraca (45,45%). U 2.skupini ispitanika, u aktivnoj fazi bolesti (A), bile
su 23 Zene (51,11%), i 22 muskarca (48,89%). U 3. skupini bolesnika, u fazi regresije
vaskulitisa (R), bilo je 5 Zena (45,45%) i 6 musSkaraca (54,55%).

U analiziranom randomiziranom uzorku bolesnika s VMKZ koZe utvrdena je veca ucestalost
osoba zenskog spola u skupinama bolesnika s floridnom i aktivnhom fazom vaskulitisa, a
osoba muskog spola u skupini bolesnika s vaskulitisom u regresiji. U analiziranom

randomiziranom uzorku nije utvrdena je statisticki znaCajna razlika u broju bolesnika s

~ 2
VMKZ prema spolu i fazi bolesti (x = 0,189, df =3; p=0,9793; p>0,05).
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Tablica 7. Prikaz raspodjele bolesnika s VMKZ prema fazi bolesti i spolu

Spol
Bolesnici Zenski Muski Ukupno
s VMKZ
1. floridna faza (F) 6 5 11
2. aktivna faza (A) 23 22 45
3. faza regresije (R) 5 6 11
Ukupno 34 33 67

4.2 Karakteristike bolesnika u floridnoj fazi vaskulitisa (F)

Bolesnici su uvrSteni u ovu skupinu na temelju dostupnih klinickih podataka te
patohistoloskog nalaza vaskulitisa u floridnoj fazi (F) u bioptatima koze. Skupina bolesnika s
floridnom fazom vaskulitisa (n=11) predstavlja 16,42% od ukupnog broja bolesnika s VMKZ
koze (n=67). Od ukupno 11 bolesnika s floridnom fazom vaskulitisa, 6 su bile Zzene (54,55%),
a 5 muskarci (45,45%), s prosjecnom zivotnom dobi 56 godina + 16,73, u rasponu od 23 do
88 godina. Najveci broj bolesnika bio je u dobnom razredu od 51 do 60 godina, njih 4
(36,36%), a niti jedan ispitanik nije pripadao dobnim razredima od 11 do 20 godina, niti
dobnom razredu od 71 do 80 godina (Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz ispitanika u floridnoj fazi vaskulitisa (F) prema spolu i dobnim razredima

Spol

Godine starosti Zenski Muski Ukupno
11-20 0 0 0
21-30 1 0 1
31-40 1 0 1
41-50 1 0 1
51-60 2 2 4
61-70 1 2 3
71-80 0 0 0
81-90 0 1 1
Ukupno 6 5 11
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4.3 Karakteristike bolesnika u aktivnoj fazi vaskulitisa (A)

Bolesnici su uvrsteni u ovu skupinu na temelju dostupnih klinickih podataka i patohistoloskog
nalaza vaskulitisa u aktivnoj fazi (A) u bioptatima koze. Skupina bolesnika s aktivnom fazom
vaskulitisa (n=45) predstavlja 67,16% od ukupnog broja bolesnika s VMKZ koze (n=67). U
toj skupini bolesnika bile su 23 bolesnice (51,11%) i 22 bolesnika (48,89%), s prosjeCnom
Zivotnom dobi 57,71godina + 15,29 u rasponu od 19 do 79 godina. Najveci broj bolesnika bio
je u dobnom razredu od 51 do 60 godina, njih 15 (33,33%), a niti jedan bolesnik u dobnom
razredu od 81 do 90 godina (Tablica 9).

Tablica 9. Prikaz ispitanika s aktivnom fazom vaskulitisa (A) prema spolu i dobnim

razredima

Spol
Godine starosti Zenski Muski Ukupno
11-20 2 0 2
21-30 0 2 2
31-40 2 0 2
41-50 2 3 5
51-60 10 5 15
61-70 4 2 6
71-80 4 9 13
81-90 0 0 0
Ukupno 24 21 45

4.4 Karakteristike bolesnika u fazi regresije vaskulitisa (R)

Bolesnici su uvrsteni u ovu skupinu na temelju dostupnih klinickih podataka i patohistoloskog
nalaza vaskulitisa u regresiji (R) u bioptatima koze. Skupina bolesnika s vaskulitisom u
regresiji (n=11) predstavlja 16,42% od ukupnog broja bolesnika s VMKZ koZe. U skupini s
vaskulitisom u regresiji bilo je 5 bolesnica (45,45%) i 6 bolesnika (54,55%), s prosjeChom
Zivotnom dobi 51,64 godina + 19,23, u rasponu od 23 do 76 godina. Najveci broj bolesnika
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bio je u dobnim razredima od 21 do 30 godina, od 61 do 70 godina, od 71 do 80 godina, po 3
bolesnika u svakom navedenom dobnom razredu (27,27%). Niti jedan bolesnik iz navedene
skupine ispitanika nije pripadao dobnim razredima od 11 do 20 godina, od 51 do 60 i od
81do 90 godina (Tablica 10).

Tablica 10. Prikaz ispitanika s vaskulitisom u fazi regresije (R) prema spolu i dobnim

razredima

Spol
Godine starosti Zenski Muski Ukupno
11-20 0 0 0
21-30 1 2 3
31-40 1 0 1
41-50 0 1 1
51-60 0 0 0
61-70 0 3 3
71-80 3 0 3
81-90 0 0 0
Ukupno S) 6 11

4.5 Kontrolna skupina ispitanika

Kontrolna skupina bolesnika (n=30) predstavlja 30,927% od ukupnog broja ispitanika (n=97)
koji su po spolu i dobi bili prispodobivi bolesnicima s vaskulitisom. U kontrolnoj skupini bilo
je 18 zena (60%) i 12 muskarca (40%), s prosjeCnom zivotnom dobi 52,07 godina + 16,85, u
rasponu od 20 do 82 godine. Niti jedan od ispitanika u kontrolnoj skupini nije imao

vaskulitis, niti bilo koju drugu bolest koze.
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4.6 Ekspresija akroleina u bioptatima koZe zdravih ispitanika i bolesnika s

vaskulitisom

Ekspresija akroleina odredivala se u bioptatima koZe svih ispitanika s VMKZ koze (KLCV).
Analizirana je prisutnost akroleina u endotelu i stijenkama malih krvnih zila te okolnoj kozi.
Pozitivne stanice obojene su imunohistokemijskom reakcijom smede. U kontrolnim uzorcima
klinicki zdrave koze reakcija na akrolein je bila negativna, oznaCena s 0 bodova, Sto znaci da
krvne Zile i okolna podrucja zdrave koze ne ocCituju akrolein (Slika 16). U uzorcima koze s
najblazim oblikom bolesti (faza regresije vaskulitisa - R) manji broj stanica daje slabo
pozitivnu reakciju na akrolein, oznaCenu s 1 bodom (Slike 17 a i b). U uzorcima koze
bolesnika s aktivnom fazom bolesti - A nadeno je viSe akrolein pozitivnih stanica, a pozitivna
reakcija na akrolein oznacena je s 2 boda (Slike 18 a i b). Najvise akrolein pozitivnih stanica
nadeno je u kozi bolesnika s floridnom fazom vaskulitisa — F, a izrazito pozitivna reakcija na

akrolein oznaCena s 3 boda (Slike 19 a, b i c).

Slika 16. Negativna reakcija malih krvnih zila i okolnih podrucja na akrolein oznacena s 0

bodova - klinicki zdrava koza (200x)
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Slika 17. a) Slabo pozitivna reakcija na akrolein ozna¢ena 1 bodom
— faza regresije vaskulitisa (R) —200x

; RN i AR RS
Slika 17. b) Slabo pozitivna reakcija endotelnih stanica, stijenki MKZ i okolnog dermisa na

akrolein oznacena 1 bodom - faza regresije vaskulitisa (R) — 400x
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Slika 18. a) Pozitivna reakcija na akrolein oznacena s 2 boda
— aktivna faza vaskulitisa (A) — 200x

SR S ST

Slika 18. b) Pozitivna reakcija na akrolein oznaCena s 2 boda — aktivna faza vaskulitisa (A) —

400x. Pozitivnu reakciju daju endotelne stanice, fragmentirane i ouvane upalne stanice.
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Slika 19. a) lzrazito pozitivna reakcija na akrolein oznafena s 3 boda - floridna faza
vaskulitisa (F) - 100x

Slika 19. b) Izrazito pozitivna reakcija na akrolein (MKZ i okolni dermis) oznatena s 3 boda
- floridna faza vaskulitisa (F) - 200x
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Slika 19. ¢) lzrazito pozitivna reakcija na akrolein oznaCena s 3 boda - floridna faza
vaskulitisa (F) - 400x. Pozitivnu reakciju daju endotelne stanice i brojne fragmentirane i
oCuvane upalne stanice u okolnom dermisu.

U bioptatima koze bolesnika s KLCV (n=67) akrolein pozitivne stanice nadene su u svih 67

uzoraka (100%). U bioptatima zdrave koze (n=30) akrolein pozitivne stanice su nadene u 5

2
uzoraka (16,67%). Razlika je statistiCki znacajna (X =75.22, df =1, p=0; p<0,01) (Tablica 11).

Tablica 11. Ekspresija akroleina u stanicama koze zdravih ispitanika i bolesnika s KLCV

Akrolein
Ispitanici Negativan Pozitivan Ukupno
Zdravi 25 5 30
Vaskulitis 0 67* 67
Ukupno 25 72 97

*p<0,01

Intenzitet imunohistokemijske reakcije ekspresije akroleina ovisio je o fazi bolesti. Od 11
bolesnika s floridnom fazom vaskulitisa (F), 2 bolesnika (18,18%) je imalo intenzitet reakcije
2, a 9 bolesnika (81,82%) intenzitet reakcije 3.

Od ukupno 45 bolesnika u aktivnoj fazi vaskulitisa (A), niti jedan nije imao negativnu
reakciju na akrolein, 2 bolesnika (4,44%) su imala intenzitet reakcije 1, 32 bolesnika

56



(71,11%) su imala intenzitet reakcije 2, a 11 bolesnika (24,44%) je imalo intenzitet reakcije
3.

Od 11 bolesnika u fazi regresije vaskulitisa (R), 5 bolesnika (45,45%) je imalo intenzitet
reakcije 1, 5 bolesnika (45,45%) intenzitet reakcije 2, a samo jedan bolesnik (9,09%)

2
intenzitet reakcije 3. Razlika je statisticki znaCajna (x =31.588, df =4, p=0,00000232;
** p< 0,00001 ) (Tablica 12).

Tablica 12. Intenzitet reakcije ekspresije akroleina prema stupnju bolesti

*Intenzitet reakcije ekspresije akroleina

Faza bolesti 0 1 2 3 Ukupno
1.floridna 0 0 2 9 11
2.aktivna 0 2 32 11 45
3.regresija 0 5 5 1** 11
Ukupno 0 7 39 21 67

*Intenzitet reakcije je izrazen bodovima (v. tablicu 4., str.39).
** p< 0,00001
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4.7 Opéi podaci o prospektivnim bolesnicima kojima je uclinjena analiza

koncentracije peroksida i antioksidacijskog potencijala u serumu

U prospektivni dio rada uklju¢eno je 30 bolesnika s VMKZ. Prospektivnim je ispitanicima uz
imunohistokemijsku analizu akroleina na bioptatima koze, ucinjena i analiza ukupnog

oksidacijskog kapaciteta (TOC) i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC) u serumu.

Podaci o prospektivnim bolesnicima kojima je uCinjena analiza koncentracije peroksida u
serumu prikazani su u tablici 13. U toj skupini bilo je 15 musSkaraca (50 %) i 15 zena (50 %).
ProsjeCna zivotna dob bila je 56,63 + 16,85 godina, u rasponu od 19 do 79 godina. Prosjecno

trajanje bolesti bilo je 8,7 + 15,6 mjeseci, u rasponu od 1 dan do 6 godina.

Od ukupno 30 prospektivnih bolesnika s VMKZ, 24 bolesnika (80%) je imalo pridruZenu
kroni¢nu bolest, a 1 bolesnik (3,33%) je imao pridruzenu zloudnu bolest (patohistoloski
verificiran hepatocelularni karcinom u sklopu pridruzene kroniCne infekcije virusom
hepatitisa  C). Jedan je bolesnik (3,33%) u anamnestiCkim podacima iskazao naviku
redovitog konzumiranja alkohola, a 7 bolesnika (23,33%) su puSaCi. Od ukupno 30
prospektivnih bolesnika, 28 (93,33%) ih je imalo pridruzene znakove sistemske bolesti.

Jedan bolesnik (3,33% od ukupnog broja prospektivnih bolesnika s VMKZ) je u tijeku
pracenja bolesti preminuo zbog komplikacija sistemskog vaskulitisa.

Podaci o prospektivnim bolesnicima s VMKZ kojima je u€injena analiza ukupnog
oksidacijskog potencijala (TOC) i ukupnog antioksidacijskog potencijala u serumu (TAC)
prikazani su u tablici 13.

Kontrolnu skupinu Cinilo je 30 zdravih ispitanika, koji nemaju vaskulitis, imaju Kklinicki
zdravu kozu, ne puse, ne konzumiraju alkohol, niti uzimaju bilo kakve lijekove, a koji su po

dobi i spolu bili prispodobivi prospektivnoj skupini bolesnika s vaskulitisom.
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Tablica 13. Prikaz opCih podataka o prospektivnim bolesnicima kojima je ucinjena analiza
ukupnog oksidacijskog kapaciteta (TOC) i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC)

(n=broj ispitanika, a u zagradi je izrazen postotak)

KARAKTERISTIKE BOLESNIKA n (%)

Broj bolesnika 30

Spol bolesnika

Muski 15

Zenski 15

Dob bolesnika (godine)

Prosjek 56,63

Raspon 19-79

Trajanje bolesti

Prosjek 8,7 mjeseci

Raspon 1 dan - 6 godina

Bolesnici s vaskulitisom razvrstani prema fazi bolesti 30

1. floridna faza (F) 5 (16,67%)
2. aktivna faza (A) 20 (66,66%)
3. faza regresije (R) 5 (16,67%)
PridruZena kroni¢na bolest

Da 24 (80%)
Ne 6 (20%)
PridruZena zlo¢udna bolest

Da 1 (3,33%)
Ne 29 (96,67%)
PuSenje

Da 7 (23,33%)
Ne 23 (76,67%)
Alkohol

Da 1 (3,33%)
Ne 29 96,67%
PridruZeni znaci sistemskog vaskulitisa

Da 28 (93,33%)
Ne 2 (6,67%)
Letalni ishod bolesti

Da 1 (3,33%)
Ne 29 (96,67%)
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Najces¢i pridruZeni sistemski simptom u prospektivnih bolesnika s VMKZ je povisena
tjelesna temperatura (u 50% prospektivnih ispitanika). Na drugom mjestu po ucestalosti
simptoma sistemskog vaskulitisa u prospektivnih bolesnika su artralgije (36,67%) i otok
zglobova (36,67%). 30% prospektivnih bolesnika anamnesticki je iskazivalo simptome kaslja
i prisutnosti krvi u mokraci,a 23,33% prospektivnih bolesnika simptom glavobolje. Medu
rjedim sistemskim simptomima u prospektivnih bolesnika zabiljezene su mijalgije (16,67%
bolesnika), bolovi u trbuhu (10% bolesnika), proljev (10% bolesnika), prisutnost krvi u stolici
(6,67% bolesnika), prisutnost krvi u iskasljaju (6,67% bolesnika) i parestezije (6,67%
bolesnika). Podaci o prisutnost simptoma sistemskog vaskulitisa u prospektivnih ispitanika
prikazani su u tablici 14 i na slici 20.
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Tablica 14. Prisutnost simptoma sistemskog vaskulitisa u prospektivnih ispitanika (n = broj

ispitanika, a u zagradi je izrazen postotak)

KARAKTERISTIKE ISPITANIKA n (%)

Broj ispitanika 30
Temperatura

Da 15 (50%)
Ne 15 (50%)
Artralgije

Da 11 (36,67%)
Ne 19 (63,33%)
Otok zglobova

Da 11 (36,67%)
Ne 19 (63,33%)
Prisutnost krvi u mokraci

Da 9 (30%)
Ne 21 (70%)
Kasalj

Da 9 (30%)
Ne 21 (70%)
Glavobolje

Da 7 (23,33%)
Ne 13 (43,33%)
Mijalgije

Da 5 (16,67%)
Ne 25 (83,33%)
Bolovi u trbuhu

Da 3 (10%)
Ne 27  (90%)
Proljev

Da 3 (10%)
Ne 27 (90%)
Prisutnost krvi u stolici

Da 2 (6,67%)
Ne 28  (93,33%)
Prisutnost krvi u iskasSljaju

Da 2 (6,67%)
Ne 28  (93,33%)
Parestezije

Da 2 (6,67%)
Ne 28  (93,33%)
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Prisutnost sistemskih simptoma u prospektivnih bolesnika s
VMKZ, n=30
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Slika 20. Ugestalost sistemskih simptoma u prospektivnih bolesnika s VMKZ
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4.8 Analiza vrijednosti upalnih i biokemijskih parametara izmedu prospektivnih
bolesnika s VMKZ. i zdravih ispitanika

Usporedna analiza vrijednosti u 30 prospektivnih bolesnika s VMKZ i 30 zdravih ispitanika iz
kontrolne skupine u€injena je za slijede¢e upalne i biokemijske parametre:

CRP, Er, Hgb, Htc, MCV, MCH, MCHC, RDW, Fe, UIBC, TIBC, feritin, Trc, MPV, Leu,
neutrofili (Neut aps), limfociti (Limfo aps), monociti (Mono aps), eozinofili (Eos aps),
bazofili (Bazo aps), GUK, TRIG, kolesterol (CHOL), HDL, LDL, urea, kreatinin (CREAT),
urat, K, Na, Cl, Ca, fosfati (PHOS), ukupni bilirubin (uk.BIL), AST, ALT, GGT, ALP, LDH,
CK, ukupni proteini (UK PROT), albumini (ALB) (Tablica 15).
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Tablica 15. Usporedna analiza vrijednosti upalnih i biokemijskih parametara izmedu prospektivnih bolesnika s VMKZ i zdravih ispitanika

Parametar Ref. interval Kontrole VMKZ

Sve faze Floridna faza Aktivna faza Faza regres.
GUK 4,4-6,4 mmol/L 6.07 £ 0.24 6.17 £ 0.50 7.76+£1.28 5.56 £ 0.54 + 7.38+1.84
UREA 2,8-8,3 mmol/L 6.86 £ 0.43 1252+1.71* 1447+ 260 * 13.11 +2.48* 8.28 £ 261+
CREAT 63-107 pumol/L 92.00 £ 3.55 210.04 £ 37.03 * 164.43 + 43.93 * 261.07 +57.88 * 100.40 £ 13.02 + #
URAT 134-337umol/L 324.67 £ 17.62 390.22 £30.31 + 532.00 £ 87.40* # 359.71 + 27.01 + 319.75 £ 61.87 +
UK PROT 60-81g/L 70.61 £ 2.44 68.26 + 1.69 65.00 + 3.70 67.93+£1.82 73.50£5.81
ALB 41-52 g/L 42.63 £ 1.60 38.41 £ 1.50 38.30+ 3.64 36.70+£1.32* 48.00 £ 5.00
uk BIL 3-20pmol/L 16.86 + 4.28 17.08 £ 5.04 15.45+3.33 1150+ 2.11 46.37 £+ 38.07
TRIG <1,7 mmol/L 1.63+0.33 2.32+0.49 2.88+0.87 2.38 £ 0.67 0.80£0.11 +
CHOL <5,0 mmol/L 4.84 +0.29 5.06 £0.34 5.68 £0.98 4.76 £ 0.40 5.64+£0.21
HDL >1,0 mmol/L 1.38£0.10 1.23+£0.11 1.40+0.27 1.11+0.10* 1.88 £ 0.00
LDL <3,0 mmol/L 2.719+0.29 2.85+0.28 3.28+0.82 255+0.21 3.55+0.00
K 3,9-5,1mmol/L 4.35+0.07 4.57+0.13 4.59+0.32 4.60 £0.18 4.74 +0.32
Na 137-146 mmol/L 141.56 £ 0.43 138.85+0.94 139.86 + 2.12 138.67 £ 1.27 137.00 + 1.48
Cl 97-108 mmol/L 105.05 £ 0.65 103.67 £ 0.96 104.75 + 3.54 103.57 = 1.06 102.67 £ 2.19
Ca 2,14-2,65 mmol/L 2.44 +£0.02 2.35+0.05 242+0.11 2.28 £ 0.05 250=x0.12
PHOS 0,79-1,42 mmol/L 1.05+0.03 1.36 £ 0.07 1.34+£0.15 1.38 £ 0.08 1.28 £0.17
AST 11-38 U/L 29.68 £ 3.71 41.96 £ 20.90 25.14 +5.62 18.80 + 2.40 129.80 + 108.06
ALT 12-48 U/L 28.65 + 3.33 32.23+7.52 26.00+4.12 23.93+4.41 60.60 + 36.99
LDH 0-241 U/L 185.96 + 6.09 221.04 £ 25.19 246.00 £ 55.36 190.93 £ 17.35 283.40 £ 97.21
CK 0-177 U/L 154.14 + 40.52 52.06 £9.23 * 42.60+6.01* 51.27 £12.99* 70.00 + 30.01
GGT 9-35 U/L 43.43 £10.97 69.12 + 16.56 53.83+20.12 64.20 £ 20.10 110.50 + 70.08
ALP 64-153 U/L 80.12 +7.43 88.96 £ 9.64 76.00 £ 9.38 89.47 £ 14.49 106.50 + 23.74
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Fe 8-30 pmol/L 17.01 + 1.66 10.16 £1.92 * 16.55+ 4.48 # 8.18 +2.25* + 10.30£3.20 *
uiBC 26-59 pmol/L 42.83 +2.73 37.83+3.60 27.15+£6.14* 37.48 + 3.00 61.30 £ 19.70
TIBC 49-75 pmol/L 59.77 £2.35 4841 +3.35* 4370293 * 46.11 + 343 * 71.60 £ 16.50 +
CRP < 5,0 mg/L 214+ 0.24 45.88 + 14.39 * + 1296 +8.14 * # 69.14 +21.48 * + 1346 794> + #
Feritin 20-200pg/L 108.27 + 26.14 510.65 + 128.37 * 917.75 + 311.40 * 44991 +£139.91 * 30.50 £22.50 * +
#
Leu 3,4-9,7x10°/L 6.16 £ 0.25 10.34 £ 0.87 * 1293+ 223 * 10.21 £ 0.84 * 8.46 + 2.37
Er 4,34-5,72x10"/L 4.43+0.08 3.92+0.14 4.05+0.31 3.66 £0.15 4.43+0.32
Hgb 138-175 g/L 132.14 + 2.69 11573+ 4.19* 123.29+£7.38 106.73 +5.06 * 130.00 £ 7.77 #
Htc 0,415-0,53L/L 4.68 £4.29 0.35+0.01* 0.37+£0.02* 0.32+0.01* 0.40+0.02*#
MCV 83-97,2fL 89.71 +£0.87 89.21 +£0.88 92.70 +£1.59 88.11 +1.03 90.14 £2.75
MCH 27,4-33,9 pg 29.82 £0.36 29.31+0.28 30.33+0.43 29.03 +0.37 29.52 £0.87
MCHC 320-345 g/L 332.27 + 1.37 328.84 +1.69 327.17 £ 3.57 329.47 + 2.37 328.80 + 2.58
RDW 9-15% 13.62 £ 0.18 1453 + 0.41 14.10 £ 0.75 14.26 £ 0.44 15.23+£1.30
Trc 158-424 x10°/L 218.97 +11.19 284.46 + 25.61 * 285.57 + 53.99 290.80 £ 35.38 * 311.20 +68.11 *
MPV 6,8-10,4 fL 7.97 £0.17 8.01 +0.29 8.35+0.91 8.17+0.31 6.98+£0.15*
Neut aps 2,06-6,49 x10°/L 3.77£0.23 851+084*# 11.00 £ 2.51 * # 7781 £241*+ 73.95+6.03* +
Limfoaps 1,19-3,35 x10°/L 1.55+0.09 1.53+0.16 # 2.06 £ 0.58 # 13.99 +1.60* + 16.98 £ 3.78 * +
Monoaps  0,12-0,84 x10°/L 0.43+0.02 0.59+0.06 # 0.68+0.21# 593+0.64*+ 5.75+1.13*+
Eos aps 0-0,43 x10°/L 0.12 £0.02 0.10+0.02 # 0.09+0.03 # 0.99 +0.24* + 1.18 +0.63 * +
Bazo aps 0-0,06 x10°/L 0.02+0.01 0.02+0.01# 0.04+£0.02 # 0.19 +0.04 * + 048 +0.17* +

* p<0.05 u odnosu na kontrolu (T-test)
+ p<0.05 u odnosu na floridnu fazu (T-test)

# p<0.05 u odnosu na aktivnu fazu (T-test)

65




Dobiveni rezultati pokazuju da su bolesnici s VMKZ imali znatajno povidene vrijednosti
CRP, Leu, Neut aps, Mono aps, Trc, feritina, GGT, LDH, ureje, CREAT i PHOS.

Nasuprot tome, bolesnici s VMKZ su imali znatajno snizene vrijednosti CK, Hgb, Htc, Fe i
TIBC.

4.8.1. ANALIZIRANI UPALNI PARAMETRI POVEZANI S FAZOM AKTIVNOSTI
VMKZ

Bolesnici s VMKZ imali su statisticki znacajno povisene vrijednosti CRP u odnosu na
kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T-test, p=0,0004; p<0,05) (Slika 21 a). Nadalje,
vrijednost ovog upalnog parametra ovisila je i o fazi aktivnosti bolesti. NajviSe vrijednosti
CRP imali su bolesnici s VMKZ u aktivnoj fazi bolesti (T-test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu
skupinu), dok su vrijednost CRP u bolesnika s VMKZ u floridnoj fazi i fazi regresije bile
neznatno povisene u odnosu na kontrolnu skupinu (T-test, p>0,05) (Slika 21 a).

CRP
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Floridnaf.l Aktivhaf. |F. regresije
VMKZ

mgiL

Kontrole |VMKZ svef.

*p<0,05 u usporedbi s kontrolnom skupinom
Slika 21 a). Usporedni prikaz vrijednosti CRP u serumu zdravih ispitanika (n=30) i bolesnika

s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti CRP u bolesnika s VMKZ prema fazama
aktivnosti bolesti
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Svi bolesnici s VMKZ imali su statisticki znacajno povisen broj leukocita u odnosu na
kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T-test, p<0,05) (Slika 21 b). Nadalje, vrijednost ovog
upalnog parametra ovisila je i o fazi aktivnosti bolesti. NajviSe vrijednosti leukocita imali su
bolesnici s VMKZ u floridnoj fazi bolesti (T-test, p=1,40684E-06; p<0,05 u odnosu na
kontrolnu skupinu) (Slika 21 b). Sa regresijom bolesti vrijednosti leukocita su se snizavale

prema kontrolnim vrijednostima (T-test, p>0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu) (Slika 21 b).
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Kontrole |VMKZsvef. VMKZ

*p<0,05 u usporedbi s kontrolnom skupinom

Slika 21 b). Usporedni prikaz vrijednosti leukocita u krvi zdravih ispitanika (n=30) i
bolesnika s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti leukocita u bolesnika s VMKZ

razvrstanih prema fazama aktivnosti bolesti

Bolesnici s VMKZ imali su u diferencijalnoj krvnoj slici statisticki znacajno povisene
vrijednosti neutrofila u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T-test, p=1,76587E-
06; p<0,05) (Slika 21 c). Vrijednost ovog upalnog parametra ovisila je i o fazi aktivnosti
bolesti. Najvise vrijednosti neutrofila imali su bolesnici s VMKZ u floridnoj fazi bolesti (T-
test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu) (Slika 21 c).
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Slika 21 c¢). Usporedni prikaz vrijednosti neutrofila u krvi zdravih ispitanika (n=30) i
bolesnika s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti neutrofila u bolesnika s VMKZ

razvrstanih prema fazama aktivnosti bolesti

4.8.2. ANALIZIRANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI POVEZANI S FAZOM
AKTIVNOSTI VMKZ KOJI UKAZUJU NA POREMECAJ BUBREZNE FUNKCIJE

Bolesnici s VMKZ imali su statisticki znacajno povisene vrijednosti ureje, ukazuje na
poremecaj funkcije bubrega, u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T-test, p=
0,000479; p<0,05) (Slika 22 a). Nadalje, vrijednost ureje ovisila je i o fazi aktivnosti bolesti.
Medu bolesnicima s VMKZ najvise vrijednosti ureje imali su bolesnici u floridnoj fazi bolesti
(T-test, p<0,05 u donosu na kontrolnu skupinu) (Slika 22 a). S regresijom bolesti vrijednosti
ureje su se vracale prema kontrolnim vrijednostima (T-test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu

skupinu).
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Slika 22 a). Usporedni prikaz vrijednosti ureje u serumu zdravih ispitanika (n=30) i bolesnika
s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti ureje u bolesnika s VMKZ razvrstanih prema
fazama aktivnosti bolesti

Bolesnici s VMKZ imali su statisticki zna¢ajno povisene vrijednosti kreatinina, parametra
koji ukazuje na oSteCenje bubrezne funkcije, u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih
ispitanika (T-test, p=0,000509; p<0,05) (Slika 22 b). Vrijednost ovog biokemijskog parametra
ovisila je i o fazi aktivnosti bolesti. Najvise vrijednosti kreatinina imali su bolesnici s VMKZ
u aktivnoj fazi bolesti (T-test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu) (Slika 22 b).
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Slika 22 b). Usporedni prikaz vrijednosti kreatinina u serumu zdravih ispitanika (n=30) i
bolesnika s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti kreatinina u bolesnika s VMKZ

razvrstanih prema fazama aktivnosti bolesti.

4.8.3. ANALIZIRANI BIOKEMIJSKI PARAMETRI POVEZANI S FAZOM
AKTIVNOSTI VMKZ KOJI UKAZUJU NA POREMECAJ METABOLIZMA
ZELJEZA

Bolesnici s VMKZ imali su statisticki znatajno povisene vrijednosti feritina, parametra koji
ukazuje na poremecaj metabolizma Zeljeza, u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika
(T-test, p=0,019774; p<0,05) (Slika 23 a). Vrijednost ovog parametra ovisila je i o fazi
aktivnosti bolesti. Medu bolesnicima s VMKZ najvise vrijednosti feritina imali su bolesnici u
floridnoj fazi bolesti (T-test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu) (Slika 23 a). Sa
regresijom bolesti vrijednosti feritina su se vracale prema normalnim vrijednostima (T-test,
p>0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu).
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Slika 23 a). Usporedni prikaz vrijednosti feritina u serumu zdravih ispitanika (n=30) i
bolesnika s VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti feritina u bolesnika s VMKZ

razvrstanih prema fazama aktivnosti bolesti

Bolesnici s VMKZ imali su statisti¢ki zna¢ajno sniZene vrijednosti Zeljeza (Fe), u odnosu na
kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T-test, p=0,011749; p<0,05) (Slika 23 b). Vrijednost
ovog parametra ovisila je i o fazi aktivnosti bolesti. Medu bolesnicima s VMKZ najvise
vrijednosti Fe imali su bolesnici u floridnoj fazi bolesti, a najnize vrijednosti Fe bolesnici u
aktivnoj fazi bolesti (za obje grupe T-test, p<0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu) (Slika 23
b).
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Slika 23 b). Usporedni prikaz vrijednosti Fe u serumu zdravih ispitanika (n=30) i bolesnika s
VMKZ (n=30) i usporedni prikaz vrijednosti Fe u bolesnika s VMKZ razvrstanih prema
fazama aktivnosti bolesti

4.8.4. KORELACIJE MEDU ANALIZIRANIM UPALNIM 1 BIOKEMIJSKIM
PARAMETRIMA U BOLESNIKA S VMKZ I ZDRAVIH ISPITANIKA

Korelacija medu pojedinim upalnim i biokemijskim parametrima utvrdena je Pearsonovom

korelacijom.

Pozitivne korelacijske koeficijente i P vrijednosti ispod 0,050 imali su parovi ispitivanih

varijabli s dokazanim usporednim rastom vrijednosti.

Negativne korelacijske koeficijente i P vrijednosti ispod 0,050 imali su parovi ispitivanih

varijabli u kojima se rastom vrijednosti jedne varijable, vrijednost druge varijable smanjivala.

Za parove varijabli s P vrijednosti iznad 0,050 nije nadena statistiCki znacajna korelacija

izmedu ispitivanih varijabli.

Znatajne korelacije pojedinih parametara u bolesnika s VMKZ i zdrave kontrolne skupine su
prikazani u tablicama 16, 17, 18 i 19. Zasebno su prikazani parametri koji su pozitivnoj
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Pozitivna korelacija u bolesnika s VMKZ utvrdena je medu slijede¢im analiziranim upalnim i
biokemijskim parametrima: urea vs.CREAT, urea vs. PHOS, CREAT vs. PHOS, LDH vs.
GGT, CK vs. TIBC, Fe vs. Hgb, Fe vs. Htc, Hgb vs. Htc, Hgb vs. broj limfocita, Htc vs. broj
limfocita, broj limfocita vs. broj monocita i broj limfocita vs. broj bazofila (Pearsonova
korelacija, p<0,01) (Tablica 16).
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Tablica 16. Pozitivna korelacija pojedinih parametara u bolesnika s VMKZ (Pearsonova korelacija)

Koeficijent Znacajnost
Korelirani parametri

korelacije (p vrijednost)
UREA vs CREAT 0.818 0.000000608
BIL uk vs TRIG 0.625 0.00557
TRIG vs CHOL 0.76 0.000252
CHOL vs LDL 0.81 0.000787
CHOL vs Ca 0.655 0.00429
Na vs Cl 0.552 0.00941
UREA vs PHOS 0.698 0.00126
CREAT vs PHOS 0.669 0.00174
BIL uk vs AST 0.952 3.12E-09
BIL uk vs ALT 0.923 3.62E-10
BIL uk vs LDH 0.698 0.000302
BIL uk vs GGT 0.601 0.00244
AST vs ALT 0.931 5.77E-09
AST vs LDH 0.725 0.0000409
AST vs GGT 0.634 0.000672
ALT vs LDH 0.689 0.000139
ALT vs GGT 0.789 0.00000274
ALT vs ALP 0.534 0.00602
LDH vs GGT 0.523 0.00874
GGT vs ALP 0.719 0.0000509
ALB vs UIBC 0.673 0.00832
UREA vs CREAT 0.818 0.000000608

Koeficijent Znacajnost
Korelirani parametri

korelacije (p vrijednost)
ALB vs TIBC 0.73 0.00201
BIK uk vs Fe 0.716 0.00057
TRIG vs Fe 0.701 0.00173
Cavs TIBC 0.747 0.000565
CKvsTIBC 0.762 0.00246
UIBC vs TIBC 0.835 0.0000306
Ca vs Hgb 0.682 0.000666
Ca vs Htc 0.662 0.00146
Fe vs Hgb 0.738 0.000311
Fe vs Htc 0.721 0.000502
Hgb vs Htc 0.99 6.68E-18
Hgb vs Limfociti 0.685 0.000436
Htc vs Limfociti 0.665 0.000736
Leu vs Neutrofili 0.975 1.57E-11
LDL vs Limfociti 0.729 0.00713
LDL vs Monociti 0.804 0.00163
Fe vs Bazofili 0.721 0.00162
Leu vs monociti 0.581 0.00454
Limfociti vs Monaociti 0.84 0.00000102
Limfociti vs Bazofili 0.593 0.00365
Monaciti vs Bazofili 0.551 0.00786
ALB vs TIBC 0.73 0.00201
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Negativna korelacija u bolesnika s VMKZ utvrdena je medu slijede¢im analiziranim upalnim
I biokemijskim parametrima: urea vs. TIBC, CREAT vs. TIBC, urea vs. Hgb, urea vs. Htc,
CREAT vs. Hgb i CREAT vs. Htc (Pearsonova korelacija, p<0,01) (Tablica 17).

Tablica 17. Negativna korelacija pojedinih parametara u bolesnika s VMKZ (Pearsonova

korelacija)
Znacajnost
Korelirani parametri Koeficijent korelacije
(p vrijednost)

K vs Na - 0.528 0.0056
Kvs Ca - 0.655 0.00127
Cavs ALP -0.578 0.00606
Na vs CRP -0.541 0.0077
UREA vs TIBC - 0.604 0.00794
CREAT vs TIBC -0.59 0.00994
UREA vs HGB -0.521 0.00761
UREA vs Htc - 0.527 0.00673
CREAT vs Hgb - 0.577 0.00201
CREAT vs Htc - 0.567 0.00309

Nadalje, pozitivna korelacija u zdravih ispitanika utvrdena je medu slijede¢im analiziranim
upalnim i biokemijskim parametrima: urea vs. CREAT, urea vs. LDH, CK vs. TIBC, GGT vs.
Fe, CREAT vs. Mono aps, Leu vs. Hgb (Pearsonova korelacija, p<0,01) (Tablica 18).
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Tablica 18. Pozitivna korelacija pojedinih parametara u kontrolnoj skupini (Pearsonova korelacija)

Koeficijent Znacajnost
Korelirani parametri

korelacije (p vrijednost)
UREA vs CREAT 0.567 0.000387
ALB vs Ca 0.751 0.00306
CHOL vs LDL 0.976 1.26E-08
UREA vs AST 0.475 0.00451
UREA vs LDH 0.52 0.00453
BIL uk vs AST 0.871 6.49E-08
BIL uk vs Fe 0.725 0.00336
AST vs ALT 0.653 0.0000284
AST vs Fe 0.666 0.00351
ALT vs Fe 0.608 0.00958
LDH vs ALP 0.542 0.00761

Koeficijent Znacajnost
Korelirani parametri

korelacije (p vrijednost)
GGT vs ALP 0.902 7.09E-10
GGT vs Fe 0.719 0.00114
ALB vs Hgb 0.783 0.000339
Ca vs Eritrociti 0.65 0.00191
Ca vs Hgb 0.704 0.000527
UIBC vs TIBC 0.768 0.000507
CKvsTIBC 0.821 0.000581
Leu vs Hgb 0.426 0.00849
Er vs Hgb 0.81 1.28E-09
Leu vs Neutrofili 0.925 3.53E-11
Leu vs Monociti 0.487 0.00474




Negativna korelacija u zdravih ispitanika utvrdena je medu slijede¢im analiziranim upalnim i

biokemijskim parametrima: GGT vs. Hgb (Pearsonova korelacija, p<0,01) (Tablica 19).

Tablica 19. Negativna korelacija pojedinih parametara u kontrolnoj skupini (Pearsonova

korelacija)

Znacajnost
Korelirani parametri Koeficijent korelacije
(p vrijednost)

ALB vs PHOS - 1.000 0.000154
Cl vs Ca - 0.666 0.00352
ALB vs GGT - 0.657 0.00573
GGT vs Hgb - 0.498 0.00506
ALP vs Hgb - 0.550 0.00443
AST vs Trc - 0.508 0.00218
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Analizom vrijednosti dobivenih koriStenjem statistickog testa Pearsonove korelacije uocene
su bitne promjene u korelaciji UREA vs CREAT izmedu kontrolne skupine i skupine

bolesnika s VMKZ (Slika 24).
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Slika 24. Promjena vrijednosti Pearsonove korelacije parametara UREA vs. CREAT u

bolesnika s VMKZ u odnosu na kontrolnu skupinu
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4.9 Ukupni oksidacijski kapacitet (TOC) u bolesnika s VMKZ i zdravih

ispitanika

U serumima zdravih ispitanika (n=30) i bolesnika s VMKZ (n=30) odredena je koncentracija
peroksida (H,O./mM), koji je mjera oksidacijskog stresa. Vrijednosti H,O, su odredene iz
bazdarne krivulje (v. poglavlje 3. Ispitanici i metode; Slika 14, str. 43).

Bolesnici s VMKZ imali su poviSene vrijednosti koncentracije peroksida u serumu u odnosu
na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (T test, p= 0,415008) (Slika 28).
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Slika 28. Usporedni prikaz ukupnog oksidacijskog kapaciteta (TOC) u serumu zdravih
ispitanika (n=30) i bolesnika s VMKZ (n=30)
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4.10 Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) u bolesnika s VMKZ i zdravih

ispitanika

U serumima zdravih ispitanika (n=30) i bolesnika s VMKZ (n=30) odreden je ukupni
antioksidacijski kapacitet (TAC). Vrijednosti TAC-a odredene su na temelju bazdarne
krivulje (v. poglavlje 3. Ispitanici i metode; Slika 15, str. 46).

Bolesnici s VMKZ imali su nizi ukupni antioksidacijski kapacitet, izrazen kao ekvivalent
koncentracije mokracne Kiseline (mg/mL), u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika.
Razlika je statistiCki znaCajna * (T test, p= 0,0023179; p <0,05) (Slika 29 ).
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Slika 29. Usporedni prikaz ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC) u serumu zdravih
ispitanika (n=30) i bolesnika s VMKZ (n=30) izrazen prema ukupnom antioksidacijskom
kapacitetu mokracne kiseline
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5. RASPRAVA

U ovom radu obradeno je 97 bioptata koze, medu kojima je bilo 37 bioptata koze
retrospektivnih bolesnika s VMKZ (tipa LCV), 30 bioptata koZe prospektivnih bolesnika s
VMKZ (tipa LCV) i 30 bioptata koZe zdravih, kontrolnih ispitanika. Uzorke koZe
retrospektivnih ispitanika, saCuvane u parafinskim blokovima u razdoblju od 2001. do 2011.
godine, za potrebnu analizu ustupio je KliniCki zavod za patologiju KB Dubrava u Zagrebu.
Uzorci koze prospektivnih ispitanika prikupljeni su u razdoblju od 2011. do 2012. godine u
KB Dubrava Zagreb. Za retrospektivne bolesnike koriStena je dostupna pohranjena
patohistoloSka dokumentacija, u kojoj su pronadeni podaci za fazu aktivnosti bolesti, Zivotnu
dob i spol ispitanika.

ProsjeCna zivotna dob svih ispitanika bila je 56,43 godine £ 16,4, u rasponu od 19 do 88
godina. Taj je rezultat u skladu s podacima iz literature prema kojima se vaskulitis moze
pojaviti u svakoj Zivotnoj dobi, ¢eS¢e u odrasloj nego u dje¢joj (1,2). Ciljna skupina ovog rada
bili su ispitanici odrasle dobi, s obzirom da se radi o ciljnoj skupini ispitanika utemeljenoj na
bolnickom ustroju ustanove u kojoj je istrazivanje provedeno (u KB Dubrava nema odjela
pedijatrije). Prosjeéna Zivotna dob u odraslih bolesnika s VMKZ je prema literaturnim
izvjeStajima 47 godina (23), a maksimalna je incidencija bolesti prema studiji Tidmana i sur.
je izmedu 55 i 64 godine (22), Sto je u skladu s prosjeCnom zivotnom dobi nasih ispitanika.
ProsjeCno trajanje bolesti u vrijeme postavljanja dijagnoze bilo je 8,7 mjeseci, u rasponu od 1
dan do 6 godina (72 mjeseca). Rezultat o prosjeCnom trajanju bolesti u vrijeme postavljanja
dijagnoze u bolesnika iz ovog istrazivanja potvrduju i literaturni podaci, prema kojima se
trajanje bolesti krece u rasponu od tjedan dana do 318 mjeseci (25), a vecina bolesnika s
KLCA ima jednu epizodu bolesti koja spontano prolazi unutar nekoliko tjedana ili mjeseci
(26).

S obzirom da sindromi vaskulitisa imaju mnostvo razliCitih prezentacija, nema uniformnog
algoritma za evaluaciju dijagnoze svih prezentacija (150), a upravo je procjena aktivnosti
bolesti najbitnija odrednica za provodenje dobro dizajniranih kontroliranih klinickih studija
(151). Mnoge studije koje procjenjuju primarni ishod zapocCinjanja i titriranja terapije
vaskulitisa, aktivnost bolesti dijele na trajnu remisiju (potpuno odsustvo bolesti), mjerljivo
poboljSanje bolesti i relaps (poviSenu aktivnost bolesti) (152-156).

Pouzdani podaci o incidenciji VMKZ u Hrvatskoj nisu poznati. Naime, pristup ovim
bolesnicima je zbog multisistemske prirode bolesti multidisciplinaran. Upravo zbog tog
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multidisciplinarnog pristupa koji ukljuCuje velik broj lijeCnika razliCitih specijalnosti i
subspecijalnosti u dijagnostiku i lijeGenje VMKZ-a, kontroverzi u sustavu nomenklature i
klasifikacije bolesti, kao i pomanjkanja univerzalnih, za sve lijeCnicke struke jedinstvenih i
jasnih kriterija u odredivanju aktivnosti, tijeka i prognoze bolesti, ne postoje jedinstveni
registri za ovu bolest. Stoga za sada ne postoje niti pouzdani epidemioloSki podaci koji bi
olakSali provodenje kontroliranih Kklinickih studija i pracenja tijeka bolesti u ovih bolesnika.
Za ocekivati je da ¢e se boljom i kvalitetnijom interdisciplinarnom suradnjom, za sve
lijeCnicke struke formirati jedinstveni registri pracenja vaskulitisa, koji ¢e ujedno i olakSati
provodenje kvalitetnih epidemioloskih studija o vaskulitisu.

U recentnom razdoblju u KB Dubrava su provedene dvije retrospektivne analize bolesnika s
VMKZ (56, 157).

U radu Bacalja i sur. (56) provedena je retrospektivna analiza 52 bolesnika s s pauci-imunim
glomerulonefritisom za sedmogodisnji period. Pauci - imuni glomerulonefritis karakteriziran
je leukocitocitoklastiCnim nekrotiziraju¢im vaskulitisom sa vrlo diskretnim ili potpuno
odsutnim imunim depozitima. Pregledani su dostupni klinicki, laboratorijski i patohistoloski
nalazi biopsija koze u arhivi Zavoda za patologiju KB Dubrava Zagreb. U smislu odredivanja
proSirenosti bolesti svim je bolesnicima odreden BVAS indeks (53). Od 52 bolesnika, 29 su
bili muskarci, a 23 zene, prosjecne zivotne dobi 60,01 u rasponu od 17 do 83 godine. Od 52
bolesnika s ovim tipom vaskulitisa, 18 ih je imalo promjene na koZi po tipu VMKZ. Od 18
bolesnika s manifestacijama na koZzi, 10 ih je imalo preegzistirajuCe promjene na koZi
povezane s VMKZ, a u 8 bolesnika je u tijeku bolesti zbog pojave koznih manifestacija
ucinjena biopsija koZe. NajcesCi nalaz bio je LCV (u 7 od ukupno 8 ucinjenih biopsija) sa
fokalnom fibrinoidnom nekrozom (u 5 od ukupno 8 ucinjenih biopsija). ANCA su bila
pozitivna u 46% bolesnika, od toga CANCA u 7,69%, pANCA u 34,6%, a i CANCA i pANCA
u 3,8% bolesnika. Gotovo svi bolesnici s koznim manifestacijama VMKZ su imali visok
BVAS indeks koji se kretao u rasponu od 12 do 33, osim jednog bolesnika u kojeg je BVAS
indeks bio 3 (56).

U radu Tisljara i sur. (157) provedenom 2011. godine u KB Dubrava Zagreb prikupljani su
demografski, laboratorijski, klinicki i patohistoloski podaci za bolesnike s vaskulitisom malih
krvnih Zila bubrega iz povijesti bolesti te iz Registra biopsije bubrega u KB Dubrava Zagreb.
Od ukupno 61 bolesnika, 33 su bili muskarci i 28 Zena, prosjeCne Zivotne dobi 56,9 godina u
rasponu od 18 do 83 godine. Gotovo svi bolesnici su prije kliniCki manifestne bubrezne
bolesti imali prodromalnu fazu vaskulitisa pracenu opéim simptomima kao $to su umor,

febrilitet, glavobolje, mijalgije, artralgije/artritis. NajceSCe ekstrarenalne vaskuliticne
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promjene, nadene su u 37,7% bolesnika, bile su respiratorne tegobe, koje su se manifestirale
hemoptizama, epistaksom i rinorejom. Vaskuliticne koZne promijene, najéeS¢e u obliku
purpure nadene su u 22 bolesnika (36% svih bolesnika), a u njih 13 od ukupno 22 ucinjena je
i biopsija koze kojom je verificiran LCV. U 75% bolesnika nadena je eritrociturija
semikvantitativno viSe od 3+. U 20,3% bolesnika proteinurija je bila nefrotskog ranga. Od 32
bolesnika s pozitivnim ANCA protutijelima (52,5%), 23 bolesnika imalo je pozitivno
pANCA, a njih 9 cANCA. Prosjecni BVAS indeks iznosio je 15,8, raspona 3 - 36. Od 61
bolesnika u 34 je dijagnostiran MPA, u 19 MPAB (mikroskopski poliangitis ograniCen na
bubrege), u 7WG i u 1 CSS. 56 od ukupno 61 bolesnika lijeCeni su pulsevima glukokortikoida
I ciklofosfamidom. Hemodijalizom je lijeCeno 32,7% bolesnika, a plazmaferezom 23%
bolesnika. Za 32 bolesnika (52%) bili su dostupni podaci pracenja bolesti s prosjecnim
trajanjem bolesti od 9,5 mjeseci (raspona od 3 do 30 mjeseca). U navedenom periodu
parcijalna ili kompletna remisija postignuta je u 18 bolesnika (56,3%) bolesnika, 11 bolesnika
je bilo u stacionarnoj fazi bolesti, a u 2 bolesnika je doSlo do progresije. MPA bio je najcesci
(55,7% bolesnika) oblik vaskulitisa malih krvnih zila (153).

Svi bolesnici ukljuceni u ovaj rad imali su koZne manifestacije VMKZ-a, a patohistoloskom
pretragom bioptata koze potvrdena im je dijagnoza leukocitoklasticnog vaskulitisa (LCV,
sinonim LCA), koji ujedno predstavlja i najéeséi patohistolodki nalaz u VMKZ koze (56,
153). Buduci da prema literaturnim podacima ne postoji idealan sistem klasifikacije bolesti
(4-18), bolesnici s VMKZ su za potrebe ovog istrazivanja na temelju patohistoloskog nalaza
biopsije vaskuliticne promjene na kozi bili razvrstani u tri faze bolesti: 1. bolesnici u floridnoj
fazi bolesti (F); 2. bolesnici u aktivnoj fazi bolesti (A); 3. bolesnici u regresivnoj fazi bolesti
(R). Od 67 bolesnika s VMKZ, u floridnoj fazi bolesti (F), bilo je 16,42% bolesnika, u
aktivnoj fazi bolesti (A) 67,16% bolesnika, a u regresivnoj fazi bolesti (R) 16,42% bolesnika.
Ovakva raspodjela bolesnika u sluCajnom uzorku prema kojoj je najvise ispitanika u trenutku
istraZivanja bilo u aktivnoj fazi bolesti moZe se tumagiti ¢injenicom da oko 60% svih VMKZ
predstavlja jednu akutnu samoograniavajuéu epizodu koja se obi¢no povlaci unutar 6

mjeseci (Cesto povezanu s infekcijom ili lijekom kao okidaCem bolesti) (1).

Rezultati analize raspodjele ispitanika prema stupnju bolesti i spolu u ovom radu potvduju
ocekivanja i podatke iz literature, prema kojoj opcenito gledano ne postoji spolna predilekcija
za vaskulitis (2). Medutim, neki literaturni podaci ukazuju na vecu incidenciju bolesti u Zena
(19), dok je prema nekima utvrdena je maksimalna incidencija u muskaraca (22). | rezultati
epidemioloske studija Gonzalez-Gay i sur. (158), provedene u populaciji sjeverozapadne
Spanjolske kroz 14 godidnje razdoblje uz primjenu CHCC definicija, osim jasnog porasta
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incidencije bolesti s napredovanjem Zivotne dobi, takoder pokazuju neSto vecu ucestalost
primarnog sistemskog vaskulitisa u muskaraca (158).

U ovom istrazivanju, od 11 bolesnika u floridnoj fazi bolesti - F, 6 su bile zene (54,55%), a 5
(45,45%) muskarci. Od 45 bolesnika u aktivnoj fazi bolesti - A, 23 ispitanice su bile Zzene
(51,11%), a 22 ispitanika muskarci (48,89%). Medu bolesnicima u fazi regresije - R, bilo je 5
zena (45,45%) i 6 muskaraca (54,55%) U analiziranom randomiziranom uzorku bolesnika
priblizno je ista uCestalost pojave vaskulitisa u osoba zenskog i muskog spola u sve tri faze
bolesti ( F, A i R) Sto je u skladu sa onim podacima iz literature koji govore da nema spolne
predilekcije za pojavu vaskulitisa (2). Taj rezultat vjerojatno je i posljedica metode slucajnog
izbora bolesnika, prema kojem je u istrazivanom periodu biopsija koze u priblizno istim
frekvencijama ucinjena i muskim i zenskim osobama s vaskulitisom.

lako odredeni literaturni podaci (1,2) upuéuju na moguénost pojave VMKZ u svakoj Zivotnoj
dobi, pa tako i u djeCjoj dobi, na temelju rezultata analize ispitanika prema spolu i dobnim
razredima ovog istraZzivanja te literaturnih podataka, moze se zakljuciti da je bolest ¢eS¢a u
odrasloj dobi, a rjeda u najmladim te najstarijim ispitivanim dobnim skupinama. Analizirajuci
skupinu bolesnika u floridnoj fazi (F) i fazi regresije (R) zamijeceno je da niti jedan ispitanik
nije pripadao dobnom razredu od 11 do 20 godina, niti dobnom razredu od 71 do 80 godina.
U skupini bolesnika u aktivnoj fazi bolesti (A) niti jedan ispitanik nije bio u dobi od 81 do 90
godina. Osim toga, zamijeceno je da u fazi regresije bolesti (R) niti jedan ispitanik nije
pripadao dobnom razredu od 51 do 60 godina, Sto bi se moglo tumaciti ¢injenicom da se
biopsija koZe najceS¢e izvodi u najéeS¢oj fazi bolesti tj. aktivnoj fazi - A te da je upravo ta
dobna skupina medu najées¢e pogodenim dobnim skupinama u aktivnoj bolesti.

Svim ispitanicima u ovom radu analiziran je akrolein u bioptatima koze te je po prvi puta
utvrdeno patofiziolosko znacenje akroleina u patogenezi VMKZ, bolesti za koji postoje
utemeljene pretpostavke da je povezana s oksidacijskim stresom (146,147). Akrolein inducira
oSteéenje endotelnih stanica te dovodi do pojacanog stvaranja ROS-a u ljudskim stanicama
mikrovaskularnog endotela (120,127).

U prilog mogucoj povezanosti ACR i oksidacijskog stresa s VMKZ ide patohistolo3ki nalaz,
koji u veéini sluCajeva koZnog oblika VMKZ pokazuje da se radi o neutrofilnom,
leukocitoklasticnom vaskulitisu (LCV) (56, 157). Prilikom aktivacije i dijapedeze, neutrofili
otpustaju snazne upalne medijatore, ukljuCujuci i pripadnike ROS-a, koji dovode do
oksidativnog oStecenja unutradnjosti stijenke krvnih Zila i tako vjerojatno pridonose razvoju
VMKZ (145). Osim toga, jak oksidacijski stres koji se pojavljuje kod upalne reakcije moze

potisnuti obrambene antioksidacijske mehanizme.
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S obzirom da je odredivanje aktivnosti bolesti slozeno te da ne postoji jedinstveni biomarker
pracenja razlicitosti i multisistemske prirode vaskulitisa, rezultatima ovog rada se po prvi
puta nametnula bioloska uloga akroleina u pojavi, procjeni aktivnosti i progresije bolesti.
Naime, odredivanjem ekspresije akroleina u bioptatima koZe bolesnika s VMKZ utvrden je
statisticki znaCajno povecan broj akrolein pozitivnih stanica u usporedbi s kontrolnim
uzorcima zdrave koze. Akrolein je oCitovalo statistiCki znaCajno viSe stanica koze bolesnika s
VMKZ jaeg intenziteta i aktivnosti.

Od ukupno 11 bolesnika u fazi regresije (najblazem, zavrSnom obliku bolesti) u 45,45% je
naden slabi intenzitet reakcije (oznaCen 1 bodom), a samo jedan bolesnik iz te skupine je imao
jaki intenzitet reakcije na akrolein (oznacen s 3 boda).

Nasuprot tome, od ukupno 45 bolesnika u aktivnoj fazi bolesti niti jedan bolesnik nije imao
negativnu reakciju na akrolein, a 71,11% bolesnika te skupine su imala jaCi intenzitet reakcije
(oznaCen s 2 boda).

Od 11 bolesnika u floridnoj fazi (najtezem obliku bolesti), Cak 81,82% je imalo jaki intenzitet
reakcije, obiljezen s 3 boda, ostali su imali intenzitet reakcije obiljezen s 2 boda, a niti jedan
bolesnik nije imao slabi intenzitet reakcije (oznacen s 0 ili 1 bodom).

Bitna svrha novih istrazivanja upravo je postavljanje jasnijin i specificnijih patoloskih
kriterija pojedinih oblika i faza bolesti te iskazivanje potencijalnin biomarkera prisutnosti
sistemske bolesti, i/ili onih biomarkera koji upucuju na veéu mogucnost podloznosti
prognosticki ozbiljnijem sistemskom obliku bolesti. Identifikacija ACR kao endogenog
produkta LPO sugerira ulogu tog reaktivnog aldehida kao medijatora oksidacijskog ostecenja
u VMKZ te kao prediktivnog biomarkera u pracenju tijeka bolesti, buduéi da akrolein moZe
biti otpusten i noSen na razna mjesta u cirkulaciji od strane proteinskih karbonilnih adukata
(128).

Za bolju procjenu uloge akroleina kao moguceg patofizioloSkog Cimbenika u oSteéenju
stanica slobodnim radikalima bilo bi potrebno istraZivanje proSiriti na veci broj bolesnika i
dulji vremenski period pracenja, a uputno bi bilo pratiti ekspresiju akroleina u koZi bolesnika
nakon odredene terapije.

U prospektivni dio rada ukljuceno je 30 bolesnika s VMKZ. U prospektivnih je bolesnika bilo
moguce uzeti i veéi broj anamnestickih podataka. 80% prospektivnih bolesnika s VMKZ je
imalo pridruZzenu kroni¢nu bolest, a 3,33% je imalo pridruzenu zloéudnu bolest (jedan
bolesnik imao je patohistoloski verificiran hepatocelularni karcinom u sklopu pridruzene
kroniCne infekcije virusom hepatitisa C). Ti rezultati indiciraju da se u oko 93,33% ispitanika
ovog rada vjerojatno radi o bolesti kroni€nog tijeka, odnosno o VMKZ-u povezanom s
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kroni¢nom ili zloéudnom bole3éu (koji predstavlja oko 20% svih VMKZ-a) (1). Zlo¢udna
bolest se nade u oko 1% bolesnika s vaskulitisom, dok je hepatitis C Cest uzrok vaskulitisa,
vjerojatno zbog krioglobulinemije (e-medicine). Vaskulitisi povezani s HCV infekcijom (v.
Tablica 1, str. 3, imena vaskulitisa prema CHCC2012 nomenklaturi, odlomak - vaskulitisi
povezani s mogucom etiologijom i Tablica 2., str. 7, najéesCi okidaci vaskulitisa, odlomak -
infekcije,) mogu dovesti do znaCajnog morbiditeta i mortaliteta, a antivirusna terapija moze
sprijeCiti ili odgoditi pojavu hepatocelularnog karcinoma u bolesnika s kronicnom HCV ili
HBYV infekcijom (159,160).

Saadoun i sur. (161) su u svojoj studiji pokazali da i IL-2 moze imati pozitivhu ulogu u
lijeCenju bolesnika s vaskulitisom induciranim HCV infekcijom. Naime, ti bolesnici imaju
snizenu razinu T regulacijskih stanica (Treg), a rezolucija HCV infekcije rezultira izljeCenjem
vaskulitisa i oporavkom Treg. Navedeni autori (161) su u svom radu u obzir uzeli da IL-2,
citokin koji podrzava prezivljenje i potiCe funkciju Treg, moze biti uCinkovit lijek u onih
bolesnika s vaskulitisom inducuranim HCV infekcijom koja je rezistentna na uobiCajenu
antivirusnu terapiju. Tako je u njihovoj studiji lijeCenju niskim dozama IL-2 podvrgnuto 10
bolesnika koji su prethodno bili rezistentni na konvencionalnu antivirusnu terapiju i terapiju
rituksimabom, a nisu primali glukokortikoide niti imunosupresivnu terapiju. Nakon terapije
IL-2 zamije€ena je redukcija krioglobulinemije u 9 od 10 bolesnika te poboljSanje vaskulitisa
u 8 od 10 bolesnika (161). Transkriptomske studije mononuklearnih stanica u perifernoj krvi
pokazale su da IL-2 inducira opcu atenuaciju znakova upale i medijatora oksidacijskog stresa
(161). U svrhu evaluacije funkcijske aktivnosti granulocita potrebno je dodatno istraziti i
interakciju aktiviranih granulocita s humoralnom imunoS¢u, a posebnu pozornost potrebno je
posvetiti mogucoj sistemskoj citotoksi¢nosti ROS-a i uklju€ivanju potencijalnih antioksidansa
u adjuvantnu terapiju (162).

3,33% prospektivnih bolesnika ovog rada je u anamnestickim podacima iskazalo naviku
redovitog konzumiranja alkoholnih pica, a 23,33% su aktivni pusaci cigareta. Taj je rezultat u
skladu sa slucajnim uzorkovanjem, a bolest se prema aktualnim literaturnim podacima i ne
povezuje s navikom redovitog konzumiranja alkohola i pusenjem.

Jedan bolesnik (3,33%) od ukupnog broja prospektivnih bolesnika s VMKZ) je u tijeku
praéenja bolesti preminuo zbog pluénih komplikacija sistemskog vaskulitisa u jedinici
intenzivnog lijeCenja. Taj je rezultat u skladu s literaturnim podacima prema kojima se fatalni

ishod pojavljuje u manjine bolesnika, a procjenjuje se na oko 4% (23).
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U tijeku retrospektivne studije Tai YJ i sur. (163) pracena su 93 odrasla bolesnika s LCV u
svrhu odredivanja klasifikacije, etiologije, ozbiljnosti i prognoze bolesnika. Autori navedene
analize su za potrebe te studije razvili novi sistem klasifikacije temeljen na modifikacijama
CHCC definicija vaskuliticnih sindroma (17). Tijekom njihove studije preminulo je 6.91%
bolesnika, a ekstrakutana zahvaéenost pojedinih organa bila je prisutna u 39.8% bolesnika
(163).

Prema literaturnim podacima ucestalost sistemskih simptoma tj. zahvacanja pojedinih organa
medu bolesnicima s VMKZ je razli¢ita kod razliitih tipova VMKZ (50). Najcesci pridruzeni
sistemski simptom u prospektivnih bolesnika s VMKZ u ovom radu bila je povisena tjelesna
temperatura (u 50% prospektivnih ispitanika). Na drugom mjestu po ucestalosti simptoma
sistemskog vaskulitisa u prospektivnih bolesnika su artralgije (36,67%) i otok zglobova
(36,67%). Navedeni su rezultati u skladu s literaturnim podacima, prema kojima prodromalni
simptomi (vrucica, artralgija i opcCe loSe osjecanje) Cesto prate kozne vaskulitiCne sindrome
malih krvnih Zila (1,50). Osim toga, poviSena tjelesna temperatura kao najzastupljeniji op€i
simptom u ovom radu, je i riziCni simptomatski pokazatelj za sistemsku bolest (25), a 93,33%
prospektivnih bolesnika s VMKZ u medu ispitanicima ovog rada je imalo znakove sistemskog
vaskulitisa.

30% prospektivnih bolesnika anamnesticki je iskazivalo simptome kaslja i prisutnosti krvi u
mokraci, a 23,33% prospektivnih bolesnika simptom glavobolje. Prema nekim literaturnim
podacima sistemska zahvacenost je mnogo ¢e$¢a osobito u bolesnika s vrlo teSkim klinickim
slikama KLCA, a prema istrazivanju loannidou DJ i sur (52) u 43% bolesnika koji se
prezentiraju KLCA utvrdena je zahvacenost bubrega. Medu rjedim sistemskim simptomima u
prospektivnih bolesnika su zabiljezene mijalgije (16,67% bolesnika), bolovi u trbuhu (10%
bolesnika), proljev (10% bolesnika), prisutnost krvi u stolici (6,67% bolesnika), prisutnost
krvi u iskaSljaju (6,67% bolesnika) i parestezije (6,67% bolesnika).

Rezultati analize biokemijskih i upalnih parametara u ovom radu upucuju na praéenje
slijedecih parametara kao mogucih biomarkera u evaluaciji oksidacijskog statusa bolesnika te
aktivnosti i proSirenosti bolesti: CRP, Leu, Neu, Fe, feritin, urea i kreatinin.

CRP je protein akutne faze upale, koji ima ulogu u promociji lokalnog proinflamatornog
ucinka. Zbog toga, povisena vrijednost CRP moze utjecati na tijek bolesti indukcijom lokalne
aktivacije komplementa i posljedi¢nim pojaCanjem lokalne upale i staninog oStecenja
(164,165). Uocene statisticki znaCajno povisene vrijednosti ovog upalnog parametra u serumu
bolesnika s VMKZ u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika govore u prilog ovom
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parametru kao biomarkeru intenziteta upalne reakcije i oksidacijskog ostecenja. Osim toga,
vrijednosti CRP su se statistiCki znacajno razlikovale ovisno o fazi bolesti kojoj je pripadao
pojedini bolesnik s VMKZ u trenutku procjene. Najvide vrijednosti CRP zabiljeZzene su u
skupini bolesnika u aktivnoj fazi bolesti, Cime se indicira i njegova uloga kao potencijalnog
sistemskog biomarkera procjene aktivnosti bolesti.

Svi prospektivni bolesnici s VMKZ imali su izrazenu leukocitozu i neutrofiliju u krvnoj slici.
Taj rezultat je komplementaran i histoloSkom nalazu neutrofilnog, leukocitoklasticnog
vaskulitisa u bioptatima koZe prospektivnih bolesnika s VMKZ. Vrijednosti leukocita i
neutrofila u krvnoj slici su ovisile o stupnju aktivnosti bolesti. NajviSe vrijednosti ovih
parametara pokazivali su bolesnici s VMKZ u floridnoj fazi bolesti. Naime, citokinima
posredovane proinflamatorne promjene i aktivacija leukocita smatraju se kljucnim
Cimbenicma upale i oSteCenja krvnih Zila u ovoj bolesti, buduéi da prilikom aktivacije i
dijapedeze neutrofili otpustaju snazne upalne medijatore, ukljuujuéi i ROS (145). Na taj
nacin vjerojatno pridonose razvoju ove bolesti. ZamijeCena infiltracija neutrofilima na
lokalnoj razini (leukocitoklazija u histoloskom nalazu bolesnika s VMKZ) te leukocitoza i
neutrofilija u krvnoj slici bolesnika s VMKZ, sugerira ove parametre kao potencijalne
biomarkere evaluacije intenziteta upalne reakcije i oksidacijskog stresa.

Statisticki znaCajno poviSene vrijednosti serumskog feritina i snizene vrijednosti serumskog
Zeljeza u prospektivnih bolesnika s VMKZ (n=30) u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih
ispitanika (n=30) upucuju na poremecen metabolizam Zeljeza, i posljedino tome povisen
oksidacijski stres u bolesnika s VMKZ. Feritin je protein koji moZe brzo skladititi ali i
otpustati Zeljezo, te ima dvojaku ulogu — Stetnu ako je izvor Zeljeza ili korisnu ako veze
zeljezo kada ima ulogu ucinkovitog antioksidansa (166). PoviSena vrijednost feritina u
serumu objasnjava pogorsanje aktivnosti bolesti, jer se iz feritina oslobada slobodno Zeljezo,
koje zbog svojih oksidoredukcijskih svojstava predstavlja opasnost. Naime, slobodno Zeljezo
katalizira pretvorbu superoksidnog aniona (O;) i vodikovog peroksida (H,O,) u iznimno
reaktivne hidroksilne radikale (OH), koji imaju dovoljnu energiju da izazove LPO (107,108).
S obzirom na poznatu ulogu Zeljeza, kao bitnog katalizatora LPO, narocCito u slucajevima
prekomjerne produkcije superoksidnih aniona koje stvaraju neutrofili za vrijeme trajanja
upalnih reakcija (kao 3to je u sluaju bolesnika s VMKZ) ili u uvjetima preopterecenja
molekula koje skladiste Zeljezo, namece se pitanje o ulozi Zeljeza kao katalizatora
oksidacijskog stresa u bolesnika s VMKZ. U normalnim uvjetima, pri neutralnom pH, feritin
¢vrsto veze Zeljezo. U uvjetima preoptere¢enja molekula feritina Zeljezom ili sniZzenja pH za

vrijeme upalne reakcije, feritin moZe lako otpustati Zeljezo. U upalnoj reakciji u VMKZ,
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superoksidni anion kojeg stvaraju neutrofili, takoder moze doprinijeti mobilizaciji Zeljeza
(167). 1 tome u prilog govori nalaz leukocitoze i neutrofilije u prospektivnih bolesnika te
histoloski nalaz leukocitoklasticnog vaskulitisa u bioptatima koze prospektivnih bolesnika
VMKZ. Ovi rezultati sugeriraju da povisene zalihe uskladistenog Zeljeza, izmjerene kao
serumska koncentracija feritina, mogu biti povezane s oksidacijskim stresom i poviSenim
rizikom za progresiju aktivnosti VMKZ.

Zanimljiv je rezultat da su prospektivni bolesnici s VMKZ imali statisti¢ki zna¢ajno povisene
vrijednosti i feritina, ali i serumskog zeljeza u floridnoj fazi bolesti u odnosu na bolesnike u
aktivnoj fazi i fazi regresije. Uloga feritina u oStecenju stanica oksidacijskim stresom jo$
uvijek nije dovoljno jasna (166). Naime, u stanju oksidacijskog stresa feritin u stanici moze
biti oksidans, ali i antioksidans, $to ovisi o duljini trajanja oksidacijskog stresa, ¢Cimbenicima
koji su ga prouzrocili, kao i o vrsti feritina. Degradacija feritina u ranoj fazi izlaganja stanice
vanjskim uzrocnicima oksidacijskog stresa dovodi do oslobadanja Stetnog “slobodnog”
Zeljeza, kada feritin smatramo prooksidansom, jer potice oksidacijski stres. Sukladno tome,
moze se pretpostaviti da je oksidacijski stres najizrazeniji u bolesnika u najintenzivnijoj
floridnoj fazi bolesti, Cemu u prilog ide i rezultat da su vrijednosti serumskog Fe u
prospektivnih ispitanika s VMKZ bile povisene jedino u toj fazi bolesti. Nasuprot tome, u
kasnijoj fazi, ukljuCuju se brojni kompenzatorni molekularni mehanizmi, koji pospjesuju
obnovu sadrzaja feritina koji veZe slobodno Zeljezo i na taj se naCin onemogucava njegova
prooksidacijska uloga (166). Upravo je duljina trajanja oksidacijskog stresa moguce
objasnjenje za statistiCki znaCajno poviSene vrijednosti serumskog zeljeza u bolesnika s
VMKZ u floridnoj fazi bolesti u odnosu na bolesnike s VMKZ u aktivnoj fazi i fazi regresije.
Ovi su rezultati su u skladu i sa rezultatima imunohistokemijske analize ekspresije ACR
prema fazi aktivnosti bolesti. ACR, analizirani parametar povisenog oksidacijskog stresa na
lokalnoj razini, ogitovalo je statisticki znaajno vise stanica koZe bolesnika s VMKZ jageg
intenziteta i aktivnosti bolesti. Naime, ¢ak 81,82% bolesnika s VMKZ u floridnoj fazi bolesti
je imalo jaki intenzitet reakcije ekspresije ACR (3 boda), a niti jedan prospektivni bolesnik s
VMKZ u floridnoj fazi nije imao slabi intenzitet reakcije (oznacen s 0 ili 1 bodom).

U svih prospektivnih bolesnika s VMKZ utvrdene su statisti¢ki znatajno povisene vrijednosti
ureje i kreatinina u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika. Taj je rezultat u skladu s
literaturnim podacima (43) koji potvrduju da su u sistemskim oblicima bolesti medu najcesce
zahvacenim organima upravo bubrezi. 1zmedu oba navedena biokemijska parametra procjene
bubrezne funkcije utvrdena je pozitivna korelacija u svih prospektivnih bolesnika s VMKZ.
Stoga i rezultati ovog rada potvrduju da je sve bolesnike s KLCA potrebno dijagnosticki
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obraditi u smislu eventualne zahvaéenosti bubrega. Upravo su dijagnostiCki postupci rane
detekcije i pravodobno lijeCenje poremecaja bubrezne funkcije od iznimne vaznosti u pristupu
bolesniku s VMKZ. Vazno je napomenuti da nepravodobno prepoznata i nelijeGena renalna
insuficijencija moze predstavljati vrlo ozbiljnu komplikaciju ove bolesti.

Navedeni rezultati analize serumskih upalnih i biokemijskih parametara obiveni su na
manjem broju bolesnika s VMKZ (n=30). Stoga su neophodna daljnja istraZivanja koja bi
obuhvatila veci broj bolesnika s VMKZ i zdravih osoba (kontrola) kroz dulji vremenski
period, a uputno bi bilo pratiti iste parametre i nakon odredene terapije, kako bi se pouzdanije
razjasnila uloga oksidacijskog stresa i poremecenog metabolizma Zeljeza u patogenezi ove
bolesti.

Nadalje, na temelju ovih rezultata otvoren je i put istrazivanju imunohistokemijske ekspresije
feritina u bioptatima koZe bolesnika VMKZ, kao moguéeg parametra poremecenog
metabolizma Zeljeza i oksidacijskog stresa na lokalnoj razini i prediktivnog Cimbenika
progresije VMKZ koZe u sistemski oblik bolesti.

U svrhu dokazivanja poviSene razine oksidacijskog stresa i razjajasnjenja njegove bioloske
uloge u pojavi, procjeni aktivnosti i progresije VMKZ, u serumu prospektivnih bolesnika je
odredena koncentracija peroksida. Bolesnici s VMKZ imali su povisene vrijednosti
koncentracije peroksida u serumu u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika.

Za procjenu mehanizama zaStite stanice i organizma od prekomjernog i Stetnog djelovanja
oksidacijskog stresa u serumu bolesnika s VMKZ i u zdravih ispitanika odreden je ukupni
antioksidacijski kapacitet. U serumu bolesnika s VMKZ naden je statisticki znacajno niZi
ukupni antioksidacijski kapacitet (izrazen kao ekvivalent koncentracije (mg/mL) mokracne
kiseline), u odnosu na vrijednosti nadene u serumu zdravih (kontrolnih) ispitanika. Mokra¢na
kiselina je nusprodukt metabolizma koja cirkuliraju¢i plazmom moZze «Cistiti» superoksidni i
hidroksilni radikal, peroksi i alkoksi radikale te singletni Kisik te zbog tog svojstva predstavlja
vazan neenzimatski mehanizam obrane organizma od Stetnog djelovanja ROS-a (168).
Rezultati pokusa analize koncentracije peroksida i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u
serumu i zamijeéene razlike izmedu bolesnika i zdravih ispitanika, potvrduju utemeljenu
pretpostavku o ulozi oksidacijskog stresa i smanjenoj funkciji obrambenog antioksidacijskog
kapaciteta u bolesnika s VMKZ (146,147,169,170,171).

| rezultati analize TOC i TAC dobiveni su na manjem broju bolesnika s VMKZ (n=30) i
zdravih ispitanika iz kontrolne skupine (n=30). Stoga su rezultati ovog rada solidna podloga
daljnjim istraZivanjima koja bi obuhvatila veci broj ispitanika u analizi TOC i TAC, kako bi
se pouzdanije razjasnila uloga oksidacijskog stresa u patogenezi ove bolesti.
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UnatoC Cinjenici da je koZa kao najveéi i vrlo dobro vaskulariziran ljudski organ Cesto
zahvacena razli€itim oblicima sindroma vaskulitisa, uloga oksidacijskog stresa u patogenezi
VMKZ koZe je proucavana samo u nekih oblika bolesti (146,147,148,169,170).

Bechcetova bolest, prema CHCC2012 nomenklaturi pripada u skupinu vaskulitisa krvnih zila
promjenjive veliCine (18) (v. Tablicu 1, str. 3, imena vaskulitisa prema CHCC2012
nomenklaturi, odlomak — VKZPV). Radi se o kronicnom multisistemskom vaskulitisu,
nedovoljno poznate patogeneze. Ozyazgan S. i sur (148) su dokazali ulogu upalom
potaknutog oksidacijskog stresa u Bechcetovoj bolesti, karakteriziranom endotelnom
disfunkcijom, povisenom razinom ROS-a i poviSenom produkcijom i hiperfunkcijom
neutrofila. U literaturi raste broj studija koje potvrduju ulogu oksidacijskog stresa u
patogenezi Behgetove bolesti (148,172-180).

Endotelne stanice produciraju endogeni duSikov oksid, a snizene razine duSikovog oksida
posredovane povisenim oksidacijskim stresom koreliraju sa endotelnom disfunkcijom
zamijecenoj u Behcgetovoj bolesti (181,182). Rezultat endotelne disfunkcije je vaskulitis,
jedan od prominentnih znakova Behcgetove bolesti (182). Acikgoz i sur. (183) su istrazivali
povezanost izmedu markera oksidacijskog stresa i funkcije endotela u bolesnika s
Behcetovom boleS¢u. Razine serumskog GGTa i visoko osjetljivog CRP-a bile su povisene u
svih bolesnika u odnosu na ispitanike kontrolne skupine, a razine navedenih parametara su u
inverznom odnosu sa funkcijom endotela (183). | rezultati ovog rada potvrduju prethodno
navedene literaturne podatke (183), budu¢i da su svi prospektivni bolesnici s VMKZ imali
statistiCki znacajno povisene vijednosti serumskog GGT i CRP (tablica 15) u odnosu na
kontrolnu skupinu zdravih ispitanika, Sto govori u prilog posljedicnom proporcionalnom
odnosu razina vrijednosti ovih parametra s endotelnom disfunkcijom u bolesnika s VMKZ.
Time se namece njihova uloga kao potencijalnih biomarkera oksidacijskog stresa i disfunkcije
endotela u bolesnika s VMKZ.

Najvazniji korak koji sudjeluje u aktivaciji neutrofila i produkciji ROS-a koji uzrokuju tkivno
osteCenje je povisenje koncentracije slobodnog kalcija u citosolu. Korkmaz i sur. (169) su
istrazivali u€inak kolhicina na oksidacijski stres i otpustanje Ca ** u serumu i neutrofile u
aktivnim i inaktivnim periodima Behcetove bolesti. Sedimentacija eritrocita, broj leukocita,
CRP, neutrofili, serumska lipidna peroksidacija i otpustanje intracelularnog Ca 2* bili su
poviseni u bolesnika u aktivnoj i inaktivnoj fazi bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu, a
razine navedenih parametara bile su viSe u bolesnika s aktivnom fazom u odnosu na inaktivnu
fazu bolesti. Koncentracija serumskog glutationa, vitamina A, vitamina E i beta karotena bile

su snizene i u aktivnoj i inaktivnoj fazi bolesti, iako su koncentracije serumskog vitamina E i
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beta karotena bile vise u inaktivnoj grupi u odnosu na grupu bolesnika u aktivnoj fazi. Ovom
studijom je zamijeéena vaznost Ca #* influksa u neutrofile i oksidacijskog stresa u aktivaciji i
patogenezi ovog tipa vaskulitisa, a pokazano je da kolhicin ima protektivni ucinak na
oksidacijski stres modulacijom influksa Ca ?* u neutrofile bolesnika (169).

S obzirom na dokazanu ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi bolesti, kao moguéi parametri
u evaluaciji oksidacijsko /antioksidacijskog statusa i aktivnosti Behgetove bolesti u literaturi
se indicira pracenje razina 8-hidroksi-deogvanozin, aktivnost eritrocitne duSik-oksid sintetaze,
SE, CRP, razina homocisteina, serumske razine alantoina, ali i antioksidacijskih obrambenih
mehanizama (razine vitamina E, C, B1, B2 i flavin mononukleotida) (184-188).

Studijom Evereklioglu i sur. (189) pokazano je da su poviSene razine sil-2R (solubilnog IL-2
receptora), IL-6, IL-8 i TNF-a povezane s aktivnoScu bolesti, a povisena lipidna peroksidacija
sugerira oksidacijski stres i oSteCenje tkiva u bolesnika s Behgetovom boleS¢u. PoboljSanje
klinickih manifestacija moglo bi se posti¢i farmakoloskim agensima kojima su cilj djelovanja
upravo ti citokini, kemokini i produkti lipidne peroksidacije (189). Studija Harzallha i sur.
(190) potvrduje da aktivnost antioksidacijskih enzima, osobito SOD, negativno korelira s
trajanjem i aktivnoS¢u Behgetove bolesti. Stoga autori studije smatraju da racionalno jaCanje
antioksidacijskih obrambenih mehanizama treba biti dio optimalne terapijske strategije (190).
| rezultati studije Sepici-Dincel i sur. (191) pokazuju poremecéaj u smislu insuficijentnog
antioksidacijskog sustava i poviSenog oksidacijskog stresa u bolesnika s Behgetovom boleS¢u.
Time se namece otvoren put antioksidacijskim suplementima kao adjuvantnoj terapiji u
poboljSavanju kvalitete zivota ovih bolesnika (191). Rezultati studije Gulbahara i sur. (192)
indiciraju potencijalni u€inak kolhicina i vitamina E u terapiji povecane oksidacije proteina i
peroksidacije lipida, a Chambers i sur. (193) su svojom studijom dokazali da se naruSena
endotelna funkcija u Behgetovoj bolesti moze poboljsati i tretmanom vitaminom C.

Povisen oksidacijski stres ima ulogu i u patogenezi HSP vaskulitisa (147,194). Buduéi da
kroniCni dugotrajni oblici vaskulitisa predstavljaju i sekundarni rizicni Cimbenik za nastanak
ateroskleroze, namece se potreba istraZivanja i antioksidacijskih terapijskih opcija (194).
Studijom Buyan i sur. (195) dokazane su znacCajno povisene razine MDA u plazmi te znacajno
snizene razine vitamina E u aktivnoj fazi HSP, Sto indicira ulogu oksidacijskog stresa u HSP.
Medutim, u studiji Erdogana i sur. (196) dokazano je da bolesnici s HSP koji su dobivali
vitamin E nisu pokazivali znakove poboljSanja u smislu normalizacije parametara
oksidacijskog oStecenja, niti klinickog tijeka bolesti, unato€ znaCajnom poviSenju razine
vitamina E u plazmi. Zakljucili su da iako oksidacijsko oStecenje i lipidna peroksidacija imaju
vaznu ulogu u patogenezi HSP, davanje vitamina E nakon ve¢ zapoCetog procesa LPO, kao
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zavrSne faze staniCnog oStecenja, nema koristi u prekidanju lan€ane reakcije koja je vec
potaknuta (196).

U radu Ko-Jen Li i sur. (170) dokazano je poviseno urinarno izluCivanje N-benzoil-glicil-Ne-
(heksanonil) lizina, biomarkera oksidacijskog stresa, u 26 bolesnika s aktivnim SLE u
usporedbi s 11 bolesnika s nekom drugom sistemskom boleS¢u vezivnog tkiva i 14 zdravih
kontrolnih ispitanika. Lupus vaskulitis prema CHCC2012 nomenklaturi pripada u skupinu
vaskulitisa povezanih sa sistemskom bole¢u (18) (v. tablicu 1, str. 3, imena vaskulitisa prema
CHCC2012 nomenklaturi, odlomak - vaskulitisi povezani sa sistemskom boleS¢u). U svom
radu su pokazali da limfociti T i polimorfonuklearni leukociti u aktivnom SLE u usporedbi s
normalnim stanicama pokazuju defektnu ekspresiju facilitirajucih prijenosnika glukoze GLUT
- 31 GLUT - 6, 5to dovodi do poveéanja intracelularnih bazalnih laktata i sniZzene produkcije
ATP-a (161). U T limfocitima bolesnika s aktivnim SLE bila je poviSena intracelularna razina
GSH, aktivnost enzima glutation peroksidaze i gama glutamil transpeptidaze (GGT).
Polimorfonukleari u bolesnika s aktivnim SLE pokazali su snizene intracelularne razine GSH
i aktivnosti enzima GGT te pojaCanu ekspresiju CD 53, koprecipitiraju¢e molekule GGT.
Zaklju€ili su da su poremecCaj i defekt redoks kapaciteta u T limfocitima i
polimorfonuklearima odgovorni za stani¢nu imunu disfunkciju i poviSen oksidacijski stres u
bolesnika s aktivnim SLE (170). Oksidacijski stres je relevantan Cimbenik u patogenezi
autoimunih bolesti sa zahvacanjem krvnih Zila, kao Sto je SLE. Sukladno tom patogenetskom
Cimbeniku, pretpostavka je da bi se i poboljsanje klinickih manifestacija tih bolesti moglo
postiCi dijetnim i farmakolodkim antioksidansima, kojima je glavni cilj djelovanja lipidna
peroksidacija (197). Antimijeloperoksidazna antitijela mogu imati ulogu u patogenezi
bolesnika s mikroskopskim poliangitisom, tako Sto potiCu oksidacijski prasak, koji dovodi do
ozbiljnog oStecenja endotela (198). U studiji Guilpaina i sur. (198) pokazano je da tretman
ovih bolesnika N — acetylcysteinom, antioksidacijskom molekulom, moze ublaziti aktivaciju
MPO u generiranju oksidacijskog stresa i na taj nacin smanjiti endotelno oStecenje. U studiji
Serbana i sur. (199) proucavan je ucinak vitamina E pridruzenog kortikosteroidnoj terapiji u
lijeCenju sistemskih vaskulitisa. Tom je studijom zakljuCeno da takva kombinirana terapija
ima relativno reduciran ucinak zbog sloZzenog metabolickog poremecaja i kontinuiranog tijeka

autoimunog patogenog procesa (199).

Medu najceS¢e okidaCe KLCA spadaju lijekovi (v. tablicu 1, str. 3, imena vaskulitisa prema
CHCC2012 nomenklaturi, odlomak - vaskulitis povezan s mogu¢om etiologijom i tablicu 2,
str. 7, najées¢i okidati VMKZ), koji uzrokuju otprilike oko 10% vaskuliti¢nih lezija koze
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(18,23,50), a u 29 opisanih klinickih manifestacija reakcija na lijekove spada i
leukocitoklasticni vaskulitis (1,2,3). Kozne reakcije na lijekove mogu biti imunoloski i
neimunoloski uvjetovane, a tocni mehanizmi su vrlo nejasni. Smatra se da i drugi mehanizmi
mogu pojacCavati reakciju na lijek te utjecati na ozbiljnost i trajanje reakcije, a jedan takav
moguci mehanizam je i oksidacijski stres. Cilj studije Verma i sur. (171) bio je odredivanje
statusa oksidacijskog stresa u krvi bolesnika s koznim manifestacijama na lijekove, medu
kojima je bio i bolesnik s vaskulitisom. U svrhu procjene oksidacijskog stresa kao moguceg
mehanizma u imunopatogenezi koznih reakcija na lijekove, provedena je analiza reduciranog
glutationa (GSH) kao mijere antioksidacijskog kapaciteta, analiza razine malondialdehida
(MDA) kao mijere oksidacijskog lipidnog oSteCenja te odredivanje inhibicije migracije
leukocita u odgovoru na suspektni lijek. Temeljem navedenih analiza utvrden je povisen
oksidacijski stres u krvi bolesnika s koznim manifestacijama na lijekove. Osim toga, utvrdena
je 1 znaCajno pozitivna korelacija odgovora inhibicije migracije leukocita na uzrocni lijek s
razinama MDA, Sto Cvrsto povezuje oksidacijski stres i imunopatogenezu koznih
manifestacija na lijekove (171).

Za ocCekivati je da ¢e se razjaSnjenjem etiopatogeneze bolesti u buduénosti, utvrditi i tocan
patogenetski odnos izmedu ROS-a koje stvaraju neutrofili i upalnog procesa u bolesnika s
VMKZ. Time ¢ée se pridonijeti postizanju potencijalnih specifi¢nih ciljeva lijecenja (,.ciljna
terapija“), a medu terapijskim ciljevima u literaturi se navode i ROS (23).

Lijecenje VMKZ predstavlja terapijski izazov, buduéi da su u bolesnika sa sistemskim
vaskulitisom Cesti relapsi i pogor8anja. Danas se u lijeCenju sve ¢eS¢e koriste bioloski lijekovi
kao nova terapijska mogucnost. NajceS¢e koristen bioloski lijek je rituximab, koji se pokazao
najucinkovitijim agensom u indukciji remisije ANCA povezanih vaskulitisa (vidi tablicu 1,
str. 3, imena vaskulitisa prema CHCC2012 nomenklaturi, odlomak - VMKZ). Navedeni lijek
nije nista manje ucinkovit u odnosu na ciklofosfamid u indukciji remisije. Infliximab i
adalimumab su vrlo ucinkoviti ,kortikosteroid Stedeéi lijekovi“, a provode se i studije
upotrebom abatacepta, alemtuzumaba, mepolizumaba i tokolizumaba (200).

Tocni molekularni mehanizmi induciranog oksidacijskog stresa u endotelnim stanicama jos su
uvijek dobrim dijelom nepoznati. Potencijalni molekularni mehanizmi endotelnih oStecenja
istraZivani su na modelima vaskulitisa i vaskularnih oSteCenja uzrokovanih primjenom
antikancerogenih lijekova u kemoterapiji zlocudnih bolesti (201,202).

Vinorelbin tartarat (VNR) je semisintetski alkaloid, derivat vinblastina, Siroko je koristen
antikancerogeni lijek. Medutim VNR-om inducirano oksidacijsko ostecenje dovodi i do nekih

nepoZeljnih ucinaka kao Sto su venska iritacija, vaskularna bol i nekrotizirajuci vaskulitis.
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Upravo ti nezeljeni ucinci ograniCavaju njegovu KliniCku primjenu te posljedicno potiskuje
kliniCku ucinkovitost u lijeCenju zloéudnih bolesti. U studiji Tsai KL i sur. (201)
pretpostavljeno je da VNR inducira oksidacijsko oSte¢enje modulacijom AMP-aktivirane
protein kinaze (AMPK). Ljudske endotelne stanice umbilikalne vene (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells — HUVECS) tretirane su VNR-om do postizanja oksidacijskog oStecenja.
VNR-om posredovana ekspresija AMPK, PKC i NADPH oksidaze analizirane su Western
blott metodom. Tretman VNR-om rezultirao je defosforilacijom AMPK, §to je dovelo do
aktivacije NADPH oksidaze, a taj je uCinak potisnut antagonistom AMPK. U studiji je
takoder pokazano da VNR pojaCava nekoliko proinflamatornin dogadaja, kao Sto su
adherencija monocita THP-1 stanica za HUVECs, Sto dovodi do otpustanja proinflamatornih
citokina i prekomjerne ekspresije adhezijskih molekula (201).

Epirubicin je antraciklinski antikancerogeni lijek, koji kao i VNR Cesto uzrokuje vaskularnu
bol, upalu vene i nekrotizirajuci vaskulitis. UCinkovita prevencija epirubicinom induciranog
vaskularnog ostecenja jo$ nije postignuta. Namjera Yamade i sur. (202) u njihovoj studiji bila
je identificirati mehanizme ozljeda stanica induciranih epirubicinom u endotelnim stanicama
porcine aorte (PAECs). U studiji je pokazano da epirubicin povisuje aktivnost kaspaze -3/7,
apoptoticnih stanica i razine intracelularnih lipidnih peroksida, a takoder inducira i
depolarizaciju mitohondrijskihn membrana. Epirubicinom inducirano oStecenje stanica i
povecanje aktivnosti kaspaze -3/7 je pojacano inhibitorima p38 mitogen-aktivirane protein
kinaze (MAPK) (202).

U prilog povezanosti endotelnog osteéenja i endotelne disfunkcije uslijed poveéanog
oksidacijskog stresa idu i rezultati studija provedenih na animalnim modelima (203-208).
Baliga i sur. (203) su u svojoj studiji po prvi puta pokazali specificnu funkcionalnu
vaskulopatiju sa zahvacanjem endotela na miSjem modelu AIDS-a koji je bio povezan i
korelirao sa poviSenim oksidacijskim stresom i specificnom endotelnom aktivacijom. Gatica i
sur. (204) su istrazivali uCinak deficijencije vitamina A na ultrastrukturu aorte u Stakora te su
dokazali da deficit vitamina A inducira aktivaciju NF-kB i naruSava aktivnost
antioksidacijskih enzima u aorti. Nrf2 je transkripcijski faktor kojeg aktiviraju ROS u krvnim
zilama mladih Zivotinja, Sto dovodi do prilagodbe u smislu pomaka ravnoteze prema
aktivaciji antioksidacijskin gena (118,205). U studiji Ungvari i sur. (205) dokazana je
povezanost starenja i disfunkcije transkripcijskog Cimbenika Nrf2 u arterijama primata
Macaca mulatta, Sto dovodi do egzacerbacije oksidacijskog stresa povezanog sa starenjem,
promocije aktivacije NF-kB i upale krvnih zila u starenju.
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Wu i sur. (206) proveli su studiju o djelovanju merkuri-klorida u indukciji autoimunosti na
animalnom modelu Brown Norway Stakora. ZakljuCili su da merkuri-klorid vjerojatno
inducira oksidacijski stres aktivacijom NF-kB, transkripcijskog Cimbenika za IL-4 gen.
Pokazali su i da tretman antioksidansima N-acetilcisteinom i desferiokasaminom dovodi do
supresije rane faze vaskulitisa na animalnom modelu (207).

Quercetin je antioksidacijski flavonoid koji ima jaku protuupalnu i citoprotektivnu aktivnost.
U studiji Kukongviriyapan i sur. (208) istrazivan je i dokazan preventivni i terapijski ucinak
quercetina u lipopolisaharidima induciranom oksidacijskom o3teCenju i vaskularnoj
disfunkciji u misa.

Upravo takvi modeli istrazivanja (animalni modeli endotelnih oStecenja i modeli vaskulitisa
uzrokovani primjenom antikancerogenih lijekova u kemoterapiji) predstavljaju i potencijalne
modele za istrazivanje uloge i uCinka potencijalnih antioksidacijskih lijekova u lijeCenju
VMKZ-a, kao nove terapijske moguénosti.

Medutim, provodenje kontroliranih klinickih studija je jedina objektivna mjera koja moze dati
jasan odgovor da li je korisno uzimati neki antioksidans u farmakoloskoj koli¢ini za odredene
bolesti, za koje postoji utemeljena pretpostavka da su povezane sa oksidacijskim stresom. U
tom smislu treba biti razuman i dovoljno kritian u prihvacanju novih lijekova sa
antioksidativnim ucinkom u terapiji.

Nedvojbeno je da je ovim radom po prvi puta dokazano znacenje akroleina i potvrdena uloga
oksidacijskog stresa u bolesnika s VMKZ. Jednako tako, rad je pokazao da bi trebalo dalje
istrazivati ulogu lijekova s antioksidacijskim ucinkom i istraziti bi li ti lijekovi mogli imati
ulogu u smanjenju progresije bolesti.

S obzirom na ¢injenice da je koZa esto zahvacena razlicitim oblicima VMKZ, da je etiologija
mnogih oblika VMKZ nepoznata, a trenutni terapijski pristupi relativno nespecifi¢ni, ovaj je
rad vrijedan doprinos u razumijevanju mehanizama pogorsanja bolesti i solidna podloga za
daljnja istrazivanja etiopatogenetskih Cimbenika, prognostickin biomarkera i terapijskih

pristupa za ovu bolest.

96



6. ZAKLJUCCI

1. U ovom radu je po prvi puta utvrdena uloga ACR u patogenezi VMKZ i potvrdena
utemeljena pretpostavka da je bolest povezana s oksidacijskim stresom.

2. U prilog povezanosti ACR i oksidacijskog stresa s VMKZ ide patohistoloki nalaz bioptata
koZze bolesnika s VMKZ, koji u veéine bolesnika pokazuje da se radi o neutrofilnom
(leukocitoklasticnom) vaskulitisu.

3. UocCena infiltracija neutrofilima na lokalnoj razini (leukocitoklazija u histolosSkom nalazu)
te leukocitoza i neutrofilija na sistemskoj razini u bolesnika s VMKZ, sugerira ove parametre
kao potencijalne biomarkere evaluacije intenziteta upalne reakcije i oksidacijskog stresa,
buduci da se prilikom aktivacije neutrofila otpustaju snazni upalni medijatori, ukljucujuéi i
ROS.

4. Imunohistokemijskim odredivanjem ACR u bioptatima koZe bolesnika s VMKZ utvrden je
statisticki znacajno vedi intenzitet ekspresije ACR u usporedbi s kontrolnim uzorcima zdrave
koze.

5. Intenzitet imunohistokemijske reakcije ekspresije ACR ovisio je o fazi i aktivnosti bolesti.
StatistiCki znaCajno veci intenzitet ekspresije ACR utvrden je u bioptatima koZe bolesnika
floridne faze (s teZim oblicima oSte¢enja MKZ) i jateg intenziteta bolesti.

6. Buduc¢i da ACR moZe biti otpuSten i noSen na razna mjesta u cirkulaciji od strane
proteinskih karbonilnih adukata, identifikacija ACR kao endogenog produkta LPO, sugerira
ulogu tog reaktivnog aldehida kao medijatora oksidacijskog osteCenja te kao prediktivnog
biomarkera u pracenju prijelaza lokaliziranog u prognosticki ozbiljniji sistemski oblik
VMKZ.

7. Rezultati analize biokemijskih i upalnih parametara u ovom radu upucuju na CRP,
leukocite, neutrofile, feritin i Fe, kao potencijalne biomarkere intenziteta upalne reakcije,
oksidacijskog stresa i procjene aktivnosti bolesti.

8. Povidena vrijednost feritina u serumu bolesnika s VMKZ uznapredovalije faze i jaceg
intenziteta bolesti objaSnjava pogorSanje aktivnosti bolesti, jer se iz feritina oslobada
slobodno Zeljezo, koje ima ulogu bitnog katalizatora LPO.

9. Bolesnici s VMKZ imali su povisene vrijednosti ukupnog oksidacijskog kapaciteta u
serumu (TOC), pokazatelja sistemskog oksidacijskog stresa, u odnosu na kontrolnu skupinu

zdravih ispitanika.
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10. U serumu bolesnika s VMKZ utvrden je statisticki znacajno nizi ukupni antioksidacijski
kapacitet (TAC) u odnosu na vrijednosti nadene u serumu zdravih ispitanika, Sto ukazuje na
smanjen kapacitet obrambenih antioksidacijskih mehanizama u bolesnika s VMKZ.

11. Navedeni rezultati analize serumskih upalnih i biokemijskih parametara te parametara
oksidacijskog stresa (TOC i TAC) dobiveni su na manjem broju prospektivnih bolesnika s
VMKZ te upuéuju na daljnja istraZivanja na veéem broju ispitanika kroz dulji vremenski
period, kako bi se pouzdanije razjasnila uloga oksidacijskog stresa u bolesnika s VMKZ.

12. Rezultati ovog rada takoder upucuju i na potrebu daljnjih istraZivanja patogenetskih
mehanizama, prognostickih biomarkera pracenja aktivnosti i proSirenosti bolesti te

mogucnosti i koristi primjene lijekova s antioksidacijskim svojstvima u bolesnika s VMKZ.
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8. SAZETAK

Vaskulitis malih krvnih Zila (VMKZ) je upala i otecenje stijenke krvnih Zila koje rezultira
krvarenjem i/ili ishemijom. Postoje lokalizirani oblici bolesti u kozi benignog tijeka, koji
ponekad mogu brzo progredirati u multisistemske, teSke oblike bolesti. Tocni patogenetski
mehanizmi nastanka razli¢itin oblika VMKZ nisu u potpunosti jasni. U histolokom nalazu
VMKZ Karakteristican je nalaz neutrofila, koji otpustaju snaZzne upalne medijatore,
uklju€ujuéi i reaktivne kisikove spojeve (ROS), Cije prekomjerno stvaranje oStecuje
makromolekule kao Sto su lipidi i proteini. Nadalje, ROS mogu dovesti do lanCane reakcije
lipidne peroksidacije pri Cemu nastaju reaktivni aldehidi, medu kojima je i akrolein.
Pretpostavka je da oksidacijski stres i akrolein imaju ulogu u patogenezi VMKZ. Stoga je cilj
ovog istrazivanja bio istraziti ulogu biomarkera oksidacijskog stresa u progresiji bolesti. U
istraZivanje je bilo ukljugeno 67 bolesnika s VMKZ koZe i 30 zdravih ispitanika iz kontrolne
skupine koji su po dobi i spolu prispodobivi bolesnicima s VMKZ. lIstraZivanje se sastojalo
od odredivanja ukupnog oksidacijskog kapaciteta u serumu, odredivanja ukupnog
antioksidacijskog kapaciteta u serumu te imunohistokemijske analize akroleina u bioptatima
koZe. Biopsija koZe ucinjena je u 67 bolesnika s VMKZ, a najées¢i nalaz bio je
leukocitoklasti¢ni vaskulitis. Ukupni oksidacijski kapacitet u serumu bio je visi, a ukupni
antioksidacijski kapacitet bio je znatno nizi u bolesnika s VMKZ u odnosu na zdrave
ispitanika iz kontrolne skupine (p<0,05). Intenzitet ekspresije akroleina bio je znacajno veci u
uzorcima koZe bolesnika s VMKZ u usporedbi s kontrolnom skupinom (p<0,05), a ekspresija
akroleina bila je intenzivnija u bolesnika floridne faze i jaCeg intenziteta bolesti. UocCene
razlike u ekspresiji akroleina, povisenom ukupnom oksidacijskom kapacitetu te snizenom
ukupnom antioksidacijskom kapacitetu ukazuju na ulogu oksidacijskog stresa u patogenezi
bolesti. lako veéina VMKZ koZe predstavlja blage i samoograni¢avajuce oblike bolesti, oni
mogu biti i prvi znak ozbiljnijih sistemskih i multiorganskih oblika bolesti. NelijeCeni
bolesnici s teSkim sistemskim oblicima bolesti imaju loSu prognozu, koja se moze poboljsati
brzim i pravilnim terapijskim pristupom. S obzirom da ovo istrazivanje potvrduje ulogu
povisenog oksidacijskog stresa i snizene antioksidacijske obrane u nastanku i progresiji
VMKZ, supresija oksidacijskog stresa moZe biti potencijalno korisna strategija u lijeGenju
VMKZ. Stoga ova studija moZe pomoci u daljnjim istrazivanjima mogucénosti i primjene

lijekova s antioksidacijskim svojstvima u lije¢enju bolesnika s VMKZ.
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9. SUMMARY

Small-vessel vasculitis (SVV) is an inflammation of the vessel wall that can result in mural
destruction, consequently leading to hemorrhage and/or ischemia. There are localized forms
of SVV in the skin with benign course, which sometimes can rapidly progress to multisystem
and severe disease. The underlying mechanisms of different forms of SVV is not completely
understood. The characteristic histological findings in SVV are neutrophils that release
powerful inflammatory mediators. Moreover, activated neutrophils release excessive reactive
oxygen species (ROS) that can damage macromolecules, such as lipids and proteins. ROS can
trigger chain reaction of lipid peroxidation leading to formation of reactive aldehydes such as
acrolein. The assumption is that oxidative stress and acrolein are associated with the
pathogenesis of SVV. Therefore, the aim of this study was to investigate the involvement of
oxidative stress biomarkers in disease progression. This study included 67 patients with
cutaneous SVV and 30 healthy controls that were age- and sex-matched with the patients.
The investigation consisted of measurements of serum total oxidative capacity, serum total
antioxidative capacity, and immunohistochemical analysis of acrolein in skin tissue samples.
Skin biopsy was performed in 67 patients and the most common finding was leukocytoclastic
vasculitis. Serum total oxidative capacity was higher and serum total antioxidative capacity
was significantly lower in patients with SVV than in healthy control subjects (p<0,05).
Compared with control subjects, intensity of acrolein positivity was significantly higher
(p<0,05) in skin samples from patients with SVV especially those with severe disease. The
observed differences in the expression of acrolein, higher total oxidative capacity, and lower
total antioxidative capacity support the role of the oxidative stress in the pathogenesis of the
disease. Although the most skin SVV represent mild, self-limited conditions, they could be
the first sign of more serious systemic disease with multiorgan involvement. Untreated
patients with severe systemic disease have a poor prognosis, which may be improved by
prompt therapy. This investigation indicates that oxidative stressand altered antioxidant
defenses are involved in the pathophysiology of small vessel vasculitis and disease
progression. Therefore, the suppression of oxidative stress might be a potentially useful
strategy for the treatment of small-vessel vasculitis. This study may assist in the search for
novel pharmacologic agents with antioxidant properties to treat affected patients.
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