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POPIS KRATICA

4-PL — Cetveroparametarska logisticka regresija (engl. four-parameter logistic)

AAYV - vaskulitis povezan s antineutrofilnim citoplazmatskim protutijelima (engl. ANCA-
associated vasculitis)

ACR — Ameri¢ko reumatoloSko drustvo (engl. American College of Rheumatology)
AECA — antiendotelna stani¢na protutijela (engl. anti-endothelial cell antibodies)
AGT - angiotenzinogen (engl. angiotensinogen)

ALT — alanin-aminotransferaza (engl. alanine aminotransferase)

ANA — antinuklearna protutijela (engl. antinuclear antibodies)

ANCA - antineutrofilna citoplazmatska protutijela (engl. antineutrophil cytoplasmic
antibodies)

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

AOSD - adultni oblik Stillove bolesti (engl. adult-onset Still’s disease)

APRIL — ligand koji inducira proliferaciju (engl. a proliferation-inducing ligand)
APTV — aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme

AST — aspartat-aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase)

AST-O — antistreptolizin O (titar) (engl. antistreptolysin O)

AUC — povrsina ispod krivulje (engl. area under the curve)

BAFF — ¢imbenik aktivacije limfocita B (engl. B-cell activating factor)

BHSA — beta-hemoliticki streptokok skupine A

C1GalT1 — jezgrin tip | galaktoziltransferaze (engl. core 1 S1,3-galactosyltransferase)
C1GalT1C1 — molekula pratitelj C1GalT1 (Cosmc) (engl. C1GalT1-specific chaperone 1)
C3, C4, C5, C5a — komponente sustava komplementa

CAR — omjer C-reaktivnog proteina i albumina (engl. CRP-to-albumin ratio)

CD — diferencijacijski antigen (engl. cluster of differentiation)

CEC - cirkulirajuce endotelne stanice (engl. circulating endothelial cells)

CH50 — ukupna hemoliticka aktivnost komplementa (klasi¢ni put) (engl. total haemolytic
complement activity)

CHCC - konsenzusna konferencija u Chapel Hillu (engl. Chapel Hill Consensus Conference)
CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

CRP — C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

CV - koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation)

CXCL13 — kemokin CXCL13 (engl. C-X-C motif chemokine ligand 13)

DAMP — molekulski obrazac povezan s oStecenjem (engl. damage-associated molecular
pattern)

DAS28 — indeks aktivnosti bolesti u 28 zglobova (engl. Disease Activity Score 28)
DNI — delta indeks neutrofila (engl. delta neutrophil index)



DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dsDNA — dvolan¢ana DNK (engl. double-stranded DNA)

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza (engl. erythrocyte glutathione S-transferase)
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid)

eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate)
ELISA — enzimski imunotest (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

EndMT — endotelno-mezenhimalna tranzicija (engl. endothelial-to-mesenchymal transition)
EPC — endotelne progenitorske stanice (engl. endothelial progenitor cells)

ERK — kinaza regulirana izvanstani¢énim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase)

EULAR — Europski savez druStava za reumatologiju (engl. European Alliance of Associations
for Rheumatology)

FOBT — test na okultno krvarenje u stolici (engl. faecal occult blood test)

Gd-1gAl — imunoglobulin Al bez galaktoze (engl. galactose-deficient IgA1)

GGT - gama-glutamiltransferaza

Gl — gastrointestinalni, probavni (engl. gastrointestinal)

GWAS - cjelogenomsko istrazivanje povezanosti (engl. genome-wide association study)
Hb — hemoglobin

HLA — humani leukocitni antigeni (engl. human leukocyte antigens)
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HSP — Henoch-Schdnleinova purpura (engl. Henoch-Schonlein purpura)

Ht — hematokrit

ICAM-1 — medustani¢na adhezijska molekula 1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)
IgA — imunoglobulin A

IgAl1 — imunoglobulin Al (engl. immunoglobulin A1)

IgAV — imunoglobulin A vaskulitis (engl. immunoglobulin A vasculitis)

IgAVN — imunoglobulin A vaskulitisni nefritis (engl. IgA vasculitis nephritis)
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IgM — imunoglobulin M

IL — interleukin (engl. interleukin)
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1.1. Imunoglobulin A vaskulitis

1.1.1. Definicija, nomenklatura i povijesni razvoj naziva bolesti

Imunoglobulin A vaskulitis (IgAV) predstavlja sistemski vaskulitis malih krvnih zila -
arteriola, kapilara 1 postkapilarnih venula - u ¢ijoj se podlozi nalazi odlaganje
imunokompleksa koji sadrze imunoglobulin A1 (IgA1) unutar stijenke zahvacenih zila koze,
zglobova, probavnog sustava te, u klinickom smislu najvaznije, bubrega (1). Rije¢ je o
entitetu koji patohistoloski odgovara leukocitoklasticnom vaskulitisu: u stijenci zile
prevladava upalni infiltrat sastavljen od djelomi¢no raspadnutih neutrofilnih granulocita, uz
pridruzenu fibrinoidnu nekrozu (2).

Za postavljanje dijagnoze bolesti danas se najéesc¢e primjenjuju klasifikacijski kriteriji
koje su 2008. godine zajednicki oblikovale tri europske stru¢ne organizacije - Europski savez
drustava za reumatologiju (EULAR, engl. European Alliance of Associations for
Rheumatology), Medunarodna organizacija za istrazivanja u pedijatrijskoj reumatologiji
(PRINTO, engl. Paediatric Rheumatology International Trials Organisation) i Europsko
drustvo za pedijatrijsku reumatologiju (PRES, engl. Paediatric Rheumatology European
Society). Prema tim kriterijima, obvezan preduvjet za dijagnozu jest postojanje palpabilne
purpure ili petehija koje ne blijede na pritisak i nisu posljedica trombocitopenije, uz istodobnu
prisutnost barem jednog od sljedeca Cetiri obiljezja: difuzna bol u trbuhu, artritis ili artralgija,
zahvacenost bubrega, odnosno patohistoloski nalaz leukocitoklasticnog vaskulitisa s
dominantnim depozitima IgA (3).

Iako se bolest danas prepoznaje pod nazivom IgAV, njezin klinicki opis seZe daleko u
proslost. Engleski lijecnik William Heberden opisao je 1801. godine u djelu O koZnim
bolestima’’ (engl. On Cutaneous Diseases) dvojicu djecaka s purpurom donjih udova, bolnim
potkoznim oteklinama, oteklinom zglobova, bolovima u trbuhu, krvarenjem iz probavnog
sustava 1 hematurijom (4). Nekoliko desetlje¢a poslije, njemacki internist Johann Lukas
Schonlein povezao je 1837. godine purpuricni osip s artritisom (naziv peliosis rheumatica),
dok je njegov ucenik Eduard Heinrich Henoch 1874. godine tom opisu pridodao zahvacenost
probavnog sustava i bubrega, ¢ime je zaokruzen klinicki entitet koji je gotovo stoljece 1 pol
nosio naziv Henoch-Schonleinova purpura (HSP) (4). Nomenklatura je promijenjena tek
2012. godine, kada je na Medunarodnoj konsenzusnoj konferenciji u Chapel Hillu (CHCC,
engl. Chapel Hill Consensus Conference) usvojena revidirana klasifikacija sistemskih

vaskulitisa prema veli€ini pretezno zahvacenih krvnih zila; u sklopu te klasifikacije naziv



HSP zamijenjen je nazivom imunoglobulin A vaskulitis, ¢ime je naglasena klju¢na uloga
IgAl u nastanku bolesti (5). Prema navedenoj nomenklaturi IgAV se svrstava u skupinu
vaskulitisa ~ malih  krvnih  zila  posredovanih ~ imunokompleksima, zajedno s
krioglobulinemijskim vaskulitisom, hipokomplementemijskim urtikarijskim vaskulitisom i

vaskulitisom uzrokovanim protutijelima usmjerenima protiv bazalne membrane glomerula

(5).

1.1.2. Epidemiologija

IgAV predstavlja najce$¢i sistemski vaskulitis djecje dobi. Objavljene procjene
godisnje incidencije znatno variraju - od otprilike 3 do gotovo 56 slucajeva na 100 000 djece
(6, 7) - sto je dobrim dijelom posljedica razli¢itih metodoloskih pristupa: istrazivanja koja
koriste metodu ponovljenog obuhvata (engl. capture-recapture) sustavno biljeze vece stope
incidencije od retrospektivnih analiza ogranicenih na bolnicki zaprimljene bolesnike, buduci
da dio djece s blazom klinickom slikom uopce ne dospije do tercijarne zdravstvene ustanove
(7). Geografska raspodjela bolesti nije nasumicna: najveéa pojavnost biljezi se u
isto¢noazijskim populacijama, srednja u europskoj populaciji, dok je bolest najrjeda u osoba
africkog podrijetla, $to posredno upucuje na doprinos etnicke, odnosno genetske podloge uz
utjecaj okolisnih ¢imbenika (8).

Podaci iz hrvatske populacije osobito su zanimljivi zbog primjene suvremenih
geostatistickih metoda. Skupina hrvatskih autora analizirala je 596 djece lijeCene u pet
tercijarnih pedijatrijskih reumatoloskih centara u Republici Hrvatskoj tijekom razdoblja
2009.-2019. godine te pokazala da IgAV, kao ni s njim povezan nefritis (IgAVN), nisu
ravnomjerno rasporedeni u prostoru, nego se grupiraju oko vecih urbanih sredista (Zagreb,
Rijeka, Split), dok je za IgJAVN dodatno opisan izdvojen, linearan obrazac klasteriranja duz
tokova rijeka Drave i Dunava u isto¢noj Hrvatskoj (9). Statisticki znacajna prostorna
autokorelacija (Moranov | indeks 0,468 za IgAV, odnosno 0,439 za IgAVN) potvrdila je
postojanje tzv. vruc¢ih to¢aka poviSene incidencije (9). Prosjecna godisnja incidencija [gAV-a
u Hrvatskoj procijenjena je na 6,79 na 100 000 djece (95 % CI 6,26-7,36), §to je usporedivo s
vrijednostima objavljenim za pojedine zapadnoeuropske zemlje, dok je udio djece koja
tijekom bolesti razviju IgAVN iznosio gotovo petinu oboljelih (19,6 %; 95 % CI 16,49-23,01
%) (9). Autori pritom naglaSavaju da uoceno prostorno grupiranje samo po sebi ne dopusta
izravne etioloSke zakljucke, ve¢ prije svega otvara nove istrazivacke hipoteze o preklapanju

genetskih i okoli$nih ¢imbenika rizika (9).



Bolest se javlja neSto ucestalije u djecaka nego u djevojcica, u omjeru koji se prema
razli¢itim izvorima krece izmedu 0,9:1 i 1,5:1, s medijanom dobi pri postavljanju dijagnoze
oko 6 godina; vise od 90 % oboljele djece mlade je od 10 godina, dok je bolest u dojenackoj
dobi izuzetno rijetka (6, 8). Izrazena je sezonska varijacija s vrhuncem tijekom jeseni 1 zime,
u skladu s pretpostavljenom ulogom prethodnih respiratornih infekcija kao pokretaca bolesti
(8). U odrasloj dobi bolest je znatno rjeda, no njezin klinicki tijek u pravilu je tezi, s veCom
ucestalos¢u zahvacenosti bubrega i poviSenim rizikom progresije u kroni¢nu bubreznu bolest,

¢ime se dodatno naglaSava vrijednost dobno specifi¢nog pristupa razumijevanju bolesti (8).
1.1.3. Etiologija

1.1.3.1. Genska predispozicija

Nastanak IgAV-a objasnjava se multifaktorijalnim modelom prema kojemu genetski
predisponirani pojedinci pod utjecajem okoliSnih ¢imbenika razvijaju abnormalan imunosni
odgovor koji rezultira stvaranjem i odlaganjem imunokompleksa IgA1 u stijenke malih krvnih
zila (10). U prilog postojanju genske sastavnice govore etnicke i geografske razlike u
incidenciji, obiteljsko grupiranje bolesti, kao 1 rezultati cjelogenomskih istrazivanja
povezanosti (GWAS, engl. genome-wide association study), koja IgAV dosljedno prepoznaju
kao prototip bolesti vezane uz lokuse humanog leukocitnog antigena (HLA, engl. human
leukocyte antigens) razreda Il (11, 12).

Prva takva studija, provedena na Spanjolskoj populaciji, ukazala je na znacaj
polimorfizama u intergenskoj regiji izmedu gena HLA-DQAL i HLA-DQB1, kao i na alele
HLA-DRB111 i HLA-DRB113 (11). Naknadno provedena finska studija pokazala je da je
haplotip DQA101:01~DQB105:01~DRB101:01 povezan sa sklono$¢u razvoju IgAV-a, ali,
zanimljivo, ne i s rizikom obolijevanja od drugih autoimunih bolesti, ¢ime je dodatno
potkrijepljena teza o IgAV-u kao specificnom prototipu bolesti razreda II HLA sustava (13,
14). Rezultati velike kineske kohorte, obuhvativsi vise od 7600 ispitanika, potvrdili su
izrazenu povezanost lokusa HLA-DRBI s osjetljivos¢u na IgAV, dodatno precizirajuci fino
mapiranje unutar sustava tkivne podudarnosti (12). U hrvatskoj pedijatrijskoj populaciji,
istrazivanje provedeno na 130 bolesnika s IgAV-om i 202 zdrava ispitanika pokazalo je
znacajno cesc¢u zastupljenost alela HLA-A03, HLA-B37 i HLA-DRB112 u oboljele djece u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok je alel HLA-DRB114:01 bio znacajno ucestaliji upravo u
podskupini bolesnika koji su tijekom bolesti razvili nefritis, a alel HLA-DRB110 u

podskupini s gastrointestinalnom zahvacenoséu (15). Ovakvi nalazi upuéuju na to da genska



podloga ne odreduje samo sklonost obolijevanju u uzem smislu, nego moze oblikovati i
klini¢ki fenotip bolesti, odnosno vjerojatnost razvoja pojedinih organskih manifestacija (15).
Osim gena HLA sustava, istrazivanja su usmjerena i na polimorfizme unutar signalnih
puteva upale i imunosnog odgovora - gena za citokinske i kemokinske receptore, komponente
sustava komplementa, adhezijske molekule te sastavnice renin-angiotenzinskog i
koagulacijskog sustava - premda doprinos tih varijanti pojedinacno ostaje znatno skromniji u
odnosu na HLA regiju (14). Vrijedno je istaknuti i da dosadasnji GWAS-ovi, unato¢ jasnoj
potvrdi uloge HLA razreda II, nisu uspjeli razluciti zasebne genske podloge za pojedine
klinicke fenotipove bolesti (primjerice IgAVN naspram gastrointestinalne zahvaéenosti) na
razini cijelog genoma, §to ostavlja prostor za daljnja istrazivanja temeljena na veéim,

multicentri¢nim kohortama i suradnji reumatologa i nefrologa (14).

1.1.3.2. Epigenetski mehanizmi

Uz genske varijante u uZem smislu, sve viSe pozornosti privlace epigenetski
mehanizmi - metilacija deoksiribonukleinske kiseline (DNK), modifikacije histona i
djelovanje nekodiraju¢ih molekula ribonukleinske kiseline (RNK) - koji reguliraju izrazaj
gena ukljucenih u patogenezu bolesti, a mogu dijelom objasniti i onu fenotipsku raznolikost
IgAV-a koja se ne moZe pripisati iskljucivo nasljedenim genskim varijantama (16).
Primjerice, u perifernim mononuklearima bolesnika s IgAV-om opisana je pojacana
acetilacija histona H3 i metilacija H3K4, uz pozitivnu korelaciju s aktivno$cu bolesti, dok je u
CD4+ limfocitima T zabiljeZeno pojacanje tih istih modifikacija unutar promotorske i
pojacivacke regije gena za interleukin 4 (IL-4), citokin karakteristican za Th2 tip imunosnog
odgovora, §to posredno upucuje na mogucu ulogu Th2 limfocita u patogenezi bolesti (17).
Ovi nalazi zajedno sugeriraju da bi buduca istrazivanja etiopatogeneze IgAV-a trebala
pocivati na integriranom pristupu koji objedinjuje genomiku, epigenetiku, transkriptomiku i

proteomiku, umjesto oslanjanja isklju¢ivo na klasi¢ne genetske analize (14).

1.1.3.3. Okolisni éimbenici

Od okoli$nih ¢imbenika najveci znacaj u pokretanju bolesti u genetski predisponiranih
pojedinaca pripisuje se prethodnim infekcijama, ponajprije onima gornjeg diSnog sustava.
Prema literaturnim podacima, otprilike 70-90 % bolesnika ima prodromalnu infekciju u
razdoblju od jednog do tri tjedna prije pojave prvih simptoma, a medu izoliranim uzro¢nicima
najces¢e se navodi beta-hemoliticki streptokok skupine A, uz brojne druge bakterijske i

virusne uzro¢nike (Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma



pneumoniae, Helicobacter pylori, viruse influence i parainfluence, koronaviruse, Epstein-Barr
virus, citomegalovirus, parvovirus B19) (1). Rjede se bolest dovodi u vezu s primjenom
pojedinih lijekova (antibiotici, nesteroidni protuupalni lijekovi, inhibitori angiotenzin
konvertiraju¢eg enzima, pojedini bioloski lijekovi poput inhibitora Cimbenika tumorske
nekroze alfa i inhibitora interleukina 17), cijepljenjem, alergenima iz hrane te ubodima
kukaca, dok se u odraslih bolesnika opisuje i1 kao dio paraneoplasti¢nog sindroma (1).
Izrazena sezonska varijacija u pojavnosti bolesti, s vrhuncem tijekom jesensko-
zimskog razdoblja, dodatno podupire pretpostavku o infektivnom okidacu koji prati
epidemioloSki obrazac respiratornih infekcija (8). Prema takozvanoj hipotezi ‘’viSestrukog
udarca’’ (engl. multiple-hit hypothesis), nasljedna sklonost stvaranju strukturno izmijenjenog
IgAl predstavlja tek prvi, nuzan, ali sam po sebi nedostatan preduvjet za razvoj bolesti; za
konac¢nu klinicku manifestaciju [gAV-a potreban je i drugi okida¢, najceS¢e posredovan
virusnom 1ili bakterijskom infekcijom koja dodatno narusava glikozilaciju IgAl ili potice
stvaranje protutijela usmjerenih protiv vlastitog endotela (2, 10, 18). Ovaj koncept objasnjava
zasto, unato¢ postojanju genetske predispozicije u op¢oj populaciji, bolest razvija samo manji
dio nositelja rizi¢nih alela, odnosno zasto se bolest tipi¢no javlja u vremenskoj blizini

infekcije, no ne nuzno u svih izloZenih pojedinaca (2).

1.1.4. Imunopatogeneza

Kljuéni korak u razvoju IgAV-a predstavlja poremecena glikozilacija imunoglobulina
Al. Zglobna regija teSkog lanca IgA1 fizioloski nosi O-vezane oligosaharide Cije nastajanje
zahtijeva uskladeno djelovanje niza enzima - N-acetilgalaktozaminiltransferaze, core 1 1,3
galaktoziltransferaze (C1GalT1) uz molekulu pratitelja C1GalT1C1 (poznatiju kao Cosmc) te
sijaliltransferaze (19). Nasljedne i/ili steCene promjene aktivnosti navedenih enzima -
ukljucujuéi i u¢inak proupalnih citokina poput interleukina 6 - dovode do stvaranja molekule
IgA1 kojoj nedostaje galaktoza (Gd-1gA1l, engl. galactose-deficient IgA1) (10).

Nastanak Gd-IgA1 dodatno je uvjetovan slozenom mrezom citokinskih i receptorskih
signalnih puteva koji reguliraju aktivnost enzima uklju¢enih u O-glikozilaciju IgAL.
Interleukin 6, djeluju¢i putem signalnog puta Janus kinaza-prenositelj signala i aktivator
transkripcije 3 (JAK/STATS3, engl. Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription 3), te leukemijski inhibicijski ¢imbenik (LIF, engl. leukemia inhibitory factor)
putem signalnog puta STATI, smanjuju izrazaj gena za C1GalTl 1 njegovu molekulu
pratitelja Cosmc u limfocitima B, ¢ime narusSavaju galaktozilaciju IgA1l. Dodatno, ¢cimbenik

aktivacije limfocita B (BAFF, engl. B-cell activating factor) i ligand koji inducira



proliferaciju (APRIL, engl. a proliferation-inducing ligand) - citokini iz obitelji ¢imbenika
tumorske nekroze koji poticu prezivljenje i diferencijaciju limfocita B - pokazuju povisenu
serumsku koncentraciju u bolesnika s IgAV-om te se dovode u vezu s prekomjernim
stvaranjem Gd-IgALl, dok aktivacija Toll-u sli¢nih receptora 7 i 9 na limfocitima B, potaknuta
virusnim ili bakterijskim nukleinskim kiselinama, dodatno pojacava ovaj proces. Opisane su i
epigenetske promjene, poput smanjenog izrazaja mikroribonukleinske kiseline (miRNA, engl.
microRNA) miR-148b, koja fizioloski suprimira translaciju enzima ukljuenog u pocetni
korak O-glikozilacije, ¢ime njezino sniZenje dodatno pridonosi prekomjernom stvaranju Gd-
IgAl (18).

Gd-IgAl u organizmu djeluje kao neoepitop, odnosno antigen prema kojemu se
stvaraju specificna protutijela klase IgG i IgA; dio tih protutijela vjerojatno Cine prirodno
postojeca, ubikvitarna antiglikanska protutijela, dok su druga novonastala, potaknuta upravo
onom infekcijom koja je djelovala kao okida¢ bolesti (18). Nastali imunokompleksi Gd-1gAl
dodatno vezu topljivi oblik receptora CD89 (CD, engl. cluster of differentiation -
diferencijacijski antigen; CD89, engl. cluster of differentiation 89), pri cemu formiraju vece,
cirkuliraju¢e imunokomplekse koji se, zahvaljuju¢i svojoj veli¢ini 1 afinitetu prema
mezangijskim stanicama bubrega - posredovanom povecanom ekspresijom transferinskog
receptora CD71 - odlazu u stijenke malih krvnih Zzila koze, sinovije, probavnog trakta i,
osobito, mezangija bubrega (2, 10). Suzuki i suradnici pokazali su pritom da IgAV nefritis i
IgA nefropatija dijele zajednicku patogenetsku okosnicu upravo posredovanu Gd-IgAl, Sto
dodatno objasnjava zaSto se ta dva entiteta klinicki i histoloski znatno preklapaju (20). U
mjestu odlaganja imunokompleksa aktivira se lektinski put - posredovan serinskim
proteazama povezanim s manozom (MASP-1, engl. mannose-associated serine protease 1;
MASP-2, engl. mannose-associated serine protease 2) - i alternativni put sustava
komplementa, sto uzrokuje aktivaciju endotela, kemotaksiju neutrofila i posljedi¢no oStecenje
stijenke krvne zile (2).

Usporedno s ovim, tzv. imunokompleksnim modelom patogeneze, opisuje se i uloga
antiendotelnih stani¢nih protutijela (AECA, engl. anti-endothelial cell antibodies) -
heterogene skupine protutijela usmjerenih protiv citoskeletnih proteina i drugih sastavnica
endotelnih stanica. Nakon prethodne infekcije ¢iji se epitopi podudaraju s vlastitim
antigenima malih krvnih Zila, nastala AECA protutijela krizno reagiraju s endotelom,
doprinose njegovoj aktivaciji i otpustanju adhezijskih molekula - ICAM-1 (engl. intercellular
adhesion molecule 1), VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1) i E-selektina na

endotelu, odnosno L-selektina na leukocitima - te u konacnici poti¢u privlacenje i aktivaciju



neutrofila putem interleukina 8 i P-selektina koji se oslobadaju iz Weibel-Paladeovih tjeleSaca
aktiviranog endotela (10).

Oba predlozena patogenetska modela - onaj posredovan imunokompleksima Gd-1gA1
i onaj posredovan AECA protutijelima - konvergiraju u zavrs$noj, zajednickoj fazi u kojoj
aktivirani neutrofili, mehanizmima stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima, stvaranjem
neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (NET, engl. neutrophil extracellular traps) te otpustanjem
proteolitickih enzima (mijeloperoksidaza, elastaza, katepsin G) i reaktivnih kisikovih spojeva,
oSteCuju stijenku malih krvnih zila. Posljedica je raspad neutrofilnih jezgara
(leukocitoklazija), ekstravazacija eritrocita, nakupljanje fibrina i edem stijenke zile -
morfoloska slika koja definira leukocitoklasti¢ni vaskulitis karakteristi¢an za IgAV (2, 10).

Upravo je taj zavr$ni korak - aktivacija i degranulacija neutrofila i monocita - bioloski
najizravnije povezan s otpuStanjem proteina S100A8/A9 iz citoplazme tih stanica u
izvanstanicni prostor. Budu¢i da S100A8/A9 ¢ini 1 do 40 % ukupnih citosolnih proteina
neutrofila, njegova serumska koncentracija izravno i osjetljivo odrazava stupanj aktivacije
mijeloidne loze leukocita, Sto je zajednicki zavrsni korak oba opisana modela vaskularnog
oSte¢enja u IgAV-u. Ovom se biologijom, detaljno opisanom u poglavlju 1.3 ovog uvoda,
otvara jasna patofizioloSka osnova za istrazivanje ovog proteina kao moguceg odraza trenutne

upalne aktivnosti bolesti.

1.1.5. Klini¢ka slika

IgAV se najcesce akutno prezentira koZznim promjenama, uz mogucu prisutnost blage
vrucice 1 op¢ih simptoma poput umora i malaksalosti. Palpabilna purpura ili petehije koje ne
blijede na pritisak prisutne su u gotovo svih bolesnika u nekom trenutku bolesti, tipi¢no
simetri¢no rasporedene po ekstenzornim stranama donjih udova 1 straznjici, no mogu zahvatiti
i gornje udove, trup te lice (21). U manjeg broja bolesnika, osobito odraslih, opisuju se teze
kozne promjene poput nekroza, ulceracija ili hemoragijskih bula, povezane s izraZenijim
sistemskim zahvacanjem (21).

Kos$tano-misi¢ni sustav zahvaéen je u 70-90 % bolesnika, u pravilu u vidu
nemigratornog, oligoartikularnog artritisa s predilekcijskim zahva¢anjem gleznjeva i koljena,
bez razvoja kroni¢nih deformiteta ili erozivnih promjena karakteristicnih za juvenilni
idiopatski artritis (21). Gastrointestinalni sustav zahvacen je u 45-75 % djece, najceS¢e u
obliku kolika i periumbilikalne boli uzrokovane submukoznim krvarenjem i edemom stijenke
tankog crijeva, dok se u 20-50 % bolesnika opisuje asimptomatsko okultno krvarenje bez

drugih prate¢ih znakova (22). U manjeg dijela bolesnika (oko 5 %) razvijaju se ozbiljne



komplikacije poput intususcepcije, perforacije crijeva ili masivnog krvarenja, pri cemu je
intususcepcija najcescéa kirurSka komplikacija bolesti (22). ProSireni purpuri¢ni osip i nefritis
prepoznati su kao neovisni Cimbenici rizika za teze gastrointestinalne komplikacije, a
gastrointestinalni simptomi mogu u dijela bolesnika i prethoditi pojavi koznih promjena,
predstavljajuci u tom razdoblju znacajan diferencijalno-dijagnosticki izazov (22).
Zahvacenost bubrega, odnosno IgA wvaskulitisni nefritis (IgAVN), klinicki je
najvaznija manifestacija bolesti, budu¢i da njezina prisutnost predstavlja glavni prognosticki
¢imbenik dugoroc¢nog ishoda (23). Prema literaturi, [gAVN se razvija u otprilike 20-50 %
oboljele djece, s klinickom slikom u rasponu od izolirane mikroskopske hematurije, preko
hematurije udruzene s proteinurijom, do nefrotskog sindroma i, u najtezim slucajevima,
brzoprogresivnog glomerulonefritisa (23). Rizicni ¢imbenici za razvoj nefritisa ukljucuju
stariju dob pri postavljanju dijagnoze, perzistentnu 1 proSireniju purpuru, teze
gastrointestinalne manifestacije te pretilost (23). Rjede zahvacene strukture ukljucuju skrotum

1 testise, sredisnji ziv€ani sustav te, iznimno rijetko, pluca i srce (21).

1.1.6. Dijagnosticki pristup

Dijagnoza IgAV-a prvenstveno je klinicka i oslanja se na veé spomenute
EULAR/PRINTO/PRES klasifikacijske kriterije, koji u odnosu na druge vaskulitise djecje
dobi imaju visoku osjetljivost (100 %) 1 zadovoljavajucu specificnost (87 %) (3) (Tablica 1).
Ne postoji laboratorijski nalaz specifican za IgAV, no u akutnoj fazi bolesti Cesto se biljeZe
blaga leukocitoza sa skretanjem ulijevo, ubrzana sedimentacija eritrocita, povisen C-reaktivni
protein (CRP), a ponekad i povisen feritin, fibrinogen te d-dimeri kao odraz reakcije akutne
faze, dok prisutnost trombocitopenije ili poremecaja koagulacije s velikom sigurno$éu
upucuje na drugu dijagnozu (21). Razine komplementa C3 i C4, kao i nalazi antinuklearnih
protutijela (ANA, engl. antinuclear antibodies) i antineutrofilnih citoplazmatskih protutijela
(ANCA, engl. antineutrophil cytoplasmic antibodies), u pravilu su uredni, odnosno negativni,
Sto dodatno pomaze u razlikovanju IgAV-a od drugih sistemskih vaskulitisa i bolesti vezivnog
tkiva (21).



Tablica 1. Klasifikacijski kriteriji Europskog saveza druStava za reumatologiju /
Medunarodne organizacije za istrazivanja u pedijatrijskoj reumatologiji / Europskog drustva
za pedijatrijsku reumatologiju (EULAR/PRINTO/PRES) za imunoglobulin A vaskulitis.*

Kriterij Definicija Osjetljivost Specifi¢nost

Palpabilna purpura ili petehije bez
trombocitopenije, dominantno na donjim 89 % 86 %
udovima

Purpura (obvezni
kriterij)

UZ BAREM JEDAN
OD SLJEDECIH
KRITERIJA:

Difuzna, akutna, gréevita bol koja moze
Bolovi u trbuhu ukljucivati intususcepciju ili 61 % 64 %
gastrointestinalno krvarenje

Leukocitoklasti¢ni vaskulitis s
Histopatologija predominantnim IgA depozitima ili 93 % 89 %
proliferativni glomerulonefritis

Artritis akutnog pocetka uz oteklinu, bol i
ogranicenu pokretljivost zgloba; artralgije

itis ili ii 9 9
Artritis ili artralgije akutnog pocetka bez otekline i ogranic¢enja 8% 42%
pokreta
Proteinurija > 0,3 g/24 h ili omjer
Zahvacanie bubrega albumin/kreatinin > 30 mg/mmol ili > 2+ 339 20 %

na test-traci; hematurija > 5 eritrocita u
vidnom polju ili > 2+ na test-traci

UKUPNO 100 % 87 %

* |zvor podataka: Ozen S et al, 2010 (3).

Prema preporukama europske inicijative SHARE (engl. Single Hub and Access point
for paediatric Rheumatology in Europe) iz 2019. godine, dijagnosticka obrada ukljucuje
procjenu bubrezne funkcije, kvantitativni pregled urina radi probira na nefritis, a u slucaju
atipi¢ne klinicke slike i dodatnu imunolosku obradu radi iskljuc¢enja drugih sistemskih bolesti
(24). Biopsija bubrega indicirana je u definiranim slucajevima perzistentne ili teze
proteinurije, brzoprogresivnog glomerulonefritisa, odnosno nefrotskog ili nefritickog
sindroma, dok se biopsija koze rijetko izvodi, iskljucivo kod atipi¢ne prezentacije (24).

Novije, medunarodno uskladene smjernice dodatno preciziraju i aZuriraju indikacije za
biopsiju bubrega. Klinicke preporuke Medunarodnog udruzenja za djecju nefrologiju (IPNA,
engl. International Pediatric Nephrology Association) iz 2024./2025. godine po prvi put na
jedinstven nacin objedinjuju dijagnostic¢ki pristup IgA nefropatiji i [IgAVN-u u dje¢joj dobi,
pri ¢emu se indikacije za biopsiju bubrega u bitnome podudaraju s ve¢ navedenim SHARE
kriterijima, uz dodatnu preporuku ponovljene provjere nalaza urina prije konac¢ne odluke o
biopsiji (25). Smjernice organizacije Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO,
engl. Kidney Disease: Improving Global Outcomes) iz 2025. godine, koje po prvi put

objedinjuju IgA nefropatiju i IgAV u jedinstvenom dokumentu, za odrasle bolesnike navode
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da biopsiju bubrega treba uciniti u prisutnosti znakova znacajnog oste¢enja bubreznog tkiva -
perzistentne proteinurije > 0,5 g/dan u trajanju duljem od cetiri tjedna, poremecaja bubrezne
funkcije ili brzoprogresivnog glomerulonefritisa - budu¢i da za IgAV u odrasloj dobi, za
razliku od djecje, ne postoje medunarodno usuglaSeni klasifikacijski kriteriji (26).

Za objektivnu procjenu aktivnosti bolesti u klinickim istrazivanjima koristi se
Pedijatrijski indeks aktivnosti vaskulitisa (PVAS, engl. Pediatric Vasculitis Activity Score),
validirani upitnik koji obuhvaca 64 klinicka obiljezja rasporedena unutar devet organskih
sustava; boduje se je li pojedino obiljezje novonastalo, pogorSano u posljednja Cetiri tjedna ili
je perzistiralo unutar posljednja tri mjeseca (27). Zbroj bodova daje ukupni PVAS rezultat pri
¢emu vrijednost 0 upuéuje na remisiju, a svaka vrijednost jednaka ili visa od 1 na aktivnu
bolest (27). PVAS na taj nac¢in omogucuje standardiziranu i reproducibilnu kvantifikaciju
aktivnosti bolesti u razli¢itim vremenskim tockama te predstavlja referentni klinicki
instrument za korelaciju s potencijalnim laboratorijskim biomarkerima aktivnosti bolesti,

ukljucujuéi i SIO0A8/A9, ¢ime se omogucuje objektivna provjera njihove klinicke valjanosti.

1.1.7. Lijecenje

Budu¢i da je tijek bolesti u vecine djece samoograni¢avajuci, lijecenje je uglavnom
potporno i simptomatsko - odgovarajuc¢a hidracija, odrzavanje elektrolitne ravnoteze te
ublazavanje boli, uz primjenu analgetika ili nesteroidnih protuupalnih lijekova kod artralgije,
koji se, zbog utjecaja na agregaciju trombocita i bubreznu perfuziju, izbjegavaju u bolesnika s
gastrointestinalnim krvarenjem i nefritisom (1). Sistemski glukokortikoidi primjenjuju se kod
rijetkih, teSkih koZznih manifestacija, teze zahvacenosti probavnog sustava, orhitisa,
cerebralnog vaskulitisa 1 pluéne hemoragije (24). Randomizirana kontrolirana istraZivanja
pritom dosljedno pokazuju da profilakticka primjena glukokortikoida u ranoj fazi bolesti ne
smanjuje rizik naknadnog razvoja nefritisa, zbog ¢ega se ne preporucuje u svrhu prevencije
bubrezne bolesti (24).

Preporuku o neopravdanosti profilakticke primjene glukokortikoida dodatno je
potkrijepila 1 najnovija smjernica KDIGO iz 2025. godine, koja izri¢ito savjetuje da se U
bolesnika s izoliranim izvanbubreznim IgAV ne primjenjuju sistemski glukokortikoidi u
svrhu prevencije nefritisa (preporuka razine 1B), pozivaju¢i se na metaanalizu pet
randomiziranih kontroliranih istrazivanja koja je obuhvatila ukupno 789 djece i pritom nije
utvrdila znacajno smanjenje rizika razvoja bubreZne bolesti uz takvo lijecenje (26). Slicno
tomu, najnovije smjernice IPNA iz 2024./2025. godine, potvrduju da dokazi za pojedine

imunosupresivne sheme u lijeCenju IgAVN-a ostaju ograniCeni te da primjena
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glukokortikoida zbog izvanbubreznih manifestacija bolesti ne sprjeCava razvoj bubrezne
bolesti. Iste smjernice preporuc¢uju uvodenje blokade renin-angiotenzinskog sustava u djece s
IgAVN-om i proteinurijom, dodavanje drugih imunosupresivnih lijekova (kalcineurinskih
inhibitora, ciklofosfamida, mizoribina ili mikofenolat mofetila) uz glukokortikoide u slucaju
nedostatnog odgovora na lijeCenje ili izrazenije proteinurije, te ponavljanje biopsije bubrega
radi histoloske procjene ukoliko proteinurija perzistira dulje od Cetiri tjedna unato€ lijecenju
(25).

LijeCenje IgAVN-a stupnjuje se prema tezini proteinurije, bubrezne funkcije i
histoloSkog nalaza biopsije bubrega. Prema preporukama SHARE inicijative, u svih se
bolesnika s IgAVN-om preporucuje uvodenje inhibitora angiotenzin konvertiraju¢eg enzima
radi nefroprotektivnog ucinka, dok se u bolesnika s blazom proteinurijom i urednom
bubreznom funkcijom kao prva linija lijeenja primjenjuju peroralni glukokortikoidi (24). U
bolesnika s perzistentnom, umjereno teskom do teSkom proteinurijom ili nalazom
polumjeseca u biopsiji bubrega, terapija se proSiruje pulsnim dozama glukokortikoida uz
dodatak imunosupresivnih lijekova - azatioprina, mikofenolat mofetila ili, u refraktornim
slucajevima, ciklofosfamida - dok se u najtezim, na standardnu terapiju neodgovarajué¢im
slucajevima opisuje primjena plazmafereze, intravenskih imunoglobulina i rituksimaba,
premda dokazi za te modalitete lijeCenja uglavnom proizlaze iz serija sluCajeva, a ne

randomiziranih klini¢kih istrazivanja (1).

1.1.8. Prognoza i ishod

Veéina djece s IgAV-om ima izvrsnu prognozu s potpunim oporavkom unutar
nekoliko tjedana bez trajnih posljedica. Unato¢ tomu, u 15-40 % bolesnika dolazi do recidiva
bolesti, najesce u vidu ponovne pojave purpuri¢nog osipa i bolova u trbuhu unutar prvih Sest
mjeseci od inicijalne prezentacije, pri ¢emu su recidivi u pravilu blazi i kraceg trajanja od
primarne epizode (21). Dugoroc¢ni ishod bolesti gotovo je iskljuCivo odreden prisutnoscu i
tezinom nefritisa: rizik razvoja zavrSnog stadija kroni¢ne bubrezne bolesti u pedijatrijskoj
populaciji procjenjuje se na 1-5 %, dok je taj rizik osobito visok u bolesnika koji se inicijalno
prezentiraju nefrotskim, a osobito nefritickim sindromom (28).

Zbog mogucnosti kasnog razvoja bubreznih komplikacija, ¢ak i u bolesnika koji su
naizgled postigli klinicku remisiju, preporucuje se dugotrajno pracenje bubrezne funkcije,
krvnog tlaka i nalaza urina, ukljucujuéi 1 razdoblje nakon prelaska u odraslu dob (28). Za
patohistoloSku analizu bubreznih bioptata danas se u klinickoj praksi i istrazivac¢kom radu

najcesce primjenjuje revidirana Oxfordska klasifikacija, koja dobro predvida ishod bolesti i u
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pedijatrijskoj populaciji s IgAVN-om, dok usporedbe s drugim, starijim klasifikacijskim
sustavima (ISKDC, engl. International Study of Kidney Disease in Children; Haasova;
semikvantitativna klasifikacija) pokazuju da upravo Oxfordska i semikvantitativna
klasifikacija najbolje predvidaju nepovoljan bubrezni ishod (29). Upravo ta nepredvidivost
tijeka bolesti - od potpunog, samoograni¢avajuéeg oblika bez ikakvih posljedica do teSkog, na
lijeCenje rezistentnog nefritisa s progresijom u kroni¢nu bubreznu bolest - predstavlja klju¢ni
klinicki problem u skrbi za djecu s IgAV-om i glavni je razlog za intenzivno trazenje
pouzdanih, lako dostupnih biomarkera aktivnosti bolesti koji bi omogu¢ili raniju identifikaciju

bolesnika s rizikom nepovoljnog tijeka.

1.2. Biomarkeri u imunoglobulin A vaskulitisu

Prema opcéeprihvacenoj definiciji, biomarker je endogena molekula koja se objektivno
mjeri kao pokazatelj fizioloSkog ili patoloSkog procesa, odnosno odgovora na terapijsku
intervenciju, a moze se odrediti iz tkivnih uzoraka, tjelesnih tekucina (krv, urin, slina) ili
razgradnih produkata poput stolice (30). U kontekstu IgAV-a, biomarkeri mogu posluziti
nekolicini svrha koje se medusobno ne iskljucuju: procjeni sklonosti obolijevanju, boljem
razumijevanju imunopatogeneze, procjeni aktivnosti bolesti, prognostickoj stratifikaciji
bolesnika te pra¢enju odgovora na lijeCenje (31, 32). Odredivanje biomarkera iz tjelesnih
tekuc¢ina i razgradnih produkata ima brojne prakticne prednosti u odnosu na tkivne
biomarkere, budu¢i da se uzorak relativno lako i neinvazivno dobiva, §to je osobito vazno u

pedijatrijskoj populaciji (31). (Slika 1)
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VASKULARNA UPALA

(zajednicka poveznica vaskulitisa)

Sistemska upala b Aktivacija S nlADSME s;l;géji?:“:h?:qapf;:st
iy | e S, || e it R o
HEHEXY CEC, EPC, VEGF - C4 ANCA (AAV)

ORGANSKO OSTECENJE
(koZa, bubreg, krvne Zile, SZ5...)

v

BIOMARKERI
(dijagnoza, aktivnost, prognoza)

Slika 1. Patogenetski putevi i podrijetlo biomarkera u sistemskim vaskulitisima. lzvor
podataka: Sestan M et al, 2026 (33).
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Tablica 2. Odabrani biomarkeri prema vaskulitisu i klini¢koj namjeni
(dijagnoza/klasifikacija, aktivnost/pracenje, prognoza/komplikacije, organski specifi¢ni

biljezi).*
. Organski
Vaskulitis Dlja.g.noza!_/ Aktivnost / pracenje Prognqza /.. specifi¢no /
klasifikacija komplikacije
ostalo
SE, CRP, SAA; PTX3; IL- Podetni
Gigantocelularni SE, CRP, SAA;  6;0s IL-17/IL-23; MCP-1; . . )
arteritis PTX3 MMP-9; S100A8/A9, \S/EE/CC;:E PISAA; PTX3;  MMP-9; VEGF
S100A12
SE, CRP; PTX3; IL-6; 0s ) ) VEGF; EPC;
;i';ﬁi’ia:”‘“’ SE, CRP; PTX3  IL-17/IL-23; MCP-1; IL- E/TEE?I’: MMP-9; CEC;
18; VEGF; EPC; CEC leptin/adiponektin
CRP, SE; CRP, SE; IL-1p; IL-6; H?_Oarg’;mg_‘em”a;
promjene KKS-a TNF-a; IL-17A/IL-18/IL- 8108A8/A9 ’i NT-proBNP;
Kawasakijeva (neutrofili, 23; S1I00A8/A9i . . MMP-9; panel
" Y S100A12; MMP-9; o RSP
bolest trombociti, NLR, S100A12; biljezi aktivacije alektin-3: feritin: D- biljega ostecenja
MPV); NT- endotela (VEGF/adhezijske gimer' % ' ' endotela
proBNP molekule/CEC); MMP-9 neutrofila/NLR
Bubreg: Gd-IgA1;
PTX3; AGT,; urinarni
Broj .Ieuko?lta; . Tha7 citokini (IL-17A/IL- C?3/C4/§35/05a; . Panel urinarnih
. CRP; IL-6; SAA; . urinarni HMGBL1; . ]
IgA vaskulitis kombinirani 18/1L-23); TNF-a; urinarni KIM- biljega (bubreg);
(IgAV/IgAVN) ) - kalprotektin (S100A8/A9); fekalni
indeksi (SAA, serumski HMGB1 1/MCP- kalprotektin
IgA, IgM, CRP) 1/NAG/NGAL/e- P
GST; MMP-9. GlI:
fekalni kalprotektin
SE, CRP; titar ANCA,;
s VWEF; DNI; TIMP-1; . -
Vaskulitis povezan PTX3: HMGBL: Omijer .CR_P/aIburplnl Urinarni PTX3:
s ANCA ANCA (MPO, - . (CAR); nizak C3; . . )
rotutijelima PR3): SE, CRp  SL00AB/A9; SI00A1Z 1L o1 05ag/A0 | urinarni HMGB1;
b T 8; IL-15; TARC; urinarni KIM-1

(AAV)

osteopontin; SICAM-1;
CXCL13; sRAGE

S100A12; PTX3

* lzvor podataka: Sestan M et al, 2026 (33). Prikazan je odabir pet vaskulitisa relevantnih za temu ovog rada;
izvorna tablica sadrzi i dodatne skupine vaskulitisa (krioglobulinemijski vaskulitis, hipokomplementemijski
urtikarijski vaskulitis, Behgetova bolest, Coganov sindrom, primarni angiitis srediSnjeg ziv€anog sustava).

Unato¢ desetlje¢ima istrazivanja i doslovno stotinjak ispitivanih molekula, do danas

nijedan biomarker nije uveden u rutinsku klinicku praksu niti je proSao potpunu klinicku
validaciju. To zorno pokazuje i najopseznija dosad objavljena sustavna analiza literature, u
kojoj je skupina madarsko-rumunjskih autora sustavno pretrazila tri velike baze podataka i u
kvalitativnu sintezu ukljucila 129 studija sa 121 razli¢itim klinickim 1 pretklinickim
biomarkerom, obuhvativsi ukupno vise od 23 000 pedijatrijskih bolesnika s IgAV-om (34). Iz
ove meta-analize proizlazi nekoliko vaznih spoznaja koje oblikuju suvremeno razumijevanje

biomarkerskog polja u IgAV-u.
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1.2.1. Hematoloski i koagulacijski pokazatelji

Omjer neutrofila i limfocita (NLR, engl. neutrophil-to-lymphocyte ratio) te omjer
trombocita i limfocita (PLR, engl. platelet-to-lymphocyte ratio) - jeftini i lako dostupni
pokazatelji izvedeni iz kompletne krvne slike - u posljednjem su desetlje¢u sve CeSce
istrazivani kao potencijalni pokazatelji sistemske upale u brojnim kroni¢nim upalnim i
autoimunim bolestima (34). Meta-analiza Beldie i suradnika pokazala je da su vrijednosti
NLR-a bile znacajno vise u djece s [gZAVN-om u odnosu na djecu bez zahvacenosti bubrega,
no taj je ucinak bio izrazen prvenstveno u turskoj populaciji, dok u kineskoj kohorti razlika
nije dosegnula statistiCku znacajnost (34). Sli¢an, geografski ovisan obrazac zabiljezen je i za
PLR, koji je bio znacajno visi u korejskoj i turskoj podskupini, dok je u kineskoj podskupini
bio, suprotno ocekivanom, nizi u bolesnika s nefritisom (34). Ovakva nekonzistentnost
izmedu populacija upucuje na to da genetska i okoliSna pozadina bolesnika znac¢ajno modulira
izrazaj sistemske upale mjerene ovim indeksima, ¢ime se ograni¢ava njihova samostalna,
univerzalna primjenjivost kao prediktora nefritisa (34).

Pojedina¢ne kohortne studije uglavnom potvrduju korisnost NLR-a i PLR-a u trijazi
bolesnika s povecanim rizikom sistemske, osobito bubreZzne i gastrointestinalne zahvacenosti
(35-37). Ipak, dijagnosticka meta-analiza koja je objedinila podatke o osjetljivosti i
specifi¢nosti nije za NLR, PLR niti za bilo koji drugi od dvanaest analiziranih standardnih
laboratorijskih pokazatelja (hemoglobin, leukociti, trombociti, titar antistreptolizina O, C3,
C4, CRP, sedimentacija eritrocita, IgA, I1gG, albumini) utvrdila zadovoljavajucu dijagnosticku
tocnost kao samostalnog prediktora IgAVN-a (34). Ovaj nalaz dodatno naglaSava da
hematoloski indeksi, iako korisni kao orijentacijski pokazatelj sistemske upale, ne mogu

zamijeniti potrebu za specifi¢nijim, patogenetski utemeljenim biomarkerima.

1.2.2. Imunoloski i upalni pokazatelji

Najvise je istrazivan galaktoza-deficijentni IgAl (Gd-IgAl), ¢ije poviSene serumske
vrijednosti dosljedno koreliraju s razvojem nefritisa u djece i odraslih s IgAV-om, no njegovo
odredivanje zahtijeva specijalizirane laboratorijske metode koje nisu Siroko dostupne u
rutinskoj klini¢koj praksi (20). Osim Gd-IgAl, u novije se vrijeme sve intenzivnije istrazuje
Sira paleta imunoloskih i upalnih biomarkera - imunoglobulinske podklase (IgA, 1gG, IgM),
interleukini - interleukin 6 (IL-6), interleukin 8 (IL-8) i interleukin 10 (IL-10) -, komponente
komplementa (C3, C4) i ¢imbenik tumorske nekroze alfa (TNF-a), uz klasicne pokazatelje

poput CRP-a i sedimentacije eritrocita (34). Zanimljivo, u kineskoj podskupini bolesnika
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zabiljezene su nize vrijednosti IgG u djece s nefritisom u odnosu na djecu bez zahvacenosti
bubrega, dok ta razlika nije potvrdena u europskim kohortama; kao mogucée objaSnjenje
predlaze se da imunokompleksi u bolesnika bez nefritisa sadrze samo IgA, dok u bolesnika s
IgAVN-om i srodnom IgA nefropatijom uz IgA sadrze i IgG, koji se posljedi¢no trosi u
stvaranju 1 odlaganju imunokompleksa u bubreznom tkivu (34). Ni CRP ni sedimentacija
eritrocita, unato¢ Siroko rasprostranjenoj klinickoj primjeni, nisu u navedenoj meta-analizi
pokazali klinicki ili statisticki znacajnu razliku izmedu bolesnika s nefritisom i bez njega (34),
¢ime se potvrduje ranije spomenuto ograni¢enje klasi¢nih upalnih parametara u ovoj bolesti.
Osobitu je vrijednost pokazao pristup temeljen na visokoprotocnoj proteomici.
Primjenom Olink tehnologije (metoda proksimalne ekstenzije, engl. proximity extension
assay) skupina kineskih autora usporedila je koncentracije 92 upalna proteina u plazmi djece s
abdominalnim oblikom IgAV-a i zdrave djece te je nakon validacije u tri neovisne kohorte
identificirala interleukin 8 (IL-8), onkostatin M (OSM) te ¢lan nadobitelji ¢imbenika
tumorske nekroze TNFSF-14 (poznat i pod nazivom LIGHT) kao dosljedno povisene biljege s
izrazenim dijagnostickim potencijalom (38). Kombinacija ove tri molekule postigla je
povrsinu ispod krivulje operativne karakteristike promatraca (ROC, engl. receiver operating
characteristic) od 0,922, uz osjetljivost od 83,3 % i specifiénost od 90,0 %, znatno
nadmasivsi dijagnosti¢ku vrijednost bilo kojeg pojedinacnog biljega (38). Autori predlazu da
IL-8 kao primarni kemoatraktant neutrofila pokrece ranu upalnu kaskadu u crijevnoj
mikrovaskulaturi, da TNFSF-14 potom modulira aktivaciju i infiltraciju limfocita T te da
OSM posreduje razgradnju izvanstani¢nog matriksa i remodeliranje tkiva, ¢ime se oblikuje
slijed dogadaja koji objaSnjava tipicnu klinicku sliku abdominalnog IgAV-a (38).
Funkcionalna analiza obogacenja dodatno je pokazala da su otkriveni biljezi usko povezani sa
signalnim putem jezgrinog ¢imbenika kapa B (NF-«kB, engl. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) te interakcijom citokina i njihovih receptora, ¢ime se otvara

mogucénost ciljanog terapijskog djelovanja na te putove u buduénosti (38).

1.2.3. Urinarni i bubreZno specifi¢ni biomarkeri

Budu¢i da klasicni, rutinski dostupni laboratorijski parametri upale nisu specificni niti
dovoljno osjetljivi za pracenje suptilnih promjena bubrezne aktivnosti bolesti, znatan
istrazivaCki napor usmjeren je prema pronalazenju urinarnih biomarkera koji bi izravno
odrazavali zbivanja unutar bubreznog parenhima (39). Sustavni pregled koji je obuhvatio
urinarne biomarkere u pedijatrijskom IgAVN-u kao najperspektivniju kombinaciju izdvojio je

molekulu o$teéenja bubrega tip 1 (KIM-1, engl. kidney injury molecule-1), protein za
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kemotaksiju monocita 1 (MCP-1, engl. monocyte chemoattractant protein-1), N-acetil-p-D-
glukozaminidazu (NAG, engl. N-acetyl-p-D-glucosaminidase) te urinarni angiotenzinogen
(AGT, engl. angiotensinogen) (39). Urinarni AGT posebno je zanimljiv jer njegova povisena
koncentracija odrazava aktivaciju intrarenalnog renin-angiotenzinskog sustava, paralelno prati
tezinu proteinurije i, prema pojedinim istrazivanjima, ostaje povisen i u fazi prividne klinicke
rekonvalescencije (39).

Komponente sustava komplementa mjerene u urinu (C3, C4, C5, C5a) takoder su
znacCajno povisene u djece s IgAVN-om, odrazavaju¢i lokalnu, intrarenalnu aktivaciju
alternativnog i lektinskog puta komplementa, neovisno o sistemskim, serumski mjerenim
vrijednostima koje ostaju unutar referentnog raspona (40). Kombinirano odredivanje vise
komplementnih proteina u urinu pokazalo je izrazito visoku dijagnosticku to¢nost (povrSina
ispod krivulje operativne Kkarakteristike promatrata, ROC, engl. receiver operating
characteristic - 0,92) u razlikovanju bolesnika s nefritisom i bez njega (40). Osim
komplementa, sve se viSe pozornosti pridaje i proteinu visoke pokretljivosti iz skupine 1
(HMGB1, engl. high mobility group box 1), ¢ije povisene urinarne i serumske koncentracije
koreliraju s aktivnos¢u bolesti te - prema novijim spoznajama - stupaju u izravnu molekularnu
interakciju s Gd-IgALl i njegovim receptorom za krajnje produkte uznapredovale glikacije
(RAGE, engl. receptor for advanced glycation end products), otvaraju¢i dodatan patogenetski

put prema oste¢enju bubreznog tkiva u IgAV-u (39). (Slika 2)

Imunosne abnormalnosti Lokalna bubrezna upala Ostecenje tkiva
(Gd-lgAl, stvaranje —d3gktivacija komplementa C3a/C5p-#| (otpustanje biljega ozljede
irhunokompleksa IgG/IgA-Gd-IgA otpustanje IL-6, TNF-a) bubreznih kanali¢a)

Genska sklonost
(varijante HLA razreda Il)

Urinarni biljezi
(KIM-1, NGAL, MCP-1,
AGT, e-GST)

Multiomiicki pristup: genomika - transkriptomika - proteomika - metalolomika

Slika 2. Shematski prikaz patogenetske mreze i biomarkera imunoglobulin A vaskulitisnog
nefritisa (IgAVN). Izvor podataka: Xu S et al, 2026 (39).

18



1.2.4. Gastrointestinalni biomarkeri

Poseban je izazov procjena zahvaéenosti probavnog sustava, buduc¢i da abdominalna
bol moze biti prvi, a katkad i jedini simptom bolesti, §to je klinicki lako zamijeniti s kirurSkim
akutnim abdomenom. Pozitivan test na okultno krvarenje u stolici (FOBT, engl. faecal occult
blood test) u spomenutoj se meta-analizi pokazao znafajno povezanim s povecanom
vjerojatno$¢u istodobne bubrezne zahvacenosti (omjer izgleda 2,04; 95 % CI 1,05-3,96), no
dijagnosticka analiza pokazala je tek umjerenu specifi¢nost (79 %) uz nisku osjetljivost (36
%), zbog ¢ega FOBT sam za sebe nije prikladan kao samostalni probirni alat, premda moze
pomo¢i u isklju¢ivanju bubrezne zahvacenosti kada je nalaz uredan (34). Fekalni kalprotektin
- istoimeni protein S100A8/A9 mjeren u stolici - pokazao se dosljedno najbolje validiranim
biomarkerom gastrointestinalne upale u djece s IgAV-om, nadmasivsi u tom smislu i CRP i
standardnu krvnu sliku (41, 42). Vrijedi napomenuti da fekalni i serumski oblik istog proteina
ne moraju nuzno medusobno korelirati, Sto upucéuje na to da oni odrazavaju upalnu aktivnost u
razli¢itim, prostorno odvojenim odjeljcima organizma - lokalnu crijevnu upalu nasuprot
sistemskoj, vaskularnoj upali - a ne nuzno isti patofizioloski proces, o ¢emu Ce biti vise rijeci

u poglavlju 1.3.

1.2.5. Ogranicenja dosadasnjih istrazivanja i preostale spoznajne praznine

UnatoC obilju objavljenih istrazivanja, njihova kriti¢ka analiza otkriva niz sustavnih
ogranienja. Velika veéina dosada$njih studija provedena je na malim kohortama iz samo
jednog centra, bez uskladene definicije nefritisa, bez standardiziranih pragova pozitivnosti 1
uz znatnu metodolosku heterogenost u vremenu uzorkovanja u odnosu na pocetak bolesti
(34). Rijetko se izvjeStava o mjerama dijagnosticke tocnosti poput osjetljivosti, specificnosti
ili povrsine ispod ROC krivulje, ¢ime se onemogucuje pouzdana usporedba biomarkera medu
studijama (34). Nadalje, geografska i vjerojatno etnicka varijabilnost u ucinku pojedinih
biomarkera - jasno demonstrirana za NLR i PLR - upucuje na to da bi buduca istrazivanja
trebala uzeti u obzir populacijski specificne genetske 1 okoliSne ¢imbenike, umjesto oslanjanja
na univerzalne granic¢ne vrijednosti (34).

Uvodenjem visokopropusnih “’omickih’” tehnologija - genomike, transkriptomike,
proteomike i metabolomike - istrazivanje biomarkera IgAVN-a ulazi u novo, sustavno
razdoblje, u kojemu se molekularna slika bolesti rekonstruira istodobno na nekoliko razina, od
genske osjetljivosti, preko transkripcijske regulacije i proteinskih izvrSitelja, do metabolickih

krajnjih tocaka (39). Jednostani¢na transkriptomika (engl. single-cell RNA sequencing)
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omogucila je, primjerice, uvid u to da su citotoksi¢ni efektorski podskupovi limfocita T
obogaceni u koznom i bubreznom obliku bolesti, dok su plazma stanice, limfociti B i
folikularni pomagacki limfociti T obogaceni u zglobnom i abdominalnom obliku, S§to
odrazava dinamicku prirodu imunosnog odgovora tijekom razli¢itih klinickih manifestacija
IgAV-a (39). Ipak, prema jedinstvenom zakljucku svih navedenih pregleda literature, nijedan
dosad ispitivani biomarker - unato¢ statisticki znacajnim povezanostima - nije dosegnuo
razinu klini¢ki primjenjive, samostalno dostatne dijagnosticke ili prognosti¢ke vrijednosti, Sto
opravdava nastavak sustavnog istrazivanja novih, patogenetski utemeljenih kandidata poput

proteina SI00A8/A9 (34, 39).

1.3. S100A8/A9 protein (kalprotektin, MRP8/14)

1.3.1. Nomenklatura, struktura i stani¢na ekspresija

S100A8/A9 heterodimer je proteina SI00A8 i SI00A9, ¢lanova obitelji S100 proteina
koji vezu kalcij, a u literaturi je poznat i pod nizom drugih naziva: kalprotektin,
MRP8/MRP14 (mijeloid vezani protein 8/14, engl. myeloid-related protein 8/14), kalgranulin
A/B, L1 protein te antigen cisti¢ne fibroze (43). Ovi brojni nazivi odraZzavaju povijest njegova
otkrica 1 karakterizacije u razliitim istrazivackim kontekstima - imunokemijskom,
biokemijskom i klinickom - pocevsi od njegove izvorne identifikacije kao proteina citosola
neutrofila krajem 1980-ih godina (44).

Obitelj S100 proteina broji vise od dvadeset strukturno srodnih, no funkcionalno
razli¢itih niskomolekularnih proteina, obiljeZenih prisutnoséu dviju domena koje vezu kalcij
tipa EF-hand, a gotovo svi geni ove obitelji smjeSteni su unutar kromosomske regije 1921,
podrucja koje ima srediSnju ulogu u regulaciji tkivnog razvoja (45). SI00A8 (molekulske
mase oko 10,8 kDa) i S100A9 (molekulske mase oko 13 kDa) fizioloSki postoje pretezno u
obliku heterodimera stabiliziranog vezanjem kalcija 1 cinka, pri ¢emu se u uvjetima vece
koncentracije kalcija heterodimeri mogu dodatno udruzivati u heterotetramere, $to povecava
njihovu biolosku aktivnost (43, 46).

S100A8/A9 pretezno je izrazen u stanicama mijeloidne loze - neutrofilnim
granulocitima, monocitima i rano diferenciranim makrofazima - u kojima moze ¢initi i do 40-
45 % ukupnih citosolnih proteina neutrofila, odnosno oko 1 % ukupnih stani¢nih proteina
monocita (43, 46). Njegova ekspresija znatno je niza ili odsutna u zrelim, tkivnim
makrofazima, a ponovno se inducira u stanjima aktivacije, primjerice tijekom diferencijacije

monocita u upalnim uvjetima, kao i u pojedinim epitelnim stanicama (keratinociti, epitel

20



diSnih puteva) izloZzenim upalnom ili mehaniCkom stresu (46, 47). Zbog te karakteristi¢ne,
gotovo iskljucive ekspresije u stanicama urodene imunosti, SI00A8/A9 se smatra pouzdanim,
relativno specificnim pokazateljem njihove aktivacije, za razliku od mnogih drugih upalnih

biljega koji odrazavaju §iri, manje specifi¢an raspon stani¢nih i sustavnih procesa.

1.3.2. Unutarstani¢na funkcija SI00A8/A9

Unutar stanice, kompleks SI00A8/A9 na nacin ovisan o kalciju stupa u interakciju s
elementima citoskeleta - mikrotubulima, vimentinom, keratinom i aktinskim filamentima -
¢ime sudjeluje u regulaciji stani¢nog oblika, polimerizacije aktina, migracije te osobito
transendotelne migracije fagocita na mjesto upale (46). Ova je funkcija kljuéna za ucinkovito
napustanje krvozilnog sustava i usmjereno kretanje neutrofila i monocita prema mjestu
tkivnog oStecenja ili infekcije, cime S100A8/A9 djeluje kao svojevrstan unutarstani¢ni senzor
kalcija koji koordinira odgovor fagocita na promjene u njihovoj okolini. Osim uloge u
citoskeletnoj dinamici, S100A8/A9 sudjeluje u regulaciji stani¢ne proliferacije i
diferencijacije, homeostazi kalcija, metabolizmu arahidonske kiseline te u fosforilaciji
proteina ukljucenih u signalne puteve stani¢ne aktivacije, poput ranije opisanog pl4 proteina
(44, 46).

Kompleks takoder ima izraZzeno antimikrobno djelovanje, koje se pripisuje njegovoj
sposobnosti kelacije dvovalentnih kationa cinka i mangana, esencijalnih elemenata za rast i
metabolizam brojnih mikroorganizama - mehanizam poznat kao ‘’nutricijska imunost’” (engl.
nutritional immunity) - ¢ime S100A8/A9 pridonosi urodenoj obrani od bakterijskih i
gljivicnih patogena neovisno o svojoj proupalnoj, izvanstani¢noj funkciji (43, 46). Ova
dvojna, unutarstani¢na 1 izvanstanicna uloga ¢ini S100A8/A9 izrazito svestranim
molekularnim sudionikom urodenog imunosnog odgovora, ¢ije otpuStanje iz stanice
predstavlja prekretnicu izmedu njegove regulatorne, unutarstani¢ne 1 signalizacijske,

izvanstani¢ne funkcije.

1.3.3. Izvanstani¢na funkcija S100A8/A9 - uloga alarmina

Nakon otpustanja iz aktiviranih ili oStec¢enih stanica - bilo aktivhom sekrecijom
neovisnom o klasi¢nom putu endoplazmatski retikulum-Golgijevo tijelo, bilo pasivnim
otpuStanjem tijekom stani¢ne nekroze ili stvaranja neutrofilnih izvanstani¢nih zamki -
ST00A8/A9 u izvanstanicnom prostoru djeluje kao alarmin: endogena molekula povezana s
oste¢enjem (DAMP, engl. damage-associated molecular pattern) koja imunosnom sustavu

signalizira prisutnost stani¢nog stresa ili oStecenja tkiva, neovisno o prisutnosti patogena (45).
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Zajedno s drugim alarminima poput proteina visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBL1,
engl. high mobility group box 1) i interleukina la (IL-1a) i 33 (IL-33), SI00A8/A9 pripada
skupini molekula s dvojnom, unutarstanicnom regulatornom 1 izvanstanicnom
signalizacijskom funkcijom, koje predstavljaju rano, brzo dostupno orude urodene imunosti u
odgovoru na tkivni stres, prethodeci po vremenu aktivacije sporijem odgovoru posredovanom
klasi¢nim citokinima (45).

Svoje proupalno djelovanje S100A8/A9 ostvaruje prvenstveno vezanjem za receptor
za kona¢ne produkte uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation
end products) te Toll-u sli¢cne receptore 4 (TLR4, engl. Toll-like receptor 4), izrazene na
povrSini monocita, makrofaga i endotelnih stanica, ¢ime aktivira unutarstani¢ne signalne
puteve posredovane jezgrinim ¢imbenikom kapa B (NF-kB) (45). Aktivacija tog signalnog
puta preko molekula MyD88 rezultira sintezom i otpusStanjem proupalnih citokina - ¢imbenika
tumorske nekroze alfa (TNF-a), interleukina 1B (IL-1p) te interleukina 6 (IL-6), 8 (IL-8) i 23
(IL-23) - koji dodatno poti¢u kemotaksiju i regrutiranje leukocita na mjesto upale, stvarajuci
svojevrsnu pozitivnu povratnu spregu koja pojacava i produljuje lokalni upalni odgovor (45).
Vrijedno je istaknuti da istodobna blokada TLR4 i RAGE receptora u eksperimentalnim
uvjetima potpuno ponistava proupalne u€inke S100A8/A9, ¢ime se potvrduje da su ova dva
receptora nezaobilazna sastavnica njegove signalizacije (45). Usporedno, RAGE-ovisna
aktivacija MAPK signalnih puteva (p38, JNK, ERKI1/2) pojacava stvaranje kemokina,
ukljucujuéi protein za kemotaksiju monocita 1, te izrazaj endotelnih adhezijskih molekula
ICAM-1 i VCAM-1, ¢ime se dodatno potice privlacenje i prijelaz leukocita kroz stijenku
upaljene krvne zile - mehanizam koji izravno odgovara obrascu vaskularnog oStecenja
karakteristicnom za IgAV (45).

Osim citokinske signalizacije, S100A8/A9 izravno djeluje na endotelne stanice,
poti¢u¢i njihovu aktivaciju, narusavanje integriteta endotelnog monosloja te apoptozu i
nekrozu endotelnih stanica, ¢ime izravno pridonosi vaskularnom oStec¢enju karakteristicnom
za vaskulitise (45). Osim toga, kompleks produljuje prezivljenje neutrofila inhibicijom
apoptoze, olakSavaju¢i njihovo nakupljanje na mjestu upale, a sudjeluje i u aktivaciji steCene
imunosti - sudjeluje u pripremanju (primingu) CD8+ limfocita T od strane antigen-
prezentirajucih stanica te djeluje kao ko-stimulacijski medijator zajedno sa signalnim putem
CD40/CD40L, potencijalno poticué¢i slom imunosne tolerancije (45). Zanimljivo je da
S100A8/A9, unutar stanice, moZe djelovati 1 suprotno - suprimiraju¢i aktivaciju jezgrinog
¢imbenika kapa B i time snizavajucéi izrazaj IL-1p, IL-6 i TNF-a - te da ograniCava stvaranje

reaktivnin  kisikovih  spojeva potaknuto mijeloperoksidaza-ANCA  protutijelima u
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neutrofilima, ¢ime pokazuje dvojaku, kontekstno ovisnu ulogu u regulaciji homeostaze
imunosnog odgovora (45, 48). Ova dvojnost djelovanja objasnjava zasto razina ST00A8/A9
osjetljivo, gotovo u realnom vremenu, prati intenzitet upalnog procesa - rastuéi s porastom
upalne aktivnosti 1 opadaju¢i s njezinim smirivanjem - Sto ga Cini bioloski izrazito
prihvatljivim kandidatom za dinamicki biomarker aktivnosti bolesti u Sirokom rasponu
Upalnih, autoimunih i autoinflamatornih stanja, ukljucujuéi i rijetke bolesti djecje dobi poput

IgAV-a.

1.3.4. S1I00A8/A9 kao hiomarker aktivnosti bolesti u reumatskim i autoimunim

bolestima

Zahvaljujué¢i svojoj brzoj i osjetljivoj reakciji na aktivaciju neutrofila i monocita,
S100A8/A9 opsezno je istrazivan kao biomarker aktivnosti bolesti u nizu reumatskih i
autoimunih bolesti, s posebno bogatom literaturom u pedijatrijskoj reumatologiji. U
juvenilnom idiopatskom artritisu (JIA, engl. juvenile idiopathic arthritis), povisene serumske
vrijednosti SI00A8/A9 korelirale su s klinickom aktivnosc¢u bolesti, a u sistemskom obliku
JIA 1 s prisutno$éu koznog osipa, dok se pokazalo da razina proteina ostaje poviSena i u
bolesnika u prividnoj klini¢koj remisiji, upucuju¢i na postojanje subklinicke, ’tinjajuce’’
upale koja prethodi klini¢kom recidivu bolesti (49, 50). Berntzen 1 suradnici jedni su od prvih
koji su opisali korelaciju S100A8/A9 (tada nazivanog L1 proteinom) s drugim laboratorijskim
pokazateljima upale, poput CRP-a i sedimentacije eritrocita, uz opazanje da S100A8/A9
pokazuje i jacu povezanost s klinickom aktivnoS¢u bolesti od navedenih klasi¢nih parametara
(51). Gerss i suradnici dodatno su pokazali da kombinacija fagocit-specifiénih S100 proteina i
visokoosjetljivog CRP-a moze posluziti kao pouzdan alat za individualiziranu, riziku
prilagodenu odluku o postupnom smanjivanju terapije u bolesnika s JIA-om u remisiji, ¢ime
je otvoren put prema prakti¢noj klinickoj primjeni ovog biomarkera u vodenju lijecenja (52).
La 1 suradnici potvrdili su vrijednost serumskog kalprotektina i u dijagnosticCkom smislu,
opisujuci njegovu korisnost u razlikovanju podskupina JIA-e i pracenju odgovora na terapiju
(53).

Sli¢ni nalazi opisani su i u reumatoidnom artritisu, sistemskom eritemskom lupusu,
adultnom obliku Stillove bolesti, psorijaticnom artritisu te u vaskulitisima povezanim s
antineutrofilnim citoplazmatskim protutijelima. U adulthom obliku Stillove bolesti, Kim i
suradnici pokazali su da serumski S100A8/A9, za razliku od folistatinu sli¢nog proteina 1 i
interleukina 18, predstavlja koristan biomarker aktivnosti bolesti, dosljedno koreliraju¢i s

brojem zahvacenih organskih sustava i1 klini¢kim parametrima aktivnosti (54). Sustavni
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pregledi kalprotektina u autoimunim bolestima naglasavaju njegovu prednost pred klasi¢nim
upalnim parametrima upravo u kontekstu pra¢enja dinamike bolesti tijekom vremena u istog
bolesnika, dok njegova ograniena specificnost za pojedinu bolest ograniCava njegovu
samostalnu, dijagnosti¢ku, odnosno diferencijalno-dijagnosti¢ku vrijednost (55, 56).

Klini¢ka zrelost ovih nalaza dodatno je potvrdena uvrStavanjem S100A8/A9 u
recentne medunarodne klinicke smjernice. Prema preporukama Europskog saveza drustava za
reumatologiju i Europskog drustva za pedijatrijsku reumatologiju (EULAR/PRES) iz 2024.
godine za dijagnozu i lijeCenje Stillove bolesti - zajednickog naziva za sistemski oblik
juvenilnog idiopatskog artritisa i adultni oblik Stillove bolesti - izraZzena poviSenost
serumskog interleukina 18 i/ili S100 proteina, ukljucujuci kalprotektin, snazno podupire
dijagnozu bolesti te ih se preporucuje odrediti kad god je to moguce (57). Slicno tomu,
smjernice EULAR-a i Ameri¢kog reumatoloskog drustva (ACR, engl. American College of
Rheumatology) iz 2022. godine za dijagnostiku, lijeCenje i pracenje autoinflamatornih bolesti
posredovanih interleukinom 1 - krioporinom udruzenih periodi¢kih sindroma, periodickog
sindroma udruzenog s receptorom za ¢imbenik tumorske nekroze, deficita mevalonat kinaze i
deficita antagonista receptora interleukina 1 - navode S100 proteine, uz C-reaktivni protein,
sedimentaciju eritrocita i serumski amiloid A, kao jedne od biljega sistemske upale koji
koreliraju s aktivno$c¢u bolesti i mogu se Koristiti u klinickoj obradi i pracenju ovih bolesnika
(58). Uvrstavanje SI00A8/A9 u formalne klinicke smjernice dviju velikih skupina reumatskih
bolesti dodatno potvrduje njegovu klini¢ku zrelost kao biomarkera te predstavlja poticajan
presedan za njegovu mogucu buducu primjenu i u drugim reumatskim bolestima, poput
IgAV-a.

U bolesnika s wvaskulitisom povezanim s antineutrofilnim citoplazmatskim
protutijelima (AAV, engl. ANCA-associated vasculitis) pokazano je da su tijekom aktivne
faze bolesti aktivirani i neutrofili i monociti, s povisenom ekspresijom S100A8/A9 na
njihovoj stani¢noj povrsini u odnosu na zdrave kontrole; serumske razine SI00A8/A9 vjerno
su odrazavale ove stani¢ne nalaze, uz znac¢ajno vise vrijednosti u aktivnoj bolesti u odnosu na
remisiju i zdrave ispitanike (59). U prospektivnoj kohorti bolesnika s proteinaza 3-ANCA
udruzenim vaskulitisom, viSa serumska razina kalprotektina bila je neovisno povezana s
povecanim rizikom relapsa bolesti tijekom pracenja, sugeriraju¢i njegovu mogucu
prognosti¢ku, a ne samo deskriptivnu vrijednost (60). Istrazivanje uloge S100A8/A9 1 srodnog
proteina S100A12 u vaskulitisu povezanom s mijeloperoksidaza-ANCA protutijelima
potvrdilo je njihovu potencijalnu patogenetsku ulogu, uz koreliranje serumskih vrijednosti s

aktivnos$¢u bolesti mjerenom standardiziranim indeksima (48). Opsezan pregledni rad koji je
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objedinio biomarkere u primarnim sistemskim vaskulitisima nedavno je potvrdio da se
S100A8/A9, zajedno s proteinom visoke pokretljivosti iz skupine 1, komponentama
komplementa i tkivnim inhibitorom metaloproteinaze 1, ubraja medu najperspektivnije biljege
upalne aktivnosti upravo u AAV-u, gdje odrazava kaskadu posredovanu molekulskim
obrascima povezanim s oSte¢enjem (33).

U bolesnika s Kawasakijevom bole$¢u, drugim cestim vaskulitisom djecje dobi koji
zahvaca srednje i male krvne zile, poviSene serumske razine S100A8/A9 u aktivnoj fazi
bolesti u odnosu na remisiju pokazale su se dobrim pokazateljem aktivnosti bolesti, a
perzistentno povisene vrijednosti nakon lijecenja bile su povezane s ve¢im rizikom razvoja
koronarnih arterijskih aneurizmi - najozbiljnije komplikacije te bolesti - iako protein nije imao
prediktivnu vrijednost za inicijalni odgovor na terapiju intravenskim imunoglobulinima (61,
62). Ovi nalazi u razli¢itim vaskulitisima dje¢je dobi, od kojih neki dijele zajednicke
patogenetske mehanizme s IgAV-om (aktivacija neutrofila, oSteCenje endotela), dodatno
podupiru biolosku osnovu za istrazivanje S100A8/A9 kao biomarkera upravo u IgAV-u,
najcescem sistemskom vaskulitisu pedijatrijske populacije.

Vrijedno je napomenuti da se SI00A8/A9 u klinickoj praksi ve¢ dulje vrijeme rutinski
koristi kao biomarker upalne aktivnosti u upalnim bolestima crijeva, gdje njegova
koncentracija u stolici pouzdano odrazava stupanj upale sluznice i dobro korelira s
endoskopskim nalazom, ¢ime predstavlja jedan od rijetkih primjera S100 proteina koji je veé
u potpunosti integriran u rutinsku klinicku praksu (56). Ovo iskustvo iz gastroenterologije
dodatno podupire biolosku prihvatljivost i prakti¢nu izvedivost koriStenja istog proteina,
mjerenog u serumu, kao biomarkera sistemske upalne aktivnosti u reumatoloskim bolestima

poput IgAV-a.

1.3.5. S1I00A8/A9 u sistemskim vaskulitisima

Zajednicka patofizioloSka poveznica S100A8/A9 1 sistemskih vaskulitisa jest
neutrofilna i monocitna aktivacija kao pokretacka snaga vaskularnog oste¢enja. U bolesnika s
AAV-om opisano je da glomerularna ekspresija S100A8/A9 na makrofazima korelira s
tezinom glomerulonefritisa, dok je akumulacija makrofaga u zahva¢enim bubrezima povezana
s intenzitetom upalne aktivnosti bolesti (63). Ovaj je nalaz posebno relevantan za
razumijevanje moguce uloge S100A8/A9 u nefritisu udruZzenom s IgAV-om, buduéi da je
akumulacija makrofaga u bubregu prepoznata i kao dio patogeneze IgA vaskulitis nefritisa.

Osim u AAV-u, biomarkerska vrijednost S100A8/A9 i srodnih S100 proteina opisana

je 1 u vaskulitisima velikih krvnih Zila, ukljucujuéi gigantocelularni arteritis i Takayasuov
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arteritis, gdje kombinirano odredivanje ovih proteina uz CRP ili sedimentaciju eritrocita
pomaze u razlikovanju aktivne od neaktivne bolesti (33). Sli¢na je biomarkerska vrijednost
opisana i u drugim vaskulitisu srodnim stanjima, ukljucujuéi sistemsku sklerozu i pridruzenu
pluénu vaskularnu bolest te u kontekstu ateroskleroze kao kroni¢nog vaskularnog upalnog
procesa, gdje je razina SI00A8/A9 bila neovisno povezana sa sistemskom upalom u bolesnika
sa stabilnom koronarnom boles¢u (46, 64). Ovakvi nalazi u bolestima krvnih Zzila koje nisu
klasi¢ni autoimuni vaskulitisi dodatno potvrduju da SI00A8/A9 prvenstveno odrazava opci
stupanj aktivacije urodene imunosti i endotelne upale, neovisno o specificnoj etiologiji
osnovne bolesti.

Zajednicka je znacajka svih navedenih vaskulitickih stanja da je ST00A8/A9 dosljedno
povisen u fazi aktivne bolesti u odnosu na remisiju i zdrave kontrole, uz opadanje vrijednosti
usporedno sa smirivanjem upalne aktivnosti. Sustavni pregled koji je obuhvatio ulogu S100
proteina u sistemskim vaskulitisima to je zorno saZeo, zakljucivs§i da SI00A8/A9 i srodni
S100A12 djeluju kao pouzdani, iako nespecifi¢ni pokazatelji neutrofilne aktivacije te da
njihova primjena lezi prvenstveno u longitudinalnom pracenju dinamike aktivnosti bolesti u
pojedinog bolesnika tijekom vremena, a manje u diferencijalnoj dijagnostici medu razli¢itim
vaskulitisima (45). Ovo je ograniCenje - vrijedno naglasiti i pri tumacenju rezultata u
kontekstu IgAV-a - dodatan poticaj za potragu za kombinacijama biomarkera, odnosno

multimarkerskim pristupom, umjesto oslanjanja na pojedina¢nu molekulu.

1.3.6. SI00A8/A9 u imunoglobulin A vaskulitisu - dosada$nje spoznaje

Uloga S100A8/A9 u IgAV-u dosad je istrazivana u razmjerno ograni¢enom broju
izvornih studija, no dostupni nalazi - premda djelomi¢no nekonzistentni - ukupno gledano
podupiru biolosku prihvatljivost ovog proteina kao kandidata za biomarker bolesti. Kawasaki
i suradnici medu prvima su pokazali da bolesnici s [gAV-om koji imaju viSe serumske
vrijednosti SI00A8/A9 (tada odredivanog kao kompleks MRP8/14) ujedno imaju i tezi oblik
bubrezne bolesti, sugerirajuci da bi serumske vrijednosti ovog proteina mogle biti povezane s
tezinom nefritisa udruzenog s IgAV-om, uz napomenu autora da su za potvrdu ovog nalaza

potrebna dodatna istrazivanja na ve¢im kohortama bolesnika (65). (Slika 3)
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Slika 3. PredloZeni patogenetski mehanizmi S100 proteina u imunoglobulin A vaskulitisu.
Izvor podataka: Podraza Z et al, 2026 (45).

Nesto je opseZnija literatura o fekalnom obliku istog proteina kao pokazatelju
zahvacenosti probavnog sustava. Kanik 1 suradnici opisali su znacajno viSe vrijednosti
fekalnog kalprotektina u djece s IgAV-om koja su imala gastrointestinalne simptome u
odnosu na onu bez njih, predlazu¢i ga kao mogu¢i novi biljeg rizika za istodobnu gastropatiju
i nefropatiju (41). Teng i suradnici potvrdili su njegovu klini¢ku korisnost specifi¢no za ranu
dijagnozu abdominalnog tipa bolesti u djece, dok su Paek i suradnici pokazali da su
vrijednosti fekalnog kalprotektina bile zna€ajno vise u bolesnika s niZom gastrointestinalnom
zahvaceno$¢u u odnosu na one bez nje (42, 66).

Zanimljiv, naizgled paradoksalan nalaz proizlazi iz istrazivanja tkivnog izrazaja
proteina. Kung i suradnici, koriste¢i ciljanu transkripcijsku analizu koznih bioptata, opisali su
pojacanu ekspresiju gena za S100A8/A9 u koznim promjenama bolesnika s IgAV-om
ograni¢enim isklju¢ivo na kozu, u usporedbi s onima koji su tijekom bolesti razvili
nefropatiju, $to upucuje na to da lokalna, tkivna ekspresija ovog proteina u kozi mozda
odrazava drugaciji, prostorno ograni¢en obrazac upalne aktivnosti u odnosu na sistemsku,
serumski mjerenu koncentraciju, a razlike u ekspresiji potencijalno bi mogle posluZiti kao

pomo¢ u razlikovanju kozno ograni¢enog od sistemskog oblika bolesti (45, 67).

27



Nedavno objavljen sustavni pregled koji je posebno analizirao ulogu cijele obitelji
S100 proteina (S100A8/A9, S100A12, S100A4 i S100A10) u IgAV-u i drugim sistemskim
vaskulitisima zakljucio je da, iako S100A8/A9 pokazuje najvise obecavajuce nalaze unutar
cijele skupine, dosada$nja klinicka evidencija u IgAV-u ostaje ograni¢ena manjim,
heterogenim kohortama 1 necjelovito definiranim ishodima, zbog c¢ega su nuzna
standardizirana, prospektivna istrazivanja prije negoli se ovaj biomarker moze uzeti u obzir za
stratifikaciju rizika u svakodnevnoj klini¢koj praksi (45). Isti su autori istaknuli da S100A12,
unato¢ ¢vrsto dokazanoj ulozi u drugim vaskulitisima poput AAV-a i Kawasakijeve bolesti,
dosad uopce nije izravno ispitivan u bolesnika s IgAV-om, dok su podaci o S100A4 i
S100A10 u ovom kontekstu isklju¢ivo posredni i hipotetski, izvedeni analogijom iz
istrazivanja ateroskleroze i sistemskog eritemskog lupusa, a ne iz izravnih opazanja u I[gAV-u
(45). Ova opazanja zajedno ocrtavaju jasnu, jo§ uvijek nedovoljno popunjenu spoznajnu
prazninu: unato¢ snaznoj patofizioloskoj poveznici sa zavr$nim, zajednickim korakom
patogeneze IgAV-a - aktivacijom neutrofila i monocita - te unato¢ dosljedno potvrdenoj
vrijednosti u srodnim vaskulitisima dje¢je i odrasle dobi, serumski S100A8/A9 kao
potencijalni biomarker aktivnosti bolesti i prediktor nefritisa u IgAV-u dosad nije bio
predmetom sustavnog, prospektivnog istraZivanja na dovoljno velikoj kohorti bolesnika

pracenih kroz duZe razdoblje.

1.4. ObrazloZenje teme istraZivanja

IgA wvaskulitis, unato¢ statusu najcesceg sistemskog vaskulitisa djecje dobi, ostaje
bolest ¢iji je klinicki tijek tesko predvidjeti na temelju inicijalne prezentacije, a ¢ija dugorocna
prognoza u najvecoj mjeri ovisi o razvoju 1 tezini bubrezne zahvacenosti (23, 28). Kako je
razvidno iz najopseznije dosad objavljene sustavne analize biomarkera u pedijatrijskom
IgAVN-u, obuhvativsi vise od 23 000 bolesnika iz 129 studija, ¢ak ni pomno ispitani
hematoloski indeksi poput omjera neutrofila 1 limfocita, klasi¢ni upalni parametri poput CRP-
a i sedimentacije eritrocita, niti brojni imunoloski i biomarkeri bubrezne ozljede nisu dosad
dosegnuli razinu klini¢ki primjenjivog, samostalno dostatnog prediktora nefritisa (34). Ova
opsezna, metodoloski rigorozna sinteza literature time potvrduje ono Sto je klinicka praksa
dugo nagovjestavala: rutinski dostupni laboratorijski parametri upale u ovoj su bolesti
nedovoljno specificni i osjetljivi za pouzdano pracenje suptilnih promjena aktivnosti bolesti,
osobito u fazama kada klinicka slika prestaje biti jednoznacna - primjerice pri procjeni je li
bolesnik doista postigao remisiju ili je rije¢ o subklinickoj, tinjajucoj upali koja bi mogla

prethoditi klini¢kom recidivu bolesti.
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S100A8/A9, kao dobro okarakteriziran biomarker aktivacije urodene imunosti ¢ija je
vrijednost ve¢ potvrdena u nizu drugih reumatskih bolesti djecje i odrasle dobi - ukljucujuéi
juvenilni idiopatski artritis, ANCA-udruzene vaskulitise, adultni oblik Stillove bolesti i
Kawasakijevu bolest - predstavlja bioloski prihvatljivog kandidata za popunjavanje ove
dijagnosticke praznine u IgAV-u (49, 54, 59, 61). Njegova biologija, opisana u poglavlju 1.3
ovog uvoda, izravno se nadovezuje na kljucni, zajednicki korak oba predlozena patogenetska
modela IgAV-a - aktivaciju neutrofila i monocita - $to mu, za razliku od mnogih drugih
ispitivanih molekula, daje jasnu fizioloSku, a ne samo statisticku poveznicu s osnovnom
bolesc¢u (45).

Dosada$nja izravna istrazivanja S100A8/A9 specifi¢no u IgAV-u, iako malobrojna,
dosljedno upucuju na njegovu potencijalnu vrijednost u dvjema odvojenim, ali klinicKi
komplementarnim domenama: kao odraz sistemske, vaskularne upalne aktivnosti mjeren u
serumu, s naznakama povezanosti s tezinom bubrezne bolesti (65), te kao odraz lokalne,
crijevne upale mjeren u obliku fekalnog kalprotektina, dosljedno povezan s
gastrointestinalnom simptomatologijom (41, 42, 66). Ipak, kako naglasava i najnoviji sustavni
pregled posvecen cijeloj obitelji S100 proteina u vaskulitisima, dosada$nja evidencija
specificno za IgAV ostaje ograniena, temeljena na malim, metodoloSki heterogenim
kohortama bez uskladene definicije aktivnosti bolesti 1 bez longitudinalnog prac¢enja dinamike
proteina od akutne faze do rekonvalescencije (45). Nedostaje, drugim rije¢ima, upravo ono $to
bi omoguéilo procjenu klinicke, a ne samo bioloske vrijednosti ovog biomarkera - sustavna
usporedba njegovih serumskih vrijednosti s validiranim indeksom aktivnosti bolesti poput
PVAS-a, s dinamikom promjene tijekom vremena od postavljanja dijagnoze, te s ve¢
etabliranim laboratorijskim 1 klinickim obiljeZjima, ukljuuju¢i zahvacenost pojedinih
organskih sustava.

Imaju¢i u vidu navedeno, cilj ovog istrazivanja jest dodatno rasvijetliti ulogu
serumskog S100A8/A9 kao biomarkera aktivnosti bolesti u djece s IgA vaskulitisom, s
posebnim naglaskom na njegovu povezanost s klinickim tijekom bolesti, dinamikom njegovih
vrijednosti tijekom vremena od postavljanja dijagnoze, te njegovim odnosom prema drugim,
ve¢ etabliranim laboratorijskim pokazateljima upale 1 klini¢kim obiljezjima bolesti,
ukljucujuéi zahvacenost pojedinih organskih sustava. Krajnji je cilj ovog istrazivanja
doprinijeti razvoju pouzdanijih, prakticno primjenjivih alata za pracenje aktivnosti ove
klini¢ki heterogene, a po dugoro¢nom ishodu nepredvidive bolesti, cime bi se u buduénosti
moglo unaprijediti individualizirano vodenje lijecenja i pracenja djece oboljele od IgA

vaskulitisa.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



ST100A8/A9 je heterodimer sastavljen od proteina SI00A8 1 S100A9 koji ima vaznu
ulogu u upalnom odgovoru organizma, pri ¢emu prvenstveno djeluje proupalno, iako u
stanjima u kojima postoji rizik od oSteéenja tkiva zbog prejakog upalnog odgovora moze
imati i protuupalnu ulogu, odrzavajué¢i na taj na¢in homeostazu imunosnog sustava (43, 44,
68). Razli¢ita upalna stanja - od infekcije, traume i stresa do toplinskog udara - mogu dovesti
do porasta stvaranja i izlu¢ivanja SI00A8/A9, a dosadasnja istrazivanja pokazala su njegovu
vrijednost kao biomarkera aktivnosti bolesti u nizu autoimunih bolesti djecje i odrasle dobi.
Tako je u Kawasakijevoj bolesti, drugom naj¢es¢em vaskulitisu djecje dobi, razina
S100A8/A9 bila visa u aktivnoj fazi bolesti nego u remisiji, a sli¢no je opisano i u bolesnika s
juvenilnim idiopatskim artritisom (50, 51, 61, 62). U bolesnika s vaskulitisom povezanim s
antineutrofilnim citoplazmatskim protutijelima razina S100A8/A9 povezana je s aktivnoscu
bolesti i1 rizikom relapsa (48, 59, 60). Nasuprot ovako opseznoj literaturi u srodnim bolestima,
do pokretanja ovog istrazivanja nije bilo objavljeno mnogo radova Kkoji bi izravno ispitivali
ulogu S100A8/A9 kao biomarkera aktivnosti bolesti upravo u imunoglobulin A vaskulitisu
(IgAV).

Ukoliko bi se dokazala povezanost vrijednosti S100A8/A9 sa stupnjem aktivnosti
upale u ovih bolesnika, takav bi nalaz mogao pridonijeti kvalitetnijem prac¢enju bolesnika te
donoSenju pravovremenih 1 utemeljenih odluka u nadzoru 1 lije€enju djece oboljele od IgAV-
a. Polaze¢i od ove pretpostavke, u istrazivanju ¢iji su rezultati objedinjeni u ovoj disertaciji
ispitana je razlika u razini SI00A8/A9 izmedu bolesnika s aktivnim IgAV-om i kontrolne
skupine, korelacija razine S100A8/A9 s klinickim pokazateljem aktivnosti bolesti, kao 1

povezanost S100A8/A9 s drugim biomarkerima upale.

Hipoteze istraZivanja

1. Vrijednosti SI00A8/A9 vise su u bolesnika s aktivnom boles¢u nego u kontrolnoj
skupini, odnosno u bolesnika u remisiji;

2. Vrijednosti S100A8/A9 koreliraju sa stupnjem aktivnosti bolesti izrazenim
Pedijatrijskim indeksom aktivnosti vaskulitisa (PVAS);

3. Vrijednosti S100A8/A9 koreliraju s drugim biomarkerima upale, kao S§to su C-
reaktivni protein, brzina sedimentacije eritrocita, feritin, komponente sustava
komplementa i fibrinogen.

Ciljevi istrazivanja
Op¢i cilj ovog istrazivanja bio je odrediti razinu SI00A8/A9 u serumu djece oboljele

od IgAV-a te ispitati njegovu vrijednost kao biomarkera aktivnosti bolesti.
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Specificni ciljevi istrazivanja bili su:

Utvrditi razinu S100A8/A9 u serumu djece oboljele od IgAV-a na pocetku bolesti, tri
mjeseca nakon pocetka bolesti i Sest mjeseci nakon pocetka bolesti;

Usporediti vrijednosti SI00A8/A9 u serumu djece oboljele od IgAV-a s vrijednostima
u serumu djece koja ne boluju od upalne bolesti bilo koje etiologije;

Ispitati povezanost vrijednosti SI00A8/A9 u serumu djece oboljele od IgAV-a sa
stupnjem aktivnosti bolesti izrazenim kao PVAS;

Ispitati meduodnos S100A8/A9 u serumu djece oboljele od IgAV-a s drugim

biomarkerima upale u djece oboljele od IgAV-a.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



Provedeno je opazajno prospektivno istrazivanje u tri tercijarna centra u Republici
Hrvatskoj: Klinici za pedijatriju i Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolni¢kog centra (KBC) Split, Klinici za pedijatriju Klinike za djecje bolesti (KDB)
Zagreb te Klinici za pedijatriju 1 Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Klinickog
bolnickog centra (KBC) Zagreb. Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade
za znanost ‘’Histoloski, klinicki, laboratorijski i genski prediktori ishoda bolesnika s Henoch-
Schonleinovom purpurom i nefritisom’’ (IP-2019-04-8822), a nastavljeno je u sklopu projekta
“’Genski, laboratorijski, histoloski i klinicki prediktori ishoda bolesnika s IgA vaskulitisom™’
(akronim IGAPREDICTORS, IP-2024-05-6848), pod vodstvom prof. dr. sc. Marije Jelusic.
Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (18.
9. 2019., ur. br. 641-01/19-02/01), Eticko povjerenstvo KBC-a Zagreb (25. 3. 2019., ur. br.
02/21 AG) i Eticko povjerenstvo KBC-a Split (31. 5. 2019., ur. br. 500-03/19-01/48), a
provedeno je u skladu s nacelima dobre klinicke prakse 1 HelsinSkom deklaracijom. Roditelji,
odnosno zakonski skrbnici sve djece ukljucene u istrazivanje, kao i djeca starija od navrSenih

osam godina, potpisali su pisani informirani pristanak prije ukljucivanja u istrazivanje.

3.1. Ispitanici

U istrazivanje su bila ukljucena sva djeca oboljela od IgAV-a lijeCena u klinikama za
pedijatriju KBC-a Split, KDB-a Zagreb i KBC-a Zagreb tijekom razdoblja provodenja
istrazivanja. Dijagnoza IgAV-a postavljena je prema Klasifikacijskim kriterijima Europskog
saveza druStava za reumatologiju (EULAR, engl. European Alliance of Associations for
Rheumatology), Medunarodne organizacije za istrazivanja u pedijatrijskoj reumatologiji
(PRINTO, engl. Paediatric Rheumatology International Trials Organisation) i Europskog
drustva za pedijatrijsku reumatologiju (PRES, engl. Paediatric Rheumatology European
Society) iz 2008. godine (3). Kontrolnu skupinu cinila su djeca hospitalizirana u istim
ustanovama iz drugih razloga, koja nisu bolovala ni od kakve akutne ili kroni¢ne upalne
bolesti, odnosno infekcije, u vrijeme uklju¢ivanja u istrazivanje. Konkretno, u naSem
istrazivanju, radilo se o djeci obradivanoj zbog niskog rasta, glavobolje ili sinkope.

U skupini ispitanika bilo je ukupno 69 djece oboljele od IgAV, dok je kontrolnu

skupinu ¢inilo 33 djece.

3.2. Postupci

Ispitanici su pregledavani na pocetku bolesti, 3 mjeseca nakon pocetka bolesti i 6

mjeseci nakon pocetka bolesti. Svaki ispitanik je klinicki pregledan, prikupljeni su opci
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demografski podaci - spol, dob i mjesto stanovanja - te klini¢ki podaci koji ukljucuju opseg
koze prekrivene osipom i vrstu promjena (purpuri¢ni osip, eventualne bule, nekroze),
prisutnost zglobnih manifestacija bolesti, zahvacenost probavnog sustava, bubrega i drugih
organa bolesc¢u, kao 1 podaci o lijekovima primijenjenima u lijeCenju bolesnika (lijekovi,
doze, vrijeme pocetka lijeCenja i trajanje lijeCenja).

Aktivnost bolesti procijenjena je pomocu klini¢kih podataka i Pedijatrijskog indeksa
aktivnosti vaskulitisa (PVAS, engl. Pediatric Vasculitis Activity Score) - klinickog upitnika
koji se sastoji od 64 varijable, odnosno simptoma i znakova bolesti, podijeljenih unutar devet
organskih sustava: op¢i (konstitucionalni) simptomi, zahvaéenost koze, sluznica ili ociju,
sluha, nosne sluznice i/ili prisutnost subgloti¢ne stenoze, klinicke manifestacije na plu¢ima
i/ili smetnje disanja u vidu dispneje, zahvaéenost kardiovaskularnog sustava, zahvaéenost
probavnog sustava, nefritis te zahvacenost srediSnjeg i/ili perifernog ziv€anog sustava (27). Za
svaku se varijablu procjenjuje je li novonastala, pogorSana u posljednja Cetiri tjedna ili
perzistira najmanje tri mjeseca, pri ¢emu se svakoj varijabli dodjeljuje odreden broj bodova
¢ijim se zbrajanjem dobiva ukupan PVAS rezultat (27). Bolesnicima s aktivnom boles¢u
smatrani su oni koji su u trenutku pregleda imali barem jedan klini¢ki znak bolesti (osip,
artralgiju ili artritis, bubreZznu bolest, zahvacanje probavnog sustava ili drugih organa),
odnosno PVAS jednak 1 ili vec¢i.

Uzorci krvi, urina 1 stolice uzimani su od svakog bolesnika na pocetku bolesti, tri
mjeseca nakon pocetka bolesti 1 Sest mjeseci nakon pocetka bolesti, dok su u kontrolnoj
skupini uzorci uzimani samo jednom. Uzimani su parametri koji se standardno koriste u
pracenju djece oboljele od IgAV-a: SE, CRP, eritrociti, hemoglobin, hematokrit, leukociti,
trombociti, ureja, kreatinin, feritin, fibrinogen, d-dimeri, protrombinsko vrijeme, aktivirano
parcijalno protrombinsko vrijeme, ukupni proteini, albumini, imunoglobulini G, A, M i E,
aktivnost klasi¢nog puta komplementa (CH50), C3, C4, AST-O titar, kvalitativna analiza
urina (test-traka i sediment), 24-satna proteinurija, omjer aloumin/kreatinin u urinu, eGFR,
stolica na okultno krvarenje i fekalni kalprotektin.

Svi uzorci testirani su neposredno po uzorkovanju standardnim metodama u
laboratorijima sudjeluju¢ih ustanova, dok su wuzorci namijenjeni odredivanju razine
S100A8/A9 u serumu pohranjeni na -80 °C do prikupljanja dostatnog broja uzoraka za
analizu, koja je provedena u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split i
Klini¢kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb.

Razina S100A8/A9 u serumu odredena je enzimskim imunotestom (ELISA, engl.

enzyme-linked immunosorbent assay) prema uputama proizvodaca, koristenjem komercijalno
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dostupnog kompleta Human S100A8/S100A9 Heterodimer Quantikine ELISA Kit (kataloski
broj DS8900; R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, SAD) (69).

Analiza se temelji na principu kvantitativnog sendvi¢ enzimskog imunotesta (69).
Bunari¢i mikrotitarske plo¢ice unaprijed su obloZeni monoklonskim protutijelom specifi¢nim
za humani heterodimer S100A8/S100A9. U svaki je bunari¢ najprije dodano 50 pL pufera za
razrjedivanje uzorka (Assay Diluent RD1-34), a potom 50 pL standarda ili razrijedenog
uzorka, nakon Cega je uslijedila inkubacija u trajanju od 2 sata na sobnoj temperaturi uz
mjesanje na orbitalnoj tresilici (500 = 50 okretaja u minuti); tijekom tog koraka S100A8/A9
prisutan u uzorku vezao se za protutijelo imobilizirano na dnu bunari¢a. Nakon ispiranja
nevezanih sastojaka puferom za ispiranje dodano je 200 uL konjugata - monoklonskog
protutijela specificnog za S100A8/A9 obiljeZzenog peroksidazom iz hrena - te je uslijedila
druga, dvosatna inkubacija na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog ispiranja dodano je 200
pL supstratne otopine (jednakih volumena stabiliziranog vodikovog peroksida i kromogena
tetrametilbenzidina), a bunari¢i su inkubirani 30 minuta na sobnoj temperaturi zasti¢ene od
svjetlosti, tijekom cega je razvijeno obojenje bilo proporcionalno koncentraciji vezanog
S100A8/A9. Reakcija je zaustavljena dodatkom 50 pL otopine za zaustavljanje (2 N
sumporne kiseline), pri ¢emu je boja u bunari¢ima presla iz plave u Zutu, a apsorbancija je
ocitana unutar 30 minuta na valnoj duljini od 450 nm, uz korekciju ocitanja na 540, odnosno
570 nm radi ispravka opti¢kih nepravilnosti mikrotitarske ploc€ice.

Standard S100A8/A9 rekonstituiran je puferom za razrjedivanje kalibratora (Calibrator
Diluent RD5-10) u mati¢nu otopinu koncentracije 40 ng/mL, iz koje je pripremljena serija
dvostrukih razrjedenja (20, 10, 5, 2,5, 1,25 1 0,625 ng/mL) (Slika 4), dok je sam pufer za
razrjedivanje kalibratora posluzio kao nulti standard (0 ng/mL); svi su standardi i uzorci
analizirani u duplikatu. Buduéi da serumski uzorci zbog visokih endogenih koncentracija
S100A8/A9 zahtijevaju razrjedivanje, uzorci seruma razrijedeni su 200 puta prije analize
prema uputi proizvodaca (dvostupanjsko razrjedenje puferom za razrjedivanje kalibratora), a
dobivena koncentracija naknadno je pomnoZena s faktorom razrjedenja kako bi se izraCunala
stvarna koncentracija u nerazrjedenom uzorku (69). Standardna krivulja izradena je metodom
Cetveroparametarske logisti¢ke regresije (4-PL) na temelju prosjecnih vrijednosti apsorbancije

za svaki standard, iz koje su potom ocitane koncentracije SI00A8/A9 u ispitivanim uzorcima
(Slika 5).
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Priprema serije standarda dvostrukim razrjedivanjem

250 L 250 uL 250 4L 250 Ul 250 L 250 L

X X X . 4 X
STANDARD ﬂ \H

20 10 5 25 1.25 0,625
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Slika 4. Priprema serije standarda dvostrukim razrjedivanjem mati¢ne otopine Human
S100A8/S100A9 Heterodimer Standard (40 ng/mL) puferom za razrjedivanje kalibratora
(Calibrator Diluent RD5-10). Izvor podataka: R&D Systems, 2020 (69).

Standardna krivulja (primjer)

10!

100 -

Opticka gustoca

10—1 =

1072 T T
10:1 100 10! 102
Koncentracija S100A8/S100A9 heterodimera (ng/mL)

Slika 5. Primjer standardne krivulje ovisnosti opticke gustoce o koncentraciji
S100A8/S100A9 heterodimera (log-log prikaz). Izvor podataka: R&D Systems, 2020 (69).

Prema podacima proizvodaca, granica osjetljivosti testa (najniZza mjerljiva doza, engl.
minimum detectable dose) krece se u rasponu 0,005-0,215 ng/mL, sa srednjom vrijednosc¢u od
0,086 ng/mL, dok je unutartestna preciznost (koeficijent varijacije) iznosila 2,7-4,5 %, a
medutestna 3,2-5,8 % (69) (Tablica 3). Test prepoznaje prirodni i rekombinantni humani
S100A8/A9 heterodimer, dok unakrsna reaktivnost s drugim srodnim proteinima S100 obitelji
(S100A1, S100A2, S100A4, S100A6, S100A7, S100A10, S100A11, S100A13, S100A16,
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S100B, S100P) te s receptorima RAGE i1 TLR4 nije zabiljezena, ¢ime je potvrdena

specifiCnost testa za ciljanu molekulu (69).

Tablica 3. Unutartestna i medutestna preciznost odredivanja SI00A8/A9 (n = 20 za svaki
uzorak).*

Unutartestna preciznost Medutestna preciznost
Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3
n 20 20 20 20 20 20
fg;frﬂf‘)‘””ed”‘m 5,64 12,1 25,3 6,09 12,6 24,6
SD 0,155 0,370 1,14 0,352 0,606 0,792
CV (%) 2,7 31 4,5 5,8 4.8 3,2

* |zvor podataka: R&D Systems, 2020 (69).
n — broj ponovljenih mjerenja; SD — standardna devijacija; CV — koeficijent varijacije
Prema podacima proizvodaca, orijentacijske koncentracije SI00A8/A9 izmjerene u

razli¢itim bioloskim uzorcima prikupljenim od naizgled zdravih dobrovoljaca prikazane su u

Tablici 4 (69).

Tablica 4. Orijentacijske koncentracije SI00A8/S100A9 heterodimera u razli¢itim bioloskim
uzorcima naizgled zdravih dobrovoljaca.*

Srednja vrijednost

Vrsta uzorka Raspon (ng/mL) SD (ng/mL)

(ng/mL)
Serum (n =72) 2015 481-6540 1219
EDTA plazma (n = 40) 473 127-1395 295
Heparinizirana plazma (n = 40) 830 298-1640 314
Slina (n = 10) 7271 2137-18 960 5336
Urin (n = 10) 102 0,858-359 99,7
Majc¢ino mlijeko (n = 10) 1308 34,0-5720 1876

* lzvor podataka: R&D Systems, 2020 (69).

SD — standardna devijacija; EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina
3.2.1. Statisticka ras¢lamba

Veli¢ina uzorka izraCunata je unaprijed pomocu mreznog kalkulatora veli¢ine uzorka
(70). Za prvu je hipotezu proracun pokazao da je za detekciju pretpostavljene veli¢ine u€inka
d = 0,7 uz razinu znacajnosti a = 0,05 i statisticku snagu od 80 % potrebno ukljuciti 33
ispitanika po skupini; u istrazivanje je uklju¢eno 69 bolesnika i 33 kontrolna ispitanika, ¢ime
je osigurana veca statisticka snaga 1 pouzdanija procjena razlika u vrijednostima S100A8/A9
izmedu skupina. Pretpostavljena veli¢ina uc¢inka (Cohenov d = 0,7), koja oznacava umjeren

do velik ucinak, odabrana je na temelju literaturnih podataka i rezultata prethodnih
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istrazivanja koja upucuju na umjerenu do izrazenu razliku u koncentraciji biomarkera poput
S100A8/A9 izmedu bolesnika s aktivhom boles¢u i kontrolnih skupina. Za drugu i tre¢u
hipotezu minimalna veli¢ina uzorka potrebna za detekciju umjerene korelacije r = 0,35 uz a =
0,05, snagu od 80 % 1 predvidenih 10 % odustajanja iznosila je 68 bolesnika, Sto je uklju¢ena
kohorta bolesnika u potpunosti zadovoljila. Pretpostavljena vrijednost korelacije (r = 0,35),
koja odgovara umjerenoj povezanosti, odabrana je kao uobiajena pretpostavka u
istrazivanjima koja ispituju odnos izmedu biomarkera i klini¢kih parametara, primijenjena
kako za korelaciju S100A8/A9 s PVAS-om, tako i za korelaciju S100A8/A9 s drugim
biomarkerima upale.

Statisticka ras¢lamba provedena je pomocu programske podrske GraphPad Prism 9.0
(GraphPad Software, Boston, MA, SAD) i programskog paketa PAST 4.16c (besplatno
dostupnog softvera). Statisticka obrada podataka provedena je koriStenjem odgovarajuéih
parametrijskih 1 neparametrijskih metoda. Numeri¢ke varijable opisane su aritmetickom
sredinom i standardnom devijacijom ili medijanom i interkvartilnim rasponom. Kategorijske
varijable prikazane su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Normalnost distribucije
procijenjena je Shapiro-Wilkovim testom. Za usporedbu dviju nezavisnih skupina koristen je
Mann-Whitneyjev U test, a za usporedbu uparenih mjerenja Wilcoxonov test. Razlike izmedu
viSe skupina analizirane su Kruskal-Wallisovim testom i analizom varijance (ANOVA).
Povezanost kontinuiranih varijabli procijenjena je Spearmanovim i Pearsonovim
koeficijentom korelacije. Dijagnosticka i prediktivna vrijednost biomarkera procijenjena je
ROC analizom uz izratun povrSine ispod krivulje (AUC), osjetljivosti, specifi€nosti i
optimalnih grani¢nih vrijednosti prema Youdenovu indeksu. Za analizu kategorijskih varijabli
koriSteni su hi-kvadrat test i Fisherov egzaktni test. Sve P vrijednosti bile su dvosmjerne, a

statistiCka znacajnost definirana je pri P < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Demografske karakteristike ispitanika

U istraZivanje je ukljuc¢eno ukupno 102 ispitanika, od Cega 69 bolesnika s IgA
vaskulitisom 1 33 ispitanika kontrolne skupine. U skupini bolesnika bilo je 36 djecaka (52,2
%) 1 33 djevojcice (47,8 %), dok je kontrolnu skupinu ¢inilo 19 djecaka (57,6 %) i 14
djevojcica (42,4 %). Srednja dob pri dijagnozi u skupini bolesnika iznosila je 6,43 + 2,71
godina, dok je u kontrolnoj skupini iznosila 11,81 £ 3,39 godina. Medijan dobi bolesnika bio
je 6,00 godina, a raspon dobi 2,25-15,00 godina. U kontrolnoj skupini medijan dobi iznosio je
12,25 godina uz raspon 3,25-17,50 godina.

Demografske karakteristike ispitanika prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Demografske karakteristike ispitanika.

Karakteristika IgA vaskulitis (n=69) Kontrolna skupina (n=33)
Dob pri dijagnozi, srednja £ SD 6,43+ 2,71 11,81 + 3,39
(god.)
Medijan dobi (god.) 6,00 12,25
Raspon dobi (god.) 2,25-15,00 3,25-17,50
Muski spol, n (%) 36 (52,2 %) 19 (57,6 %)
Zenski spol, n (%) 33 (47,8 %) 14 (42,4 %)

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina = standardna devijacija, medijan, raspon ili broj (postotak) ispitanika
SD - standardna devijacija

Dobno-spolna raspodjela djece s IgA vaskulitisom

@ Djecaci @ Djevojcice

Broj bolesnika

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15

Dob pri dijagnozi (navriene godine)

Slika 6. Raspodjela djece s IgA vaskulitisom prema dobi i spolu.
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Dobna i spolna raspodjela bolesnika prikazana je na Slici 6. Najvec¢i broj bolesnika
dijagnosticiran je u predskolskoj i mladoj Skolskoj dobi, pri ¢emu su oba spola bila

zastupljena kroz ve¢inu dobnih skupina.

4.2. Klini¢ke znacajke bolesnika

Klinicke znacajke bolesnika s IgA vaskulitisom prikazane su u Tablici 6. Kozne
manifestacije bile su prisutne u svih 69 bolesnika (100 %), dok su zglobne manifestacije
zabiljeZzene u 56 bolesnika (81,2 %). Gastrointestinalno zahvacanje bilo je prisutno u 26

bolesnika (37,7 %), a bubrezno zahvacanje u 18 bolesnika (26,1 %).

Tablica 6. Klinicke znacajke bolesnika s IgA vaskulitisom.

Klini¢ka znacajka n (%)
KoZno zahvaéanje 69 (100,0)
Osip na nogama 68 (98,6)
Glutealni osip 40 (58,0)
Osip na rukama 17 (24,6)
Osip na trupu 6 (8,7)
Osip na glavi/licu 7(10,1)
Generalizirani osip 2(29)
Zglobne manifestacije 56 (81,2)
Gleznjevi i stopala 48 (69,6)
Koljena 12 (17,4)
Sake i ruéni zglobovi 6 (8,7)
Laktovi 4(58)
Kukovi 2(2,9)
BubreZno zahvacanje (nefritis) 18 (26,1)
Ucinjena biopsija bubrega 8 (11,6)
Gastrointestinalno zahvacanje 26 (37,7)
Pozitivno okultno krvarenje u stolici 18 (26,1)
Zahvacenost drugih organskih sustava 4 (5,8)

4.2.1. KoZne manifestacije

KozZne promjene bile su prisutne kod svih bolesnika. Naj¢esc¢a lokalizacija osipa bile
su noge (98,6 %), zatim glutealna regija (58,0 %), ruke (24,6 %), glava/lice (10,1 %) i trup

(8,7 %). Generalizirani osip zabiljezen je u 2,9 % bolesnika.
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Distribucija i u¢estalost koznih promjena kod bolesnika s IgA vaskulitisom

MNoge 98.6% (N=68)
Glutealna regija _ P ‘N=4D]
=
2 Ruke 24.6% (N=17)
]
"
(%]
5
§ Glava / Lice 10.1% (N=7)
=4
Trup 8.7% (N=6)
Generalizirani osip 2.9% (N=2)

(=]

20 40 60 80 100
Udio bolesnika (%)

Slika 7. Lokalizacija koznih manifestacija u bolesnika s IgA vaskulitisom.

Raspodjela koznih promjena prema anatomskim regijama prikazana je na Slici 7.

4.2.2. Zglobne manifestacije

Zglobni sindrom bio je prisutan kod 56 bolesnika (81,2 %), kako je prikazano u
Tablici 6. NajceSc¢e su bili zahvaceni gleZnjevi 1 stopala (68,6 %), zatim koljena (17,1 %),

Sake i rucni zglobovi (8,6 %), laktovi (5,7 %) i kukovi (2,9 %).

Ucestalost zahvacenosti pojedinih skupina zglobova kod bolesnika

Gleinjl?\‘ri | Stupala _ * {69'6%)

Koljena - 12 (17.4%)
2
5]
=0
=
o .
: Sake i ruéni zglobowi . 6 (8.7%)
c
=3
3
¥4
Lg .

Laktovi . 4 (5.8%)

Kukovi I 2 (2.9%)
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Udio bolesnika (%)

Slika 8. Ucestalost zahvacenosti pojedinih skupina zglobova kod bolesnika sa zglobnim
manifestacijama.

Raspodjela zahvacenosti pojedinih skupina zglobova prikazana je na Slici 8.
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4.2.3. Gastrointestinalno zahvacanje

Gastrointestinalno zahvacanje bilo je prisutno kod 26 bolesnika (37,7 %). Pozitivno

okultno krvarenje u stolici zabiljezeno je kod 18 bolesnika (26,1 %), Sto je vidljivo u Tablici

6.

Tablica 7. Usporedba bolesnika s gastrointestinalnim manifestacija i bolesnika koji nisuimali
gastrointestinalne manifestacije.

Karakteristika Gl+ (n=26) GI- (n=43) P
Dob pri dijagnozi,
medijan (IOR), godine 6,21 (4,62-7,81) 5,92 (4,63-7,71) 0,696
Broj zahvacenih
anatomskih regija 2 (2-3) 2 (1-2) 0,006
osipom, medijan (IQR)
Osip iznad donjih
ekstremiteta?, n (%) 16 (61.5) 10(23.3) <0,001
ézl)obne manifestacije, n 21 (80,8) 35 (81,4) 1,000
Relaps bolesti, n (%) 3(11,5) 5(11,6) 1,000
PVAS pri dijagnozi, i i
medijan (IOR) 6,5 (5,0-8,0) 3,0 (2,0-3,75) <0,001
S100A8/A9 pri dijagnozi, i i
mediijan (IQR) 4797 (3054-8258) 6202 (3344-8000) 0,823
LijeCenje
glukokortikoidima, n (%) 23(88,5) 12(27.9) <0,001
Lije¢enje NSAIL, n (%) 13 (50,0) 29 (67,4) 0,204
{B}ﬂ;éenje antibioticima, n 4 (15,4) 5 (11,6) 0,720
Lijecenje 3 (11,5) 3(7.0) 0,665

imunosupresivima, n (%)

Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon, IQR) ili broj (postotak) bolesnika

P — razina statisticke zna¢ajnosti; Mann-Whitneyjev U test za numericke, a hi-kvadrat ili Fisherov egzaktni test
za kategorijske varijable

2 Trup, ruke, glava ili generalizirani osip

Gl+ —bolesnici s gastrointestinalnim zahvacanjem; GI— — bolesnici bez gastrointestinalnog zahvacanja; NSAIL
— nesteroidni protuupalni lijekovi; PVAS — pedijatrijski indeks aktivnosti vaskulitisa

Bolesnici s gastrointestinalnim zahvac¢anjem imali su ve¢i broj zahvacenih anatomskih
regija koze te CeS¢e osip iznad razine donjih ekstremiteta u odnosu na bolesnike bez
gastrointestinalnih manifestacija (Tablica 7).

U laboratorijskoj analizi (Tablica 8) bolesnici s gastrointestinalnim zahva¢anjem imali
su nize vrijednosti ukupnih proteina (P = 0,001) i albumina (P = 0,038) te vise vrijednosti D-
dimera (P = 0,010), C-reaktivnog proteina (P = 0,025) i fekalnog kalprotektina (P = 0,011).
Takoder su bolesnici s gastrointestinalnim zahvac¢anjem imali ¢eS¢e pozitivan nalaz okultnog

kravrenja u stolici (Tablica 9, P < 0,001). Koncentracije S100A8/A9 nisu se razlikovale
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izmedu bolesnika sa i bez gastrointestinalnog zahvacanja (medijan 4797 prema 6202 ng/mL;

P = 0,823).
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Tablica 8. Razlika vrijednosti laboratorijskih parametara kod bolesnika s gastrointestinalnim
manifestacijama i bolesnika koji nisu imali gastrointestinalne manifestacije.

Laboratorijski DA: Medijan NE: Medijan .
parametar N (DA) (IQR) N (NE) (IQR) P
(Lé'/‘l‘jg’”' proteini 26 66,0 (61,2-68,8) 42 70,0 (67,0-73,0) 0,001
D-dimeri (mg/L) 26 4,21 (2,21-5,75) 42 1,84 (0,96-3,09) 0,010

Kalprotektin u 50,0 (23,0-

stolici (mg/kg) 23 1615) 40 27,5 (20,0-48,2) 0,011
C-reaktivni

protein / CRP 26 12,7 (3,3-23,2) 42 4,05 (1,60-8,55) 0,025
(mg/L)

Serumski

lbumin (g/L) 26 37,9 (34,5-38,7) 42 39,4 (37,2-42,8) 0,038
Imunoglobulin

M7 1GM (o/L) 26 0,82 (0,65-1,04) 42 1,00 (0,79-1,26) 0,044
Gama globulini 8,60 (7,70- 9,73 (8,24-

(/L) 20 10,57) 33 12,00) 0,065
Imunoglobulin 9,52 (7,55-

& /198 L) 26 1046) 42 10,4 (8,3-12,6) 0,087
Sedimentacija

eritrocita 26 12,5 (7,5-20,0) 41 17,0 (10,0-27,0) 0,106
(mm/h)

'(Agllff)_ 1 globulini 20 4,05 (3,51-4,62) 33 3,60 (3,22-4,20) 0,135
g‘jﬁ‘)g"’b“"”' 20 7,62 (7,17-7,96) 33 7,80 (7,56-8,27) 0,251
Alfa-2 globulini 8,69 (8,07-

(L) 20 10.12) 33 9,00 (8,70-9,83) 0,313
Fibrinogen (g/L) 24 3,25 (2,48-3,73) 42 3,40 (2,83-3,77) 0,340
Feritin (ug/L) 23 71'1%(24;3)’6' 38 60,6 (44,8-85.6) 0,368
Hemoglobin 131,0 (116,8- 126,0 (118,0-

(9/L) 26 134,5) 4l 132,0) 0,374
Elr;aotl'/”L';‘ 26 32,5 (30,0-38,0) 42 36,0 (29,5-39,0) 0,376
Hematokrit 24 0,38 (0,35-0,39) 38 0,36 (0,34-0,38) 0,398
24-satna

proteinurija 23 62'105(()58)’0' 38 65,0 (41,5-97,5) 0,439
(mg/24h) ’

Urea (mmol/L) 26 3,95 (3,20-4,83) 42 4,15 (3,60-4,78) 0,636
Imunoglobulin

AT IGA (glL) 26 1,87 (1,50-2,38) 42 1,93 (1,41-2,18) 0,654
Eritrociti

(10211 26 4,71 (4,38-4,99) 41 4,75 (4,53-4,97) 0,733
Komponenta

komplementa 24 0,27 (0,22-0,32) 32 0,26 (0,20-0,34) 0,823
C4 (g/L)

S100A8/A9 u 4797 (3054- 6202 (3344-

serumu (ng/mL) 26 8258) 43 8000) 0,823
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Laboratorijski DA: Medijan NE: Medijan .
parametar N (DA) (IQR) N (NE) (IQR) P

Trombociti 341,0 (289,0- 353,0 (278,0-

(x10%L) 26 430,8) 4l 424.0) 0,867

Komponenta

komplementa 24 1,35(1,22-1,48) 32 1,33 (1,20-1,49) 0,974

C3 (g/L)

Leukociti

(x10°71) 26 10,0 (8,1-13,4) 41 10,3 (8,9-11,3) 0,974

Podaci su prikazani kao broj ispitanika (N) te medijan (interkvartilni raspon, IQR)

* Mann-Whitneyjev U test

DA — bolesnici s gastrointestinalnim zahvac¢anjem; NE — bolesnici bez gastrointestinalnog zahvacanja; CRP — C-
reaktivni protein; IgA, IgG, IgM — imunoglobulini A, Gi M

Tablica 9. Usporedba zahvacéenosti probavnog sustava i nalaza okultnog krvarenja u stolici.

Okultno krvarenje:

Zahvacenost probavnog sustava NEGATIVNO Okultno krvarenje: POZITIVNO
Aktivna (da) 9 bolesnika (34,6 %) 17 bolesnika (65,4 %)
Bez zahvacenosti (ne) 42 bolesnika (97,7 %) 1 bolesnika (2,3 %)

4.2.4. Bubrezno zahvacanje

Nefritis je zabiljezen kod 18 bolesnika (26,1 %), dok je biopsija bubrega ucinjena kod
8 bolesnika (11,6 %), kako se vidi iz Tablice 6.
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Tablica 10. Usporedba bolesnika s nefritisom i bolesnika koji nisu imali bubrezne

manifestacije.

Karakteristika Nefritis+ (n=18) Nefritis— (n=51) P
Dob pri dijagnozi, i i
medijan (IOR), godine 7,75 (5,42-10,67) 5,92 (4,46-7,21) 0,026
Broj zahvacenih
anatomskih regija 2 (1-2,75) 2 (1,5-2) 0,918
osipom, medijan (IQR)
Osip iznad donjih
ekstremiteta?, n (%) 7(38,9) 16 (31.4) 0,573
ézl)obne manifestacije, n 13 (72,2) 43 (84,3) 0,301
Relaps bolesti, n (%) 6 (33,3) 2(3,9) 0,003
PVAS pri dijagnozi, i i
medijan (IOR) 7,5 (5,25-12,0) 3,0 (2,0-5,0) <0,001
S100A8/A9 pri dijagnozi, i i
mediijan (IQR) 5471 (3370-7929) 4758 (3344-8000) 0,816
Lijecenje
glukokortikoidima, n (%) 12 (66.7) 23 (45.1) 0.171
Lijegenje NSAIL, n (%) 10 (55,6) 32 (62,7) 0,589
éz;:cenje antibioticima, n 1(5.,6) 8 (15,7) 0428
Lijecenje 6 (33,3) 0 (0,0) <0,001

imunosupresivima, n (%)

Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon, IQR) ili broj (postotak) bolesnika

P — razina statisti¢ke znaéajnosti; Mann-Whitneyjev U test za numericke, a hi-kvadrat ili Fisherov egzaktni test

za kategorijske varijable

2 Trup, ruke, glava ili generalizirani osip

Nefritis+ — bolesnici s nefritisom; Nefritis— — bolesnici bez nefritisa; NSAIL — nesteroidni protuupalni lijekovi;
PVAS — pedijatrijski indeks aktivnosti vaskulitisa

Bolesnici s nefritisom bili su stariji pri postavljanju dijagnoze te su imali vecu

ucestalost relapsa bolesti. Takoder su imali viSe vrijednosti PVAS skora, §to je vidljivo iz

Tablice 10. Imunosupresivna terapija primijenjena je kod Sest bolesnika, pri ¢emu su svi

lijeceni bolesnici imali nefritis.
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Tablica 11. Razlika vrijednosti laboratorijskih parametara kod bolesnika s bubreznom bolesti
I bolesnika koji nisu imali bubrezne manifestacije bolesti.

Laboratorijski nalaz /

Bubrezna bolest - DA

Bez bubrezne bolesti -

. . NE P*
Parametar (N i Deskriptivna stat.) (N i Deskriptivna stat.)
Sedimentacija eritrocita N=17 N =50
(SE) ) 11,82 £ 5,80 21,14 + 16,46 0,031
Med: 12,00 (7,00-17,00)  Med: 17,00 (10,00-26,50)
N =18 N =50
C-reaktivni protein (CRP) 11,92 + 14,35 11,64 + 14,70 0,651
Med: 4,05 (2,30-22,32) Med: 6,15 (2,80-14,35)
N =18 N =49
Leukociti (L) 12,12 +5,18 10,59 + 3,33 0,333
Med: 11,60 (8,85-12,90)  Med: 10,10 (8,28-11,30)
N =18 N =49
Eritrociti (E) 472 +0,51 4,71 £ 0,39 0,347
Med: 4,83 (4,60-4,99) Med: 4,68 (4,45-4,97)
N =18 N =49
. 128,06 + 16,05 124,53 + 10,37
Hemoglobin (Hb) Med: 131,50 (126,25- Med: 125,00 (117,00- 0,102
136,00) 132,00)
N =16 N = 46
Hematokrit (Ht) 0,38+ 0,04 0,36 + 0,03 0,016
Med: 0,39 (0,37-0,40) Med: 0,36 (0,34-0,38)
N =18 N =49
.. 369,39 + 136,28 359,94 + 98,17
Trombociti (Tr) Med: 338,00 (280,25- Med: 355,00 (293,00- 0,783
426,00) 424,00)
N =18 N =50
Urea 4,28+1,23 4,20+ 1,08 0,983
Med: 4,00 (3,40-4,75) Med: 4,20 (3,42-4,85)
N =18 N =50
Kreatinin 37,83 £ 8,51 33,62+ 8,75 0,113
Med: 37,00 (32,25-43,25) Med: 34,50 (27,25-38,75)
N =14
N =47
Feritin Me?'gi 1:56?43960_ 72,42 £ 40,58 0,589
109,67) Med: 64,00 (45,50-86,25)
N=15 N=41
Komplement C3 1,23+0,27 1,37£0,23 0,073
Med: 1,29 (1,06-1,37) Med: 1,37 (1,24-1,54)
N =15 N =41
Komplement C4 0,23 £ 0,08 0,29 +0,10 0,023
Med: 0,19 (0,18-0,27) Med: 0,27 (0,23-0,35)
N =17 N =49
Fibrinogen 2,91+£0,81 3,54 +£0,97 0,025
Med: 2,80 (2,10-3,70) Med: 3,40 (2,80-4,00)
N =18 N =50
D-dimeri 3,90 £5,77 4,49 + 5,09 0,345
Med: 1,90 (0,57-4,51) Med: 2,92 (1,21-5,32)
N=18 N =50
Ukupni proteini 66,47 + 6,39 68,58 + 6,44 0,172

Med: 66,50 (62,45-69,50)

Med: 69,00 (66,00-72,00)

49



Laboratorijski nalaz /

Bubrezna bolest - DA

Bez bubrezne bolesti -

. . NE P*
Parametar (N i Deskriptivna stat.) (N i Deskriptivna stat.)
N=18 N =50
Imunoglobulin M (IgM) 1,02+ 0,40 1,02 £ 0,46 0,846
Med: 0,89 (0,78-1,10) Med: 0,94 (0,69-1,23)
N=18 N =50
Imunoglobulin A (IgA) 2,56 2,27 1,87 +£0,67 0,359
Med: 1,90 (1,51-2,64) Med: 1,91 (1,33-2,16)
N=18 N =50
Imunoglobulin G (1gG) 8,64 +2,94 10,36 + 3,12 0,020
Med: 8,60 (7,55-9,55) Med: 10,43 (8,14-12,60)
N=18 N =50
Albumin 41,01 + 7,60 38,53 + 4,66 0,150
Med: 39,70 (36,50-44,73) Med: 38,55 (35,62-40,83)
N=14 N =239
Alfa 1 globulini 3,56 £ 0,74 3,98+0,73 0,063
Med: 3,48 (3,12-3,98) Med: 3,90 (3,43-4,37)
N=14 N =39
Alfa 2 globulini 8,42 +£1,33 9,33+£1,60 0,032
Med: 8,55 (8,22-9,00) Med: 9,10 (8,70-10,13)
N=14 N =39
Beta globulini 8,04+1,12 7,56 £0,78 0,149
Med: 7,83 (7,60-8,65) Med: 7,70 (7,30-7,91)
N=14 N =39
Gama globulini 8,49+ 1,36 10,32 + 2,97 0,017
Med: 8,02 (7,70-9,01) Med: 10,10 (8,20-11,95)
N =18 N =51
5854,68 + 3432,54 5699,98 + 3088,96
S100A8/A9 Med: 5470,80 (3369,80- Med: 4758,00 (3343,50- 0,816
7929,30) 8000,00)
N =16 N =47
Kalprotektin u stolici 103,25 + 166,17 89,81 + 161,76 0,424
Med: 20,00 (20,00-70,50) Med: 37,00 (20,00-89,00)
N =16
N =45
24-satna proteinurija 805,19 + 1503,90 67,87 £ 37,89 <0,001

Med: 140,00 (61,50-
795,00)

Med: 58,00 (40,00-90,00)

Podaci su prikazani kao broj ispitanika (N), aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD) i medijan (Med) s

interkvartilnim rasponom (IQR)

* Mann-Whitneyjev U test

DA — bolesnici s bubreZznom bole$¢u (nefritisom); NE — bolesnici bez bubrezne bolesti; SE — sedimentacija
eritrocita; CRP — C-reaktivni protein; L — leukociti; E — eritrociti; Hb — hemoglobin; Ht — hematokrit; Tr —
trombociti; C3, C4 — komponente komplementa; IgA, 1gG, IgM — imunoglobulini A, Gi M

U laboratorijskim nalazima (Tablica 11) utvrdene su viSe vrijednosti 24-satne
proteinurije (P < 0,001) te nize koncentracije C4 (P = 0,023), IgG (P = 0,020), gama-
globulina (P = 0,017) i alfa-2 globulina (P = 0,032) kod bolesnika s nefritisom. Takoder su
utvrdene razlike u vrijednostima hematokrita (P = 0,016), fibrinogena (P = 0,025) i

sedimentacije eritrocita (P = 0,031).
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Koncentracije S100A8/A9 nisu se razlikovale izmedu bolesnika s nefritisom i bez
nefritisa (5470,8 prema 4758,0 ng/mL; P = 0,816).
4.3. Prethodne infekcije i mikrobioloSki nalazi

Podaci o prethodnim infekcijama bili su dostupni za vecéinu ispitanika. Prethodna
infekcija zabiljezena je kod 31 bolesnika (44,9 %), dok kod 25 bolesnika (36,2 %) nije

evidentirana. Za 13 bolesnika (18,8 %) podaci o prethodnoj infekciji nisu bili dostupni.

Udio i ucestalost prethodnih infekcija po organskim sustavima bolesnika

21 (67.7%)

Respiratorni sustav

Ostalo / Vrudica / Paraziti 9 (29.0%)

Probavni sustav 2 (6.5%)

(=]

5 10 15 20
Broj bolesnika (N) s dokumentiranom infekcijom

Slika 9. Raspodjela prethodnih infekcija prema zahva¢enom organskom sustavu.

Najcesce su bile infekcije respiratornog sustava (Slika 9), koje su zabiljeZene kod 21
bolesnika (67,7 % svih bolesnika s dokumentiranom prethodnom infekcijom). Ostale
infekcije, febrilna stanja i parazitarne infestacije bile su prisutne kod 9 bolesnika (29,0 %),
dok su infekcije probavnog sustava zabiljezene kod 2 bolesnika (6,5 %).

Mikrobioloski uzroc¢nik identificiran je kod 18 bolesnika (26,1 %), §to je prikazano na

slici 10.
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Ucestalost izoliranih mikrobioloskih uzro¢nika kod bolesnika

Streptococcus pyogenes [/ BHSA 8 (44.4%)

Staphylococcus aureus 7 (38.9%)

Moraxella catarrhalis 5 (27.8%)

Haemophilus influenzae 2 (11.1%)

Enterobius vermicularis 2 (11.1%)

1 (5.6%)

Streptococcus species

O.

2 4 6 8
Broj bolesnika (N) s pozitivhim nalazom

Slika 10. Ugestalost izoliranih mikrobiolo$kih uzro¢nika.

Najcesce je izoliran Streptococcus pyogenes/BHSA kod 8 bolesnika (44,4 %), zatim
Staphylococcus aureus kod 7 bolesnika (38,9 %) i Moraxella catarrhalis kod 5 bolesnika
(27,8 %). Rjede su izolirani Haemophilus influenzae i Enterobius vermicularis, svaki kod 2
bolesnika (11,1 %), te ostali streptokoki kod jednog bolesnika (5,6 %). Pozitivan

mikrobioloski nalaz zabiljeZen je u priblizno ¢etvrtine bolesnika ukljucenih u istraZivanje.

4.4. Aktivnost bolesti procijenjena PVAS-om

Aktivnost bolesti procijenjena je primjenom pedijatrijskog indeksa aktivnosti
vaskulitisa (PVAS). Analiza PVAS vrijednosti provedena je s obzirom na prisutnost

bubreznog zahvacdanja, gastrointestinalnog zahvacanja i zglobnog sindroma te u odnosu na

koncentracije biomarkera S100A8/A9.

4.4.1. PVAS i gastrointestinalno zahvacanje

Bolesnici s gastrointestinalnim zahvacanjem imali su viSe vrijednosti aktivnosti bolesti
u odnosu na bolesnike bez gastrointestinalnih manifestacija (Slika 11). Medijan PVAS-a
iznosio je 6,5 bodova (IQR 4,2-9,0) naspram 3,0 boda (IQR 2,0-5,0), uz statisticki znacajnu
razliku (P < 0,001).
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Vrijednosti PVAS bodova kod bolesnika sa zahvaceno&cu probavnog sustava i bez nje
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Zahvacenost probavnog sustava

Slika 11. Usporedba PVAS vrijednosti kod bolesnika s gastrointestinalnim manifestacijama i
bolesnika bez gastrointestinalnih manifestacija.

4.4.2. PVAS i bubrezno zahvaéanje

Bolesnici s nefritisom imali su viSe vrijednosti PVAS-a od bolesnika bez bubreznog
zahvacanja (Slika 12). Medijan PVAS-a iznosio je 7,5 bodova (IQR 5,0-12,0) naspram 3,0
boda (IQR 2,0-5,0), uz statisticki znacajnu razliku (P < 0,001).
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Vrijednosti PVAS bodova kod bolesnika s bubreZznom bolescu i bez nje

16
14
12

10

PVAS bodovi (0 mj.)

DA NE

Zahvacenost bubrega

Slika 12. Usporedba PVAS vrijednosti kod bolesnika s nefitisom i bolesnika bez bubreznih
manifestacija.

4.4.3. PVAS i zglobni sindrom

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika PVAS vrijednosti izmedu bolesnika sa 1 bez

zglobnih manifestacija (Slika 13). Medijan PVAS-a iznosio je 4,0 boda (IQR 2,8-6,2)

naspram 3,0 boda (IQR 3,0-8,0) (P = 0,642).
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Vrijednosti PVAS bodova kod bolesnika sa zglobnim sindromom i bez njega

16 -
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PVAS bodovi (0 mj.)

DA NE

Zahvacenost zglobova

Slika 13. Usporedba PVAS vrijednosti kod bolesnika sa zglobnim maniefstacjama i bolesnika

koji nisu imali zglobne manifestacije.

4.4.4. Povezanost PVAS-a i koncentracije S1I00A8/A9

Na ukupno 125 mjerenja utvrdena je statisticki zna€ajna pozitivna korelacija izmedu

PVAS-a i koncentracije ST00A8/A9 (Spearman rs = 0,451; P < 0,001; Pearson r = 0,317; P <

0,001), $to je prikazano na slici 14.

55



Vrijednosti biomarkera S100A8/A9 u odnosu na PVAS bodove bolesnika
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Slika 14. Povezanost koncentracije S100A8/A9 i PVAS-a tijekom pracenja bolesnika.

Kada su vremenske tocke analizirane zasebno, statisticki znacajna korelacija nije

utvrdena pri dijagnozi, nakon 3 mjeseca niti nakon 6 mjeseci pracenja.

4.5. Koncentracije S100A8/A9 tijekom aktivne bolesti, remisije i pracenja

bolesnika

Koncentracije proteina SIO0A8/A9 odredivane su tijekom aktivne bolesti, tijekom
remisije te tijekom pracenja bolesnika nakon 3 1 6 mjeseci. Dodatno je provedena usporedba s

kontrolnom skupinom zdravih ispitanika.

4.5.1. Aktivna bolest i kontrolna skupina

Koncentracije SI00A8/A9 bile su znacajno vise u bolesnika s aktivhom boles¢u nego
u kontrolnoj skupini (Slika 15). Medijan koncentracije iznosio je 5348 ng/mL u skupini
bolesnika i 1132 ng/mL u kontrolnoj skupini (P < 0,001).
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Usporedba razina S100A8/A9 izmedu bolesnika s aktivhom bolesti i kontrolne skupine

12000 -
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S100A8/A9 (ng/mL)
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2000 -

Aktivna beolest (0 mj.) Kontrolna skupina (KS)

Slika 15. Usporedba koncentracija SI00A8/A9 izmedu bolesnika s aktivnom bolesti i
kontrolne skupine.

4.5.2. Aktivna bolest i remisija

Ukupno su analizirana 74 mjerenja tijekom aktivne bolesti i 54 mjerenja tijekom
remisije (Slika 16). Medijan koncentracije tijekom aktivne bolesti bio je 5185 ng/mL, a

tijekom remisije 1978,5 ng/mL. Razlika je bila statisti¢ki znacajna (P < 0,001).

Usporedba razina biomarkera S100A8/A9

12000
10000
8000

6000

S100A8/A9

4000

2000

Aktivna bolest Remisija

Klinicki status

Slika 16. Usporedba koncentracija SI00A8/A9 tijekom aktivne bolesti i remisije.
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4.5.3. Koncentracije S1I00A8/A9 nakon 3 mjeseca pracenja

Nakon 3 mjeseca pracenja medijan koncentracije iznosio je 4386 ng/mL u aktivnoj

bolesti i 2028 ng/mL u remisiji (P = 0,040), sto je prikazano na slici 17.

S100A8/A9 nakon 3 mjeseca

10000

8000

6000

S100A8/A9 (ng/mL)

4000

2000

Remisija Aktivna bolest
Slika 17. Koncentracije SI00A8/A9 nakon 3 mjeseca pracenja.
4.5.4. Koncentracije SI00A8/A9 nakon 6 mjeseci pracenja

Nakon 6 mjeseci pra¢enja medijan koncentracije iznosio je 5837 ng/mL u aktivnoj
bolesti i 1887,4 ng/mL u remisiji. Razlika nije bila statisti¢ki znacajna (P = 0,122), $to je
vidljivo iz Slike 18.
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S100A8/A9 nakon 6 mjeseci
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Slika 18. Koncentracije SI00A8/A9 nakon 6 mjeseci pracenja.
4.5.5. Dinamika koncentracija S100A8/A9 tijekom pracenja

Medijan koncentracije iznosio je 5348 ng/mL pri dijagnozi, 4386 ng/mL nakon 3
mjeseca te 5837 ng/mL nakon 6 mjeseci. U kontrolnoj skupini medijan je iznosio 1132

ng/mL. U svim vremenskim tockama aktivne bolesti vrijednosti su bile viSe nego u kontrolnoj
skupini (Slika 19).
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Usporedba razina S100A8/A9 u aktivnoj bolesti kroz vrijeme i kontrolne skupine

12000
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S100AB/A9 (ng/mL)
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Aktivna bolest Aktivna bolest Aktivna bolest Kontrolna skupina
(0 mij.) (3 mj.) (6 mj.) (KS)

Slika 19. Usporedba koncentracija SI00A8/A9 tijekom aktivne bolesti pri dijagnozi, nakon 3
i 6 mjeseci te u kontrolnoj skupini.

4.6. Povezanost koncentracija SI00A8/A9 s klini¢ckim manifestacijama

bolesti

4.6.1. Povezanost koncentracija S100A8/A9 s koZnim manifestacijama

Medijan koncentracije SI00A8/A9 iznosio je 4813,5 ng/mL kod zahvacenosti jedne
regije, 4606,6 ng/mL kod zahvacenosti dviju regija, 6000,2 ng/mL kod zahvacenosti triju
regija te 8460,6 ng/mL kod zahvacenosti Cetiriju regija (Slika 20).
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Povezanost razina biomarkera S100A8/A9 s prosirenoscu koZnog osipa
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S100A8/A9 na pocetku bolesti (ng/mL)
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1 regija 2 regije 3 regije 4 regije
Broj zahvacenih anatomskih regija po bolesniku

Slika 20. Povezanost razine S100A8/A9 s prosirenoscu koznog osipa.

Pearsonov koeficijent korelacije izmedu broja zahvacenih regija i koncentracije
S100A8/A9 iznosio je r = 0,226 (P = 0,064), dok je Spearmanov koeficijent iznosio rs = 0,171
(P = 0,164). Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu skupina
(H=5,691; P =0,128).

Kod bolesnika s generaliziranim osipom utvrdene su viSe koncentracije SI00A8/A9 u
odnosu na bolesnike s lokaliziranim osipom (10 602,0 prema 4906,5 ng/mL; P = 0,040), kako
je prikazano u Tablici 12.

Tablica 12. Koncentracije SI00A8/A9 prema obiljezjima koznog osipa

Karakteristika osipa Skupina Meduzr:g?éOi))AS/AQ P
Glutealni osip DA 6567,0
NE 44978 0,058
Generalizirani osip DA 10 602,0
NE (lokalizirani osip) 4906,5 0,040

Podaci su prikazani kao medijan koncentracije SI00A8/A9 (ng/mL)
P — razina statisticke znacajnosti
DA — osip prisutan; NE — osip nije prisutan

4.6.2. Povezanost koncentracija S100A8/A9 i zglobnih manifestacija

Medijan koncentracije S100A8/A9 u bolesnika sa zglobnim manifestacijama iznosio

je 5867 ng/mL, dok je u bolesnika bez zahvacenosti zglobova iznosio 4141,8 ng/mL (Slika
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21). Razlika nije bila statisticki znacajna (Mann-Whitney P = 0,164; Welchov t-test P =

0,053).
Razine S100A8/A9 na pocetku bolesti s obzirom na zahvacenost zglobova

12000

10000

8000

6000

S100A8/A9 razina (ng/mL)

4000

2000

Zahvaceni zglobovi (da) Bez zahvacenosti (ne)
(N = 56) (N =12)

Zahvadenost zglobova

Slika 21. Usporedba vrijednosti SI00A8/A9 kod bolesnika sa zglobnim simptomima u
odnosu na bolesnike koji nisu imali zglobne simptome.

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost izmedu broja zahvacenih zglobnih regija

i koncentracije biomarkera (Pearson r = 0,188; P = 0,122), $to je prikazano na slici 22.
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S100A8/A9 u odnosu na broj zahvacenih zglobnih regija
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Slika 22. Usporedba vrijednosti ST00A8/A9 u odnosu na broj zahvacenih zglobova
4.6.3. Povezanost koncentracija S100A8/A9 i gastrointestinalnog zahvacanja

Medijan koncentracije S100A8/A9 u skupini s gastrointestinalnim zahvacanjem
iznosio je 4797 ng/mL, dok je u skupini bez gastrointestinalnog zahvacanja iznosio 6202

ng/mL (Slika 23).
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S100A8/A9 kod bolesnika s probavnim simptomima
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Slika 23. Usporedba vrijednosti SIO0A8/A9 kod bolesnika sa zahva¢enim probavnim
sustavom i bolenika koji nisu imali zahvacen probavni sustav bolescu.

Razlika izmedu skupina nije bila statisticki znacajna (Mann-Whitney U test P =

0,823).

4.6.4. Povezanost koncentracija S100A8/A9 i nefritisa

Medijan koncentracije S100A8/A9 u bolesnika s nefritisom iznosio je 5470,8 ng/mL,

dok je u bolesnika bez nefritisa iznosio 4758,0 ng/mL (Slika 24).
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S100A8/A9 kod bolesnika s bubreznom bolescu
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Slika 24. Usporedba vrijednosti ST00A8/A9 kod bolesnika s bubreznom bolesc¢u i bolesnika
koji nisu imali bubreZznu bolest.

Razlika izmedu skupina nije bila statisticki znacajna (Mann-Whitney U test P =
0,816).

4.7. Terapijske karakteristike bolesnika

Terapijske karakteristike bolesnika analizirane su s obzirom na ucestalost primjene
pojedinih terapijskih skupina, promjene terapije tijekom lijeCenja te povezanost pocetnih
koncentracija SLO0A8/A9 s primijenjenom terapijom. Rezultati su prikazani na Slikama 25 do
27.

4.7.1. Primijenjena terapija

Tijekom lijecenja najCeS¢e je primjenjivana potporna terapija, koja je ukljucivala
gastroprotekciju 1 druge suportivne postupke te je zabiljezena kod 48 bolesnika (69,6 %).
Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAIL) primijenjeni su kod 42 bolesnika (60,9 %),
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glukokortikoidi kod 35 bolesnika (50,7 %), antibiotici kod 9 bolesnika (13,0 %), a
imunosupresivi kod 6 bolesnika (8,7 %).

NSAIL i glukokortikoidi su glavne terapijske skupine kod bolesnika

Ostalo (gastroprotekcija, dr.) 69.6% (N=48)

NSAIL (npr. ibuprofen) 60.9% (N=42)
£
=%
]
&
("]
e Glukokortikoidi 50.7% (N=35)
n
a
o
2
Antibiotici 13.0% (N=9)
Imunosupresivi . 8.7% (N=6)
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Udio bolesnika (%)

Slika 25. Ucestalost primjene pojedinih terapijskih skupina u bolesnika s IgA vaskulitisom.
4.7.2. Terapija prije i tijekom hospitalizacije

Prije hospitalizacije terapija je primijenjena kod manjeg broja bolesnika. NajceSce su
koristeni antibiotici kod 5 bolesnika (7,2 %), dok su glukokortikoidi i imunosupresivi bili
primijenjeni kod po 3 bolesnika (4,3 %). NSAIL su primijenjeni kod 2 bolesnika (2,9 %), dok
je druga potporna terapija bila prisutna kod 6 bolesnika (8,7 %). Tijekom hospitalizacije

zabiljeZen je porast primjene svih glavnih terapijskih skupina.

Uvodenje aktivne terapije nakon hospitalizacije bolesnika

BO
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Terapijska skupina

Slika 26. Usporedba primjene terapije prije hospitalizacije i tijekom hospitalizacije.
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Najizrazeniji porast odnosio se na NSAIL (2,9 % na 60,9 %) 1 glukokortikoide (4,3 %
na 50,7 %). Primjena potporne terapije povecala se s 8,7 % na 69,6 %. Svi bolesnici lijeceni

imunosupresivima imali su bubrezno zahvacanje bolesti.

4.7.3. Koncentracije S1I00A8/A9 prema terapijskim skupinama

Medijan koncentracije iznosio je 5050 ng/mL u bolesnika bez protuupalne terapije,
6827,9 ng/mL u skupini lije¢enoj samo NSAIL-om, 4264 ng/mL u skupini lije¢enoj samo
glukokortikoidima, 7563 ng/mL u skupini lije¢enoj kombinacijom glukokortikoida i NSAIL-a

te 4996,8 ng/mL u skupini lijeCenoj imunosupresivima.

Razine biomarkera S100A8/A9 (0 mj.) prema vrsti terapije bolesnika
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Slika 27. Pocetne koncentracije SI00A8/A9 prema terapijskim skupinama.

Kruskal-Wallisov test nije pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu terapijskih
skupina (H = 3,753; P = 0,440).
4.8. Korelacije biomarkera S100A8/A9 s laboratorijskim parametrima

Kako bi se procijenila povezanost biomarkera S100A8/A9 s laboratorijskim
pokazateljima upalne aktivnosti i tezine bolesti, provedena je korelacijska analiza. Rezultati

su prikazani u Tablici 13 i na Slikama 28 do 39.
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4.8.1. Ukupna korelacijska analiza

Tablica 13. Korelacija S100A8/A9 s laboratorijskim parametrima.

Parametar N Spearman p P
SE 123 0,437 <0,001
CRP 127 0,375 <0,001
L 126 0,425 <0,001
E 125 -0,029 0,744
Hb 125 -0,031 0,732
Ht 117 -0,028 0,765
Tr 125 0,234 0,009
urea 126 -0,146 0,103
Kreatinin 127 0,121 0,176
feritin 111 0,493 <0,001
C3 90 0,428 <0,001
C4 90 0,288 0,006
fibrinogen 123 0,419 <0,001
D-dimeri 124 0,421 <0,001
ukupni proteini 123 0,005 0,959
IgM 123 0,132 0,145
IgA 123 0,174 0,054
IgG 123 0,088 0,335
albumin 123 -0,277 0,002
alfa 1 globulini 95 0,517 <0,001
alfa 2 globulini 95 0,468 <0,001
beta globulini 95 0,210 0,041
gama globulini 95 0,153 0,138
kalprotektin u stolici 96 0,104 0,311

N — broj mjerenja; Spearman p — Spearmanov koeficijent korelacije izmedu koncentracije SIO0A8/A9 i
pojedinog parametra

SE — sedimentacija eritrocita; CRP — C-reaktivni protein; L — leukociti; E — eritrociti; Hb — hemoglobin; Ht —
hematokrit; Tr — trombociti; C3, C4 — komponente komplementa; IgA, 1gG, IgM — imunoglobulini A, Gi M

Vrijednosti SI00A8/A9 pokazale su statisticki znacajnu pozitivnu korelaciju sa SE (p
= 0,437; P <0,001), CRP-om (p = 0,375; P < 0,001), trombocitima (p = 0,234; P = 0,009),
feritinom (p = 0,493; P < 0,001), C3 (p = 0,428; P < 0,001), C4 (p = 0,288; P = 0,006),
fibrinogenom (p = 0,419; P < 0,001), D-dimerima (p = 0,421; P < 0,001), alfa 1 globulinima
(p=0,517; P <0,001), alfa 2 globulinima (p = 0,468; P < 0,001) te beta globulinima (p =
0,210; P = 0,041). Zabiljezena je znafajna negativna korelacija s albuminom (p = -0,277; P =
0,002). Nije utvrdena znacajna povezanost s kalprotektinom u stolici, IgM, IgG, ukupnim

proteinima, ureom, kreatininom, hemoglobinom ili hematokritom.
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4.8.2. Albumini i globulinske frakcije

Korelacija: S100A8/A9 i Albumini
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Slika 28. Korelacija vrijednosti SI00A8/A9 i albumina (p = -0,277; P = 0,002).
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Korelacija: S100A8/A9 i Alfa-1 globulini
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Slika 29. Korelacija SI00A8/A9 i al-globulina (p = 0,518; P < 0,001; Pearson r = 0,463; P <
0,001).
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Korelacija: S100A8/A9 i Alfa-2 globulini
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Slika 30. Korelacija SI00A8/A9 i 02-globulina (p = 0,469; P < 0,001; Pearson r = 0,377; P <

0,001.)
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Korelacija: S100A8/A9 i Beta globulini
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Slika 31. Korelacija SI00A8/A9 i B-globulina (p = 0,210; P = 0,041).
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4.8.3. Komponente komplementa

Korelacija: S100A8/A9 i Komponenta komplementa C3
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Slika 32. Korelacija SI00A8/A9 i C3 komponente komplementa (p = 0,428; P < 0,001;
Pearson r = 0,392; P < 0,001).
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Korelacija: S100A8/A9 i Komponenta komplementa C4
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Slika 33. Korelacija SI00A8/A9 i C4 komponente komplementa (p = 0,288; P = 0,006;

Pearson r = 0,249; P = 0,018).
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4.8.4. Pokazatelji upalne aktivnosti

Korelacija: S100A8/A9 i C-reaktivni protein (CRP)
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Slika 34. Korelacija SI00A8/A9 i C-reaktivnog proteina (p = 0,375; P < 0,001; Pearson r =
0,419; P < 0,001).
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Korelacija: S100A8/A9 i Sedimentacija eritrocita (SE)
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Slika 35. Korelacija SIO0A8/A9 i brzine sedimentacije eritrocita (p = 0,438; P < 0,001;

Pearson r = 0,358; P < 0,001).
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4.8.5. Cimbenici zgruSavanja krvi

Korelacija: S100A8/A9 i D-dimeri
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Slika 36. Korelacija SI00A8/A9 i D-dimera (p =0,421; P < 0,001; Pearson r = 0,206; P =

0,021).
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Fibrinogen (g/L)

Korelacija: S100A8/A9 i Fibrinogen
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Slika 37. Korelacija SI00A8/A9 i fibrinogena (p = 0,419; P < 0,001; Pearson r = 0,440; P <

0,001).
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4.8.6. Feritin i trombociti

Korelacija: S100A8/A9 i Feritin
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Slika 38. Korelacija SI00A8/A9 i feritina (p = 0,493; P < 0,001; Pearson r = 0,466; P <
0,001).
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Korelacija: S100A8/A9 i Trombociti (Tr)
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Slika 39. Korelacija SI00A8/A9 i trombocita (p = 0,234; P = 0,009; Pearsonr = 0,190; P =
0,034).

4.9. Dijagnosticka i prediktivna vrijednost biomarkera S100A8/A9

Kako bi se procijenila dijagnostic¢ka i prediktivna vrijednost biomarkera ST00A8/A9,
provedena je analiza ROC krivulja. Rezultati su prikazani na Slikama 40 do 44 i u Tablici 14.

4.9.1. Dijagnosticka vrijednost biomarkera S100A8/A9 za IgA vaskulitis

ROC analizom za razlikovanje bolesnika s IgA vaskulitisom i kontrolne skupine
dobivena je AUC vrijednost od 0,9205 (95 %-tni interval pouzdanosti 0,8668-0,9631).
Optimalna grani¢na vrijednost biomarkera iznosila je 3324 ng/mL. Pri toj vrijednosti
osjetljivost biomarkera iznosila je 75,36 %, specifi¢nost 100,0 %, pozitivna prediktivna
vrijednost 100,0 %, negativna prediktivna vrijednost 66,0 %, a ukupna dijagnosticka to¢nost

83,33 %.

80



Dijagnosticka ROC krivulja biomarkera S100A8/A9 za IgA vaskulitis
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Slika 40. ROC analiza za razlikovanje bolesnika s IgA vaskulitisom i kontrolne skupine.
4.9.2. Prediktivna vrijednost biomarkera za odredivanje remisije bolesti

ROC analizom za odredivanje remisije bolesti dobivena je AUC vrijednost od 0,840
(95 %-tni interval pouzdanosti 0,744-0,925). Optimalna grani¢na vrijednost biomarkera
iznosila je 3324 ng/mL. Pri toj vrijednosti osjetljivost testa iznosila je 75,4 %, a specificnost
91,3 %. Pozitivna prediktivna vrijednost bila je 96,3 %, negativna prediktivna vrijednost 55,3

%, a ukupna dijagnosticka tocnost 79,4 %.
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ROC krivulja S100A8/A9: aktivna bolest vs. remisija
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Slika 41. ROC analiza za razlikovanje bolesnika s aktivnim IgA vaskulitisom i bolesnika u
remisiji.

4.9.3. Prediktivna vrijednost biomarkera za nefritis

ROC analizom za nefritis dobivena je AUC vrijednost od 0,519 (95 %-tni interval
pouzdanosti 0,375-0,668). Optimalna grani¢na vrijednost biomarkera iznosila je 4977 ng/mL.

Pri toj vrijednosti osjetljivost testa iznosila je 66,7 %, a specificnost 52,9 %.
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S100A8/A9 za predikciju bubrezne bolesti
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Slika 42. ROC analiza za nefritis
4.9.4. Prediktivna vrijednost biomarkera za gastrointestinalno zahvacanje

ROC analizom za gastrointestinalno zahvacanje dobivena je AUC vrijednost od 0,484
(95 %-tni interval pouzdanosti 0,334-0,643). Optimalna grani¢na vrijednost biomarkera

iznosila je 8344,6 ng/mL. Pri toj vrijednosti osjetljivost testa iznosila je 26,9 %, a specifi¢nost
88,4 %.

83



S100A8/A9 za predikciju zahvacenosti probavnog sustava
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Slika 43. ROC analiza za gastrointestinalno zahvacanje.
4.9.5. Prediktivna vrijednost biomarkera za zglobni sindrom

ROC analizom za zglobni sindrom dobivena je AUC vrijednost od 0,629 (95 %-tni
interval pouzdanosti 0,474-0,778). Optimalna grani¢na vrijednost biomarkera iznosila je

6696,6 ng/mL. Pri toj vrijednosti osjetljivost testa iznosila je 46,4 %, a specifi¢nost 83,3 %.
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Slika 44. ROC analiza za zglobni sindrom.

4.9.6. Usporedba ROC analiza

Sazetak rezultata ROC analiza prikazan je u Tablici 14.

Tablica 14. Parametri ROC analiza biomarkera S100A8/A9.

Ishod AUC 95 % ClI (ﬁ;}ng’g Os) 8(22')"0“ Sp“(f%“"“
IgA vaskulitis 09205 0,8668-0,9631 3324 75,36 100,0
Remisija 0,840 0,744-0,925 3324 75,4 913
Nefritis 0519 0,375-0,668 4977 66,7 52,9
Safég"éﬂf:“”a'”o 0,484 0,334-0,643 8344,6 26,9 88,4
Zglobni sindrom 0,629 0,474-0,778 6696,6 46,4 83,3

AUC — povrsina ispod krivulje; CI — interval pouzdanosti; Cut-off — grani¢na vrijednost
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5. RASPRAVA



U ovom prospektivnom istrazivanju djece s IgA vaskulitisom analizirana je vrijednost
serumskog S100A8/A9 kao moguéeg biomarkera aktivnosti bolesti, njegova povezanost s
PVAS-om i drugim laboratorijskim pokazateljima upale te njegova povezanost s pojedinim
klinickim fenotipovima. Glavni nalazi istrazivanja mogu se sazeti u nekoliko cjelina.
Koncentracije SI00A8/A9 bile su znacajno viSe u bolesnika s aktivnim IgAV-om nego u
kontrolnoj skupini, a viSe vrijednosti zabiljeZzene su i U aktivnoj bolesti nego u remisiji.
Koncentracija biomarkera pozitivno je korelirala s PVAS-om kada su u analizu ukljuc¢ena sva
dostupna mjerenja, kao 1 s vecim brojem klasicnih laboratorijskih pokazatelja upalne
aktivnosti. Nasuprot tome, S100A8/A9 nije pokazao znaCajnu povezanost s nefritisom,
gastrointestinalnim ili zglobnim zahvacanjem kada su se te manifestacije promatrale zasebno.
ROC analiza pokazala je visoku diskriminacijsku sposobnost za razlikovanje bolesnika s
IgAV-om od kontrolne skupine, ali ne i za predvidanje pojedinih organskih manifestacija.
Ovakav obrazac nalaza vaZzan je za razumijevanje stvarne klinicke vrijednosti ST00A8/A9 u
IgAV-u.

Dobiveni rezultati u velikoj se mjeri podudaraju s prethodno objavljenim
istrazivanjima, ali istodobno proSiruju dosadasnje spoznaje longitudinalnim pra¢enjem i
opseznijom analizom odnosa biomarkera prema klinickim 1 laboratorijskim obiljezjima
bolesti. Posebno je vazno da se u interpretaciji SIO0A8/A9 razlikuju tri potencijalno razliCite
namjene biomarkera: dijagnosticko razlikovanje bolesnika s IgAV-om od zdravih ili
neupalnih kontrola, procjena trenutne aktivnosti sistemske upale te predvidanje razvoja ili
prisutnosti specifi¢nog organskog zahvacanja. Rezultati ovog istraZivanja daju razlicit stupanj

potpore za svaku od tih primjena.

5.1. SI00A8/A9 kao pokazatelj aktivnosti IgA vaskulitisa

NajizraZeniji nalaz ovog istraZivanja bila je znacajno visa koncentracija S100A8/A9 u
djece s aktivnim IgAV-om u odnosu na kontrolnu skupinu. Medijan koncentracije pri
dijagnozi bio je znacajno visi u odnosu na kontrolnu skupinu, a k tome, kada su sva dostupna
mjerenja razvrstana prema kliniCkom statusu, medijan koncentracije S100A8/A9 bio je
znacajno visi tijekom aktivne bolesti nego u remisiji. Ovi nalazi podupiru pretpostavku da
serumski S100A8/A9 odrazava stupanj sistemske upalne aktivnosti u IgAV-u.

Bioloska podloga takvog nalaza je uvjerljiva. S100A8/A9 je pretezno izrazen u
neutrofilima i monocitima te se oslobada pri njihovoj aktivaciji. U izvanstanicnom prostoru
djeluje kao DAMP/alarmin i preko TLR4 i RAGE signalnih putova moze pojacavati upalni

odgovor (43, 45, 46). Budu¢i da su aktivacija neutrofila, endotelna aktivacija i leukocitno
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oStecenje krvnih zila sastavni dijelovi zavr$ne faze patogeneze IgAV-a, povecanje serumskog
S100A8/A9 predstavlja bioloski o¢ekivan dogadaj (2, 10, 45).

Nasi rezultati pokazuju da je SI00A8/A9 znacajno povezan s kliniCkom aktivnoséu
bolesti 1 nizom laboratorijskih pokazatelja upale. Sadasnja analiza dodatno razraduje taj odnos
detaljnijom analizom korelacija, organskih fenotipova i ROC karakteristika.

Vazno je pritom naglasiti da SI00A8/A9 nije specifican za IgAV. Njegova vrijednost
kao biomarkera aktivnosti ve¢ je opisana u juvenilnom idiopatskom artritisu, Stillovoj bolesti,
Kawasakijevoj bolesti i AAV-u (49-57, 59-62). Sustavni pregled objavljen 2026. godine
takoder zakljuCuje da SI00A8/A9 ima najviSe dokaza kao pokazatelj neutrofilno posredovane
upale i aktivnosti u sistemskim vaskulitisima, ali da su IgAV-specifi¢ni podaci jo§ uvijek
fragmentirani te da su potrebna standardizirana prospektivna istrazivanja (45). Stoga povisena
koncentracija S100A8/A9 u naSoj kohorti ne treba tumaciti kao specifican dokaz IgAV-a,
nego kao pokazatelj intenziteta upalnog procesa koji se u odgovaraju¢em klinickom kontekstu
javlja uz IgAV.

Slican odnos izmedu serumskog kalprotektina i aktivnosti bolesti opisan je i u drugim
pedijatrijskim reumatskim bolestima. U juvenilnom idiopatskom artritisu, ukljucujuéi
sistemski oblik bolesti, viSe koncentracije SI00A8/A9 povezane su s aktivnom bolesc¢u, a
vrijednosti su se u pojedinim kohortama mijenjale usporedno s klinickim pokazateljima
aktivnosti i tradicionalnim biljezima upale (53, 71). Meta-analiza dostupnih studija takoder je
pokazala da su koncentracije serumskog kalprotektina viSe u aktivnoj nego u neaktivnoj JIA,
pri ¢emu je razlika bila osobito izrazena u sistemskom obliku bolesti (72). Ovi podaci
podupiru tumacenje da SI00A8/A9 prije svega odrazava aktivaciju mijeloidne komponente

upalnog odgovora, a ne specificnu etiologiju pojedine reumatske bolesti.

5.2. Povezanost S100A8/A9 s PVAS-om

U ovom istrazivanju utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
S100A8/A9 i PVAS-a kada su analizirana sva dostupna mjerenja. Ovaj nalaz izravno
podupire drugu hipotezu istrazivanja. Medutim, pri zasebnoj analizi pojedinih vremenskih
toCaka korelacija nije dosegnula statisticku znaCajnost. Takav rezultat treba interpretirati
oprezno.

Jedno od moguc¢ih objasnjenja jest da zdruzena analiza svih vremenskih tocaka
povecava raspon vrijednosti i time omogucuje jasnije uocavanje odnosa izmedu biomarkera i
klinicke aktivnosti, dok se unutar pojedine vremenske tocke raspon PVAS-a i S100A8/A9

moze suziti. Dodatno, PVAS je kompozitni klinicki instrument koji razli¢itim organskim
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manifestacijama dodjeljuje razliCitu tezinu (27). S100A8/A9, s druge strane, bioloski
prvenstveno odrazava aktivaciju mijeloidnih stanica i sistemsku upalu (43, 45, 46). Stoga se
ne ocekuje nuzno savrSena linearna podudarnost izmedu ukupnog klinickog zbroja i
koncentracije jednog biomarkera.

Nalaz pozitivne povezanosti S100A8/A9 s PVAS-om podupire moguénost da
biomarker odrazava intenzitet klinicke aktivnosti bolesti. PVAS je standardizirani instrument
razvijen za procjenu aktivnosti djecjih vaskulitisa (27). Ipak, sadasnji rezultati pokazuju da
korelacija nije dovoljna da bi se SIO0A8/A9 promatrao kao zamjena za klinicku procjenu.
Vjerojatnije je da bi biomarker mogao predstavljati komplementaran laboratorijski pokazatelj

aktivnosti.

5.3. Dinamika S100A8/A9 tijekom pracenja

Longitudinalni rezultati pokazuju da je SIO0A8/A9 ostao visi u aktivnoj bolesti nego u
kontrolnoj skupini tijekom svih promatranih vremenskih toc¢aka. Pri tome je nakon tri mjeseca
koncentracija bila znacajno visa u aktivnoj bolesti nego u remisiji , dok nakon Sest mjeseci
razlika izmedu aktivne bolesti i1 remisije viSe nije bila statisticki znacajna.

Longitudinalna priroda ovog odnosa takoder je opisana u drugim bolestima. U JIA
serumski kalprotektin razlikovao je aktivnu od neaktivne bolesti te je bio povezan s tijekom
klinicke aktivnosti, dok su u odrasloj Stillovoj bolesti vrijednosti SI00A8/A9 bile vise
tijekom aktivne bolesti i smanjivale se nakon smirivanja aktivnosti (53, 54). Takva dinamika
podupire moguénost da SI00A8/A9 moze biti osjetljiv na promjenu intenziteta sistemske
upale, ali istodobno upozorava da se pojedinacna vrijednost biomarkera mora interpretirati u
kontekstu klinickog stanja 1 vremena uzorkovanja.

Ovaj obrazac ne podupire jednostavan model prema kojem bi se koncentracija
S100A8/A9 progresivno smanjivala tijekom prvih Sest mjeseci nakon dijagnoze. Umjesto
toga, rezultati upucuju na dinamicko ponaSanje biomarkera koje je povezano s trenutatnim
statusom bolesti, pri ¢emu pojedinacne vrijednosti ovise o tome je li bolest u trenutku
uzorkovanja aktivna ili u remisiji. Sli¢an koncept opisan je i u drugim upalnim bolestima u
kojima S100A8/A9 moze ostati povisen tijekom klini¢ki mirnijih razdoblja (49-56).

Pri interpretaciji Sestomjeseénih rezultata potrebno je uzeti u obzir i broj dostupnih
mjerenja te Cinjenicu da se klinicki status bolesnika tijekom pracenja mijenja. Dodatno,
koncentracija biomarkera moze biti pod utjecajem lijeCenja, trajanja bolesti 1 heterogenosti

organskih manifestacija. Stoga bi za potvrdu longitudinalne uporabljivosti bilo potrebno vece
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istrazivanje s unaprijed definiranim vremenskim toCkama, standardiziranim uzorkovanjem i

ponovljenim mjerenjima unutar istog bolesnika.

5.4. S100A8/A9 i koZne manifestacije

Analiza koznog fenotipa pokazala je zanimljiv, ali ne potpuno linearan odnos izmedu
prosirenosti osipa i SI00A8/A9. Medijan koncentracije povecavao se od 4813,5 ng/mL pri
zahvacenosti jedne regije do 8460,6 ng/mL pri zahvacenosti Cetiri regije, ali ukupna korelacija
nije bila statisticki znacajna. Istodobno je u bolesnika s generaliziranim osipom medijan
S100A8/A9 bio znacajno visi nego u bolesnika s lokaliziranim osipom.

Ovaj nalaz je u skladu s bioloskom pretpostavkom da veci opseg koznog vaskularnog
upalnog procesa moze biti pracen izrazenijom aktivacijom mijeloidnih stanica. Medutim,
Cinjenica da korelacija s brojem regija nije bila statisticki znacajna upozorava da se
S100A8/A9 ne moze jednostavno Kkoristiti za kvantifikaciju opsega koznog zahvacanja.
Generalizirani osip predstavlja kvalitativno razlic¢itu klinicku kategoriju od pukog povecanja
broja zahvacenih regija, pa bi upravo ta razlika mogla objasniti zasto se statisticki signal
pojavljuje u usporedbi generaliziranog i lokaliziranog osipa, ali ne i u kontinuiranoj
korelacijskoj analizi.

Sli¢na povezanost SI00A8/A9 s izrazenim sistemskim upalnim fenotipom opisana je i
u Stillovoj bolesti. U bolesnika s odraslom Stillovom bole$¢u serumske koncentracije
ST100A8/A9 bile su vise nego u bolesnika s reumatoidnim artritisom i1 zdravih kontrola te su se
smanjivale nakon smirivanja aktivnosti bolesti (54). lako se taj nalaz ne moZe izravno
preslikati na morfologiju osipa u IgAV-u, podupire hipotezu da visoke vrijednosti STO0A8/A9
mogu pratiti izrazeniji sustavni neutrofilno-monocitni odgovor. Stoga nalaz znacajno visih
vrijednosti u bolesnika s generaliziranim osipom treba promatrati kao signal povezanosti s

intenzitetom upalnog fenotipa, a ne kao dokaz specificnosti biomarkera za koZzno zahvacanje.

5.5. S100A8/A9 i zglobno, gastrointestinalno te bubreZno zahvacanje

Za razliku od povezanosti s opéom aktivnoScu bolesti, koncentracija SI00A8/A9 nije
se znacajno razlikovala izmedu bolesnika sa 1 bez zglobnih manifestacija, a nije nadena ni
znacajna povezanost s brojem zahvacenih zglobnih regija. Ovaj rezultat govori u prilog tome
da serumskim S100A8/A9 nije moguce jednostavno odrediti postoji li zglobni fenotip bolesti.

Slican problem razdvajanja sistemske aktivnosti od organske lokalizacije vidljiv je i u
drugim bolestima. U juvenilnom sistemskom eritemskom lupusu serum S100A8/A9 bio je

poviSen, a u nekim analizama bio je povezan s aktivnim bubreznim zahvacanjem (73). U

90



sistemskom eritemskom lupusu odraslih takoder su vise razine SI00A8/A9 bile povezane s
vecom aktivnosti bolesti, a osobito s glomerulonefritisom i prisutnos¢u anti-dsSDNA
protutijela (74). Ovi nalazi pokazuju da S100A8/A9 moze biti povezan s odredenim
organskim manifestacijama u drugim autoimunim bolestima, ali istodobno potvrduju da
njegova klinicka vrijednost ovisi o bolesti, na¢inu mjerenja i odnosu prema lokalnim
biljezima ostecenja.

Slican obrazac dobiven je za gastrointestinalno zahvacanje. Medijan S100A8/A9 ¢ak
je bio numericki nizi u bolesnika s gastrointestinalnim zahvacanjem nego u bolesnika bez
njega (4797 prema 6202 ng/mL), ali razlika nije bila statisticki znacajna. Ovaj nalaz je
posebno zanimljiv u kontekstu cinjenice da je fekalni kalprotektin, koji predstavlja isti
S100A8/A9 protein mjeren u stolici, dobro istrazen kao biljeg crijevne upale u IgAV-u (41,
42, 66).

Nepostojanje povezanosti serumskog i fekalnog S100A8/A9 dodatno podupire
koncept da serumski i fekalni kalprotektin mogu predstavljati razli¢ite prostorne komponente
upalnog odgovora. Serumski S100A8/A9 vjerojatnije odrazava sistemsku aktivaciju
mijeloidnih stanica, dok fekalni oblik izravnije odrazava lokalnu intestinalnu upalu. Stoga
negativan rezultat serumske analize u odnosu na gastrointestinalno zahvacanje ne proturjeci
literaturi o korisnosti fekalnog kalprotektina (66).

Najvazniji negativan nalaz odnosi se na nefritis. Medijan S100A8/A9 nije pokazao
statisticki znacajnu razliku izmedu bolesnika s nefritisom 1 onih bez nefritisa. ROC analiza
dodatno je pokazala AUC od samo 0,519, uz 95 %-tni interval pouzdanosti 0,375-0,668. To
je prakticno vrijednost bliska slu€ajnoj klasifikaciji.

U vaskulitisima s dominantnim bubreZznim zahvacanjem nalazi su neSto druk¢iji. U
ANCA-povezanom vaskulitisu serumski S100A8/A9 bio je povisSen tijekom aktivne bolesti,
smanjivao se tijekom remisije, ali je u dijela bolesnika ostajao poviSen i u remisiji; vise
vrijednosti bile su povezane 1 s relapsom nakon povlacenja terapije (59). To sugerira da je
ST100A8/A9 sposoban odrazavati aktivaciju neutrofila 1 monocita povezanu s vaskularnom i
glomerularnom upalom, ali ne znac¢i da ¢e isti biomarker imati jednaku dijagnosticku ili
prediktivnu vrijednost u razli¢itim vaskulitiénim sindromima.

Ovaj rezultat vazan je jer je bubrezno zahvacanje klinicki najvaznija komplikacija
IgAV-a, a potraga za ranim biomarkerima IgAVN-a i dalje je jedno od srediS$njih podrucja
istrazivanja (23, 34, 39). Dosadasnja literatura pokazuje da nijedan pojedina¢ni rutinski

laboratorijski pokazatelj nije dovoljno pouzdan za samostalno predvidanje nefritisa (34).
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Noviji pregledi takoder zakljucuju da, unato¢ velikom broju istrazivanih serumskih i urinarnih
biljega, klini¢ki primjenjiv samostalni prediktor [IgAVN-a jos nije potvrden (34, 39, 75).
Moguce je da S100A8/A9 odrazava zajednicku sistemsku upalnu komponentu IgAV-
a, ali ne 1 lokalizaciju upalnog procesa u glomerulu. Takvo tumacenje u skladu je s ¢injenicom
da je S100A8/A9 povezan s aktivacijom neutrofila i monocita, dok nastanak IgAVN-a
ukljucuje dodatne lokalne mehanizme, ukljucujuéi odlaganje Gd-IgAl-imunokompleksa,
aktivaciju komplementa i intrarenalne procese (10, 20, 39). Stoga visok SI00A8/A9 ne mora

nuzno znaciti da ¢e se upalni proces manifestirati upravo u bubregu.

5.6. S100A8/A9 i laboratorijski pokazatelji upale

Najsiru 1 najkonzistentniju povezanost S100A8/A9 pokazao je s laboratorijskim
pokazateljima sistemske upale. Pozitivne korelacije utvrdene su sa SE, CRP-om, leukocitima,
fibrinogenom, D-dimerima, trombocitima, komponentama komplementa, B-globulinima, a
najjace korelacije zabiljeZzene su s al-globulinima, feritinom i a2-globulinima. Istovremeno,
utvrdena je i1 negativna korelacija s vrijednostima albumina.

Takav obrazac nije specifican za IgAV. U reumatoidnom artritisu serumski i
sinovijalni S100A8/A9 povezani su s klinickim 1 laboratorijskim pokazateljima aktivnosti,
ukljucujuéi CRP, sedimentaciju 1 DAS28, a opisane su i1 povezanosti s ultrazvu¢no
procijenjenom sinovijalnom upalom (76). U longitudinalnim istrazivanjima kalprotektin se
mijenjao tijekom lije¢enja i bio povezan s mjerama aktivnosti bolesti (76). Siri pregled
cirkulirajuc¢eg kalprotektina u autoimunim reumatskim bolestima zakljucio je da njegove
serumske koncentracije uglavnom odrazavaju lokalnu ili sistemsku neutrofilnu upalu, pri
¢emu su klinicka svojstva najdosljednija u kroni¢nim upalnim reumatskim bolestima (55).
Nasi nalazi, ukljucujuci korelacije s CRP-om, SE, fibrinogenom, feritinom i globulinskim
frakcijama, stoga se uklapaju u $iri koncept ST00A8/A9 kao pokazatelja aktivnosti urodenog
upalnog odgovora.

Ovaj obrazac pruza snazniju potporu ulozi SI00A8/A9 kao pokazatelja sistemskog
upalnog optere¢enja nego kao organskog specificnog biomarkera. CRP i SE predstavljaju
klasi¢ne pokazatelje odgovora akutne faze, dok feritin, fibrinogen, D-dimeri i promjene
proteinskih frakcija odrazavaju razliCite sastavnice upalnog i1 hemostatskog odgovora.
Pozitivna povezanost SI00A8/A9 s vise medusobno razliitih parametara stoga povecava
biolosku koherentnost rezultata.

Posebno je zanimljiva povezanost s al- i a2-globulinima. Te proteinske frakcije

ukljucuju viSe proteina akutne faze, pa njihov odnos sa S100A8/A9 dodatno govori u prilog
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tome da biomarker prati intenzitet sistemskog upalnog odgovora. Negativna korelacija s
albuminom takoder je kompatibilna s promjenama proteinske raspodjele tijekom upale, pri
¢emu albumin kao negativni protein akutne faze moze biti snizen.

Povezanost s C3 i C4 bila je pozitivna, ali slabija za C4. Ovaj nalaz treba interpretirati
u kontekstu IgAV patogeneze, u kojoj aktivacija komplementa sudjeluje u vaskularnom
ostecenju (2, 10, 20). Medutim, budu¢i da su serumske vrijednosti komplementa u IgAV-u
Cesto unutar referentnog raspona, sama korelacija ne znaci da je S100A8/A9 specifican
pokazatelj aktivacije komplementa.

Vazno je i to da SI00A8/A9 nije pokazao znacajnu korelaciju s kreatininom ili ureom.
To je ocekivano s obzirom na to da su ti parametri prvenstveno pokazatelji funkcije bubrega,
a ne sistemske upalne aktivnosti. Njihova odsutna povezanost dodatno podupire razliku

izmedu biomarkera sistemske upale i biljega specifi¢nog organskog oStecenja.

5.7. Serumski i fekalni kalprotektin: razliite bioloSke informacije

U ovom istrazivanju nije utvrdena znacajna korelacija serumskog S100A8/A9 s
fekalnim kalprotektinom. Taj nalaz mozZe se Ciniti neoCekivanim jer oba testa mjere isti
protein, ali bioloSka interpretacija je razlicita. Fekalni kalprotektin nastaje pretezno iz
neutrofila u crijevnom lumenu i neposrednije odrazava lokalnu intestinalnu upalu, dok
serumski S100A8/A9 odrazava sustavnu aktivaciju mijeloidnih stanica.

Ovu biolosku razliku izmedu lokalnog i sistemskog odjeljka dodatno potkrepljuju
nalazi longitudinalnog istrazivanja koje su proveli Kato i suradnici (77). Oni su pokazali da u
pedijatrijskih bolesnika s gastrointestinalnim oblikom IgAV-a fekalni kalprotektin ostaje
znacajno povisen 1 nakon smirivanja klini¢ke trbuSne boli te nakon potpunog normaliziranja
konvencionalnih pokazatelja krvarenja i gubitka bjelancevina u stolici (poput fekalnog alfa-1-
antitripsina i imunokemijskog testa na okultno krvarenje). Takav nalaz nedvosmisleno
potvrduje da fekalni kalprotektin nastaje izravnom transmigracijom aktiviranih neutrofila kroz
upaljenu sluznicu u lumen crijeva, dok serumski S100A8/A9 mijeri cirkuliraju¢e mijeloidno
upalno opterecenje u krvozilnom sustavu. Time se patofizioloSki objasnjava zaSto serumski
kalprotektin ne korelira izravno s fekalnim kalprotektinom niti s prisutno$éu
gastrointestinalnih simptoma.

Literatura o IgAV-u podupire korisnost fekalnog kalprotektina u procjeni
gastrointestinalnog zahvacanja (41, 42, 66), dok nasi rezultati pokazuju da serumski oblik nije
imao istu povezanost. To je vazna prakti¢na razlika: izbor bioloskog uzorka moze biti jednako

vazan kao 1 izbor samog biomarkera. U buducim istraZzivanjima stoga bi bilo korisno
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istodobno analizirati serumski i fekalni S100A8/A9 te ih povezati s objektivnim

pokazateljima gastrointestinalne aktivnosti.

5.8. Dijagnosti¢ka vrijednost SI00A8/A9

ROC analiza pokazala je AUC od 0,9205 za razlikovanje djece s IgAV-om od
kontrolne skupine, uz 95 %-tni interval pouzdanosti 0,8668—0,9631. Pri optimalnoj grani¢noj
vrijednosti od 3324 ng/mL osjetljivost je iznosila 75,36 %, a specificnost 100 %. Ovaj rezultat
pokazuje vrlo dobru diskriminacijsku sposobnost u promatranoj kohorti.

Medutim, visoku AUC vrijednost treba tumaciti u kontekstu dizajna istrazivanja.
Kontrolnu skupinu ¢inila su djeca bez akutne ili kroni¢ne upalne bolesti i bez infekcije u
trenutku ukljucivanja, a ne djeca s drugim vaskulitisima ili drugim upalnim bolestima koje bi
u stvarnoj klinickoj diferencijalnoj dijagnozi mogle imati povisene vrijednosti SI00A8/A9.
Budué¢i da je S100A8/A9 nespecifican biljeg mijeloidne aktivacije (43, 45, 55, 56),
specifi¢nost od 100 % dobivena u ovoj kontrolnoj skupini ne moze se automatski prenijeti na
populaciju djece s drugim upalnim stanjima.

Dodatno, PPV i NPV ovise o prevalenciji bolesti u populaciji te ih nije primjereno
izravno generalizirati iz ove kohorte. Stoga bi se rezultat AUC = 0,9205 prije svega trebao
promatrati kao dokaz izraZzene diskriminacijske sposobnosti u istraZiva¢koj populaciji, a ne
kao dovoljan dokaz spremnosti testa za rutinsku klinicku primjenu.

Ovo je osobito vazno u svjetlu suvremenih sustavnih analiza biomarkera IgAV-a.
Najnoviji pregled obuhvatio je 129 studija i viSe od 23 000 djece te zakljucio da, unatoc¢
statisticki znaCajnim razlikama za brojne biomarkere, nijedan pojedina¢ni marker jo§ nije
dosegnuo razinu klini¢ki primjenjivog samostalnog prediktora IgAVN-a (34). S100A8/A9
stoga treba promatrati kao obecavajuéi kandidat koji zahtijeva vanjsku validaciju, a ne kao

ve¢ validirani dijagnosticki test.

5.9. Prediktivna vrijednost za organsko zahvacanje

Najvazniji rezultat ROC analiza jest jasna razlika izmedu diskriminacije IgAV-a i
predvidanja pojedinih klinickih fenotipova. Za nefritis je AUC iznosio 0,519, za
gastrointestinalno zahvacanje 0,484, a za zglobni sindrom 0,629. U sva tri sluc¢aja 95 %-tni
intervali pouzdanosti ukljucivali su vrijednost 0,50. Stoga rezultati ne podupiru uporabu
pocCetne koncentracije S100A8/A9 kao samostalnog prediktora razvoja nefritisa,

gastrointestinalnog ili zglobnog zahvacanja.
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Suvremeni pregledi prediktivnih modela za I[gAVN takoder naglaSavaju da dosadasnji
biomarkeri rijetko pokazuju dovoljnu diskriminacijsku sposobnost kada se promatraju
izolirano te da je razvoj kombiniranih modela vjerojatno prikladniji smjer buducih istrazivanja
(75, 78).

Posebno je znaajan rezultat za nefritis, jer je upravo predvidanje IgAVN-a jedan od
najvaznijih nerijeSenih problema u ovoj bolesti. Suvremeni pregledi pokazuju da su brojni
biomarkeri istrazivani, ukljucuju¢i urinarni KIM-1, MCP-1, NAG, angiotenzinogen,
komponente komplementa i razli¢ite serumske proteine, ali da je potrebno vise prospektivnih i
longitudinalnih studija prije njihove klinicke primjene (39, 78).

Rezultati za gastrointestinalno zahvaéanje takoder pokazuju da visoka sistemska
upalna aktivnost nije istozna¢na s lokalizacijom upale. AUC od 0,484 prakti¢no ne pokazuje
diskriminacijsku sposobnost, unato¢ tome $to su bolesnici s gastrointestinalnim zahvac¢anjem
imali vi$i PVAS 1 neke laboratorijske pokazatelje vece aktivnosti bolesti. To je u skladu s
konceptom heterogenosti IgAV-a, u kojem razli¢iti organski fenotipovi mogu imati
djelomicno razli¢ite imunoloske mehanizme (39, 45).

Zglobni sindrom pokazao je neSto viSu AUC vrijednost od ostalih organskih ishoda,
ali interval pouzdanosti bio je Sirok i ukljucivao 0,50, a osjetljivost pri optimalnom pragu
iznosila je samo 46,4 %. Taj rezultat stoga nije dovoljan za zakljucak o klinickoj prediktivnoj

vrijednosti.

5.10. Terapija i interpretacija koncentracija S100A8/A9

U istrazivanju nije utvrdena statisticki znacajna razlika pocetnih koncentracija
S100A8/A9 medu terapijskim skupinama. Medijan je bio najviSi u skupini koja je primala
kombinaciju glukokortikoida i NSAIL-a, a najnizi u skupini lijeCenoj samo
glukokortikoidima, ali razlika nije bila znacajna. Ovaj nalaz treba interpretirati prvenstveno
opisno.

Terapijske skupine nisu bile randomizirane, nego su odredene klinickim fenotipom 1
tezinom bolesti. Stoga se iz njihove usporedbe ne moze zakljuciti da odredena terapija
poveéava ili smanjuje koncentraciju S100A8/A9. Cinjenica da su svi bolesnici lijeceni
imunosupresivima imali nefritis upravo pokazuje moguci problem greSke uzrokovane
indikacijom: terapija je posljedica klinicke tezine bolesti, a ne nezavisna varijabla.

Ipak, longitudinalna razlika izmedu aktivne bolesti i remisije ostaje vazna jer sugerira
da biomarker ima odnos s klinickim stanjem koji nije jednostavno objasnjiv samo vrstom

terapije. Za procjenu farmakodinamicke vrijednosti S100A8/A9 potrebna su buduca
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istrazivanja s preciznim podacima o vremenu pocetka terapije, dozama, kumulativnoj

izlozenosti glukokortikoidima i vremenu uzorkovanja.

5.11. Klini¢ko znacenje rezultata i moguéa buduéa primjena

Na temelju dobivenih rezultata S100A8/A9 se u ovoj kohorti moze promatrati
prvenstveno kao potencijalni komplementarni biomarker sistemske aktivnosti IgAV-a.
Njegova najveca potencijalna vrijednost nije u zamjeni klinickog pregleda ili PVAS-a, nego u
pruzanju dodatne, objektivne laboratorijske informacije o intenzitetu mijeloidne upalne
aktivnosti.

Takav pristup posebno bi mogao biti koristan u longitudinalnom pracenju bolesnika
kod kojih klinicka slika nije jednozna¢na. Medutim, rezultat nakon Sest mjeseci, kada razlika
izmedu aktivne bolesti 1 remisije viSe nije bila statisticki znacajna, upozorava da pojedinacna
grani¢na vrijednost ne bi trebala biti dovoljna za definiranje remisije. U buduénosti bi
korisniji mogao biti individualni trend vrijednosti kroz vrijeme, zajedno s PVAS-om i
standardnim laboratorijskim pokazateljima.

Potencijalna klinicka primjena zahtijevala bi nekoliko dodatnih koraka. Prije svega,
potrebno je potvrditi nalaze u neovisnim multicentricnim kohortama razli¢itih populacija.
Zatim je potrebno usporediti SIO0A8/A9 s drugim kandidatima, ukljucujué¢i Gd-IgAl,
urinarne biomarkere bubreznog oS$tec¢enja, fekalni kalprotektin i kombinirane klini¢ko-
laboratorijske modele (34, 39). Konacno, potrebno je utvrditi dodaje 1li S100A8/A9
prognosticku informaciju povrh ve¢ dostupnih klini¢kih varijabli.

Suvremena istraZzivanja biomarkera IgAVN-a sve se viSe usmjeravaju prema
kombiniranim modelima, umjesto prema jednom biomarkeru (75, 78). U tom bi kontekstu
S100A8/A9 mogao biti posebno zanimljiv kao pokazatelj sistemske mijeloidne aktivnosti,
dok bi organ-specifi¢ni biljezi mogli pruziti informaciju o lokalizaciji oStecenja. Takav
multimodalni pristup bolje odgovara heterogenoj patogenezi IgAV-a nego ocekivanje da

jedan serumski protein istodobno predvida ukupnu aktivnost i to¢no odredeni organski ishod.

5.12. Ogranicenja istraZivanja

Pri interpretaciji rezultata potrebno je uzeti u obzir nekoliko ograni¢enja. Prvo,
istrazivanje je provedeno u tri tercijarna centra u Hrvatskoj, Sto omogucuje prospektivno
prikupljanje podataka, ali ograni¢ava moguénost generalizacije rezultata na druge populacije.
Razlike u epidemiologiji i biomarkerima medu geografskim skupinama ve¢ su opisane za

IgAV (6-9, 34).
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Drugo, broj ispitanika, osobito u podskupinama prema pojedinim organskim
manifestacijama, ograniava statisticku snagu analiza prediktivne vrijednosti. To je osobito
relevantno za nefritis, koji je bio prisutan u 18 bolesnika, te za analize pojedinih vremenskih
to¢aka. Siroki intervali pouzdanosti ROC analiza za organske ishode odrazavaju tu
nesigurnost.

Trece, kontrolna skupina nije predstavljala skupinu djece s drugim upalnim ili
vaskulitiénim bolestima. Zbog toga se visoka specifi¢nost dobivena ROC analizom ne moze
tumaciti kao dokaz sposobnosti razlikovanja IgAV-a od svih relevantnih diferencijalno-
dijagnostickih stanja.

Cetvrto, broj mjerenja u korelacijskoj analizi bio je veéi od broja ispitanika jer su
ukljucena ponovljena mjerenja tijekom pracenja. Takav pristup omoguéuje procjenu odnosa
biomarkera i laboratorijskih parametara kroz vrijeme, ali zahtijeva oprez u interpretaciji jer
ponovljena mjerenja unutar istog ispitanika nisu medusobno potpuno nezavisna.

Konacno, terapija nije bila standardizirana prema protokolu nego je odredivana
klinickim potrebama. Zbog toga se ne moze pouzdano odvojiti u¢inak same bolesti od u¢inka
lijecenja na dinamiku S100A8/A9. Buduca istraZivanja trebala bi unaprijed definirati vrijeme
uzorkovanja u odnosu na pocetak terapije i ukljuciti multivarijatne modele koji bi istodobno

uzeli u obzir dob, spol, organsko zahvacanje, PVAS, terapiju 1 standardne upalne pokazatelje.

5.13. Zakljué¢no razmatranje

Rezultati pokazuju da je SI00A8/A9 u djece s IgA vaskulitisom prvenstveno povezan
sa sistemskom upalnom aktivno$¢u. Znacajno vise vrijednosti u aktivnoj bolesti, pozitivna
povezanost s PVAS-om i Sirok spektar korelacija s klasi¢nim upalnim i pokazateljima akutne
faze upale podupiru njegovu biolosku i klinicku relevantnost kao potencijalnog biomarkera
aktivnosti bolesti. Istodobno, izostanak zna€ajne povezanosti s nefritisom, gastrointestinalnim
i zglobnim zahvacanjem te slaba ROC izvedba za te ishode pokazuju da serumski SI00A8/A9
nije organ-specificni biomarker. Njegova potencijalna klinicka uloga stoga vjerojatnije lezi u
pracenju sistemske upalne aktivnosti nego u samostalnom predvidanju klinickog fenotipa ili
bubreznog ishoda. Ovi nalazi podupiru potrebu za daljnjim prospektivnim, multicentricnim
istrazivanjima koja bi S100A8/A9 procijenila unutar kombiniranih biomarkera 1 klinickih

modela rizika.
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6. ZAKLJUCAK



U ovom istrazivanju analizirana je povezanost serumskog S100A8/A9 (kalprotektina)
s aktivnoScu bolesti, klinickim manifestacijama i laboratorijskim pokazateljima u djece s IgA
vaskulitisom. Rezultati upucuju na to da je S100A8/A9 potencijalno koristan pokazatel]
sistemske upalne aktivnosti, ali da njegova vrijednost za samostalno predvidanje pojedinih
organskih manifestacija ostaje ogranicena.

Koncentracije SI00A8/A9 bile su znacajno vise u djece s aktivnim IgA vaskulitisom
nego u kontrolnoj skupini. ROC analiza pokazala je vrlo dobru sposobnost razlikovanja
bolesnika od zdravih kontrola (AUC = 0,9205; 95 %-tni interval pouzdanosti 0,8668-0,9631).
Pri grani¢noj vrijednosti od 3324 ng/mL specifi¢nost je iznosila 100 %, a osjetljivost 75,36 %.
Taj nalaz predstavlja dokaz dobre diskriminacijske sposobnosti u ispitivanoj populaciji, ali ne
potvrduje specifi¢nost biomarkera za IgA vaskulitis u odnosu na druge upalne bolesti.

Vrijednosti SI00A8/A9 bile su znacajno vise tijekom aktivne bolesti nego tijekom
remisije. Utvrdena je i pozitivha povezanost koncentracije biomarkera s PVAS-om kada su
objedinjena mjerenja tijekom pracenja (Spearmanov p = 0,451; P < 0,001). Ovi rezultati
podupiru povezanost SI00A8/A9 s ukupnim upalnim optereéenjem i mogucénost njegove
primjene kao dopunskog pokazatelja aktivnosti bolesti. Ipak, razlike izmedu aktivne bolesti i
remisije nisu bile statisticki znacajne u svim pojedinaénim vremenskim toCkama, pa se
pojedinacna vrijednost biomarkera ne moze smatrati dovoljnim kriterijem za odredivanje
remisije.

S100A8/A9 pokazao je statisticki znacajne pozitivne korelacije s viSe laboratorijskih
pokazatelja upale i akutne faze, ukljucujuéi brzinu sedimentacije eritrocita, CRP, fibrinogen,
D-dimere, feritin, trombocite, C3 i C4 te al-, o2- i B-globulinske frakcije. Zabiljezena je
negativna korelacija s albuminom. Ovakav obrazac podupire tumacenje da serumski
S100A8/A9 prvenstveno odrazava aktivaciju mijeloidnih stanica i sistemski upalni odgovor.

Nasuprot tome, nije utvrdena statisticki znacajna povezanost koncentracije
ST100A8/A9 s prisutnoscu nefritisa, gastrointestinalnog zahvacanja ili zglobnih manifestacija.
ROC analiza nije pokazala zadovoljavaju¢u sposobnost predvidanja tih ishoda: AUC je
iznosio 0,519 za nefritis, 0,484 za gastrointestinalno zahvacanje i 0,629 za zglobni sindrom,
uz intervale pouzdanosti koji su ukljucivali vrijednost 0,50. Stoga se serumski ST00A8/A9 na
temelju ovih rezultata ne moze preporuciti kao samostalni prediktor odredenog organskog
fenotipa ili bubreznog ishoda.

Nije utvrdena znacCajna korelacija izmedu serumskog SI100A8/A9 1 fekalnog

kalprotektina. To upucuje na to da ova dva mjerenja, premda se odnose na isti protein, mogu
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odrazavati razliCite prostorne sastavnice upalnog procesa: sistemsku mijeloidnu aktivaciju u
krvi i lokalnu upalu crijevne sluznice u stolici.

Usporedba terapijskih skupina nije pokazala statisticki znacajne razlike pocetnih
koncentracija SI00A8/A9. Buduc¢i da terapija nije bila randomizirana ni standardizirana, iz tih
se nalaza ne moze zakljuCivati o uzrotnom ucinku pojedinih lijekova na koncentraciju
biomarkera.

Zaklju¢no, S100A8/A9 pokazuje potencijal kao dopunski biomarker sistemske upalne
aktivnosti u djece s IgA vaskulitisom, osobito kada se interpretira zajedno s klinickom
procjenom, PVAS-om i konvencionalnim laboratorijskim pokazateljima. Medutim, rezultati
ne podupiru njegovu samostalnu primjenu za predvidanje nefritisa ili drugih organskih
manifestacija. Potrebna su veca prospektivna multicentri¢na istrazivanja, s odgovaraju¢im
kontrolnim skupinama i standardiziranim vremenom uzorkovanja, kako bi se potvrdila
njegova klini¢ka vrijednost i utvrdilo doprinosi li kombiniranim klini¢ko-laboratorijskim

modelima.
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7. SAZETAK



Ciljevi: IgA vaskulitis (IgAV) najcesci je sistemski vaskulitis djecje dobi. Vecina djece ima
samoograni¢avajuéi tijek, no u dijela se razvije teze zahvacanje probavnog sustava ili bubrega
(nefritis), a pouzdan laboratorijski pokazatelj aktivnosti bolesti joS ne postoji. SIO0A8/A9
(kalprotektin) protein je koji otpustaju aktivirani neutrofili i monociti te ima ulogu alarmina u
upalnom odgovoru. Cilj istrazivanja bio je odrediti koncentraciju S100A8/A9 u serumu djece
s IgAV-om, ispitati njezinu povezanost s aktivnoS¢u bolesti izrazenom pedijatrijskim
indeksom aktivnosti vaskulitisa (PVAS, engl. Paediatric Vasculitis Activity Score) i s drugim
laboratorijskim pokazateljima upale te procijeniti njezinu dijagnostiCku 1 prediktivnu
vrijednost za pojedina organska zahvacanja.

Ispitanici i postupci: U opazajno prospektivno istrazivanje u tri tercijarna centra u Republici
Hrvatskoj ukljuceno je 69 djece s IgAV-om i 33 kontrolna ispitanika bez upalne bolesti.
Bolesnici su pregledani i uzorkovani na pocetku bolesti te nakon tri i Sest mjeseci, a kontrolni
ispitanici jednom. Koncentracija SI00A8/A9 u serumu odredena je enzimskim imunotestom
(ELISA, engl. enzyme-linked immunosorbent assay), a aktivnost bolesti procijenjena je
PVAS-om. Uz S100A8/A9 odredeni su standardni laboratorijski pokazatelji upale. Podaci su
analizirani parametrijskim i neparametrijskim testovima, korelacijskom analizom te analizom
ROC krivulje (engl. receiver operating characteristic), uz razinu znacajnosti P < 0,05.
Rezultati: Medijan dobi bolesnika iznosio je 6,0 godina, a djecaka je bilo 52,2 %. Prethodna
infekcija, najcesce diSnog sustava, zabiljezena je u 44,9 % bolesnika. Kozne promjene imalo
je svih 69 bolesnika, zglobne manifestacije njih 56 (81,2 %), gastrointestinalno zahvacanje 26
(37,7 %), a nefritis 18 (26,1 %). Medijan koncentracije S100A8/A9 iznosio je 5348 ng/mL u
bolesnika pri dijagnozi i 1132 ng/mL u kontrolnoj skupini (P < 0,001). Tijekom aktivne
bolesti medijan je bio 5185 ng/mL, a u remisiji 1978,5 ng/mL (P < 0,001). Razlika je bila
znacajna i nakon tri mjeseca (P = 0,040), ali ne i nakon Sest mjeseci (P = 0,122). U 125
mjerenja koncentracija je pozitivno korelirala s PVAS-om (Spearmanov rs = 0,451; P <
0,001), no ne i u pojedinacnim vremenskim toCkama. Bolesnici s nefritisom (medijan 7,5
prema 3,0 boda) i gastrointestinalnim zahvaéanjem (6,5 prema 3,0 boda) imali su vi§i PVAS
(u oba slucaja P < 0,001). Utvrdene su znaajne pozitivne korelacije sa sedimentacijom
eritrocita, C-reaktivnim proteinom, feritinom, fibrinogenom, D-dimerima, trombocitima te
komponentama komplementa C3 i C4, a negativna korelacija s alouminom. Koncentracije su
bile vise u bolesnika s generaliziranim osipom (10 602,0 prema 4906,5 ng/mL; P = 0,040), ali
se nisu razlikovale izmedu bolesnika s nefritisom i bez nefritisa (P = 0,816), s
gastrointestinalnim zahva¢anjem i bez zahvacéanja probavnog sustava (P = 0,823), sa

zglobnim manifestacijama i bez njih (P = 0,164), niti medu terapijskim skupinama (P =
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0,440). Za razlikovanje bolesnika od kontrolne skupine povrsina ispod krivulje (AUC, engl.
area under the curve) iznosila je 0,9205 (95 % interval pouzdanosti 0,8668-0,9631); pri
grani¢noj vrijednosti od 3324 ng/mL osjetljivost je bila 75,36 %, a specificnost 100 %.
Prediktivna vrijednost bila je slaba za nefritis (AUC 0,519), gastrointestinalno zahvacanje
(AUC 0,484) i zglobni sindrom (AUC 0,629).

Zakljucci: Serumski S100A8/A9 visi je u djece s aktivnim IgAV-om nego u kontrolnoj
skupini i u remisiji te je povezan s PVAS-om i pokazateljima sistemske upale, §to upucuje na
to da odrazava sistemsku upalnu aktivnost i aktivaciju mijeloidnih stanica. Nije se pokazao
pouzdanim pokazateljem pojedinih organskih zahvacanja, osobito nefritisa, pa se ne moze
preporuciti kao samostalni prediktor. Mogao bi posluziti kao dopunski biomarker uz klini¢ku
procjenu i uobic¢ajene laboratorijske pokazatelje, no za potvrdu su potrebna veca prospektivna
multicentricna istrazivanja s vanjskom validacijom. Ogranicenja su mali broj bolesnika u

podskupinama, kontrolna skupina bez drugih upalnih bolesti i nestandardizirana terapija.
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8. LAICKI SAZETAK



Ciljevi: IgA vaskulitis je upalna bolest krvnih zila. Najces¢e pogada djecu, a vidi se kao
crvenkaste ili ljubicaste tockice na kozi, najces¢e na nogama, ¢esto uz bolove u zglobovima i
trbuhu. Veéina djece ozdravi bez posljedica, no u nekih bolest zahvati bubrege, Sto moze
ostaviti trajno oStecenje. LijeCnicima je teSko pouzdano procijeniti koliko je bolest u
odredenom trenutku aktivna. Zeljeli smo istraziti moze li se aktivnost bolesti pratiti
mjerenjem proteina ST00A8/A9 u krvi. Taj protein oslobadaju neke bijele krvne stanice kada
su aktivirane i kada u tijelu postoji upala.

Ispitanici i postupci: U istrazivanje je uklju¢eno 69 djece s IgA vaskulitisom lijeCene u
bolnicama u Splitu i Zagrebu te 33 djece bez upalne bolesti za usporedbu. Djeci s IgA
vaskulitisom krv je vadena na pocetku bolesti te nakon tri i Sest mjeseci, a djeci iz usporedne
skupine jednom. Uz protein SI00A8/A9 odredivane su uobicajene krvne pretrage upale, a
Rezultati: Djeca s aktivnom boles¢u imala su gotovo pet puta vise SI00A8/A9 u krvi nego
djeca bez upalne bolesti. Vrijednosti su bile vise dok je bolest bila aktivna nego nakon $to se
smirila. ViSe vrijednosti bile su povezane s veCom aktivnosc¢u bolesti i s drugim pokazateljima
upale u krvi, primjerice sedimentacijom eritrocita, C-reaktivnim proteinom, feritinom i
fibrinogenom. Medutim, protein nije pokazao koja ¢e djeca razviti upalu bubrega, probavnog
sustava ili zglobova.

Zakljuéci: Mjerenje S100A8/A9 u krvi moglo bi lije¢nicima pomo¢i u pracenju koliko je
upala izraZena u djeteta s IgA vaskulitisom, uz pregled i uobicajene pretrage. Samo na temelju
tog nalaza ne moZe se predvidjeti zahvacanje bubrega ili drugih organa. Za potvrdu su

potrebna veca istrazivanja.
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9. SUMMARY



Title: The role of SI00A8/A9 as an indicator of disease activity in children with IgA
vasculitis

Objectives: IgA vasculitis (IgAV) is the most common systemic vasculitis in childhood.
Most children have a self-limited course, but some develop more severe gastrointestinal or
renal involvement (nephritis), and a reliable laboratory marker of disease activity is still
lacking. S100A8/A9 (calprotectin) is a protein released by activated neutrophils and
monocytes and acts as an alarmin in the inflammatory response. The aim of this study was to
determine serum S100A8/A9 concentrations in children with IgAV, to examine their
association with disease activity measured by the Paediatric Vasculitis Activity Score (PVAS)
and with other laboratory markers of inflammation, and to assess their diagnostic and
predictive value for individual organ manifestations.

Subjects and methods: This prospective observational study at three tertiary centres in
Croatia included 69 children with IgAV and 33 controls without inflammatory disease.
Patients were examined and sampled at disease onset and after three and six months, and
controls once. Serum S100A8/A9 was measured with an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), and disease activity was assessed with the PVAS. Standard laboratory markers of
inflammation were measured alongside S100A8/A9. Data were analysed using parametric and
non-parametric tests, correlation analysis and receiver operating characteristic (ROC)
analysis, with the level of significance set at P < 0.05.

Results: The median age of patients was 6.0 years and 52.2 % were boys. A preceding
infection, most often of the respiratory tract, was recorded in 44.9 % of patients. All 69
patients had skin involvement, 56 (81.2 %) had joint manifestations, 26 (37.7 %) had
gastrointestinal involvement, and 18 (26.1 %) had nephritis. The median S100A8/A9
concentration was 5348 ng/mL in patients at diagnosis and 1132 ng/mL in controls (P <
0.001). The median was 5185 ng/mL during active disease and 1978.5 ng/mL in remission (P
< 0.001). The difference remained significant at three months (P = 0.040) but not at six
months (P = 0.122). Across 125 measurements, the concentration correlated positively with
PVAS (Spearman’s rs = 0.451; P < 0.001), but not within individual time points. Patients with
nephritis (median 7.5 vs. 3.0 points) and gastrointestinal involvement (6.5 vs. 3.0 points) had
higher PVAS (both P < 0.001). Significant positive correlations were found with erythrocyte
sedimentation rate, C-reactive protein, ferritin, fibrinogen, D-dimers, platelets, and
complement components C3 and C4, and a negative correlation with albumin. Concentrations
were higher in patients with generalised rash (10,602.0 vs. 4906.5 ng/mL; P = 0.040), but did
not differ between patients with and without nephritis (P = 0.816), gastrointestinal
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involvement (P = 0.823) or joint manifestations (P = 0.164), or among treatment groups (P =
0.440). For distinguishing patients from controls, the area under the curve (AUC) was 0.9205
(95 % confidence interval 0.8668-0.9631); at a cut-off of 3324 ng/mL, sensitivity was 75.36
% and specificity 100 %. Predictive value was poor for nephritis (AUC 0.519),
gastrointestinal involvement (AUC 0.484) and joint involvement (AUC 0.629).

Conclusions: Serum S100A8/A9 is higher in children with active IgAV than in controls and
in remission, and it is associated with PVAS and markers of systemic inflammation,
suggesting that it reflects systemic inflammatory activity and myeloid cell activation. It was
not a reliable indicator of individual organ involvement, particularly nephritis, and cannot be
recommended as a stand-alone predictor. It could serve as a complementary biomarker
alongside clinical assessment and routine laboratory markers, but larger prospective
multicentre studies with external validation are needed for confirmation. Limitations include
small subgroups, a control group without other inflammatory diseases, and non-standardised

treatment.
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10. LAY SUMMARY



Objectives: IgA vasculitis is a disease in which blood vessels become inflamed. It most often
affects children and appears as purple spots on the skin, usually on the legs, often with joint
and abdominal pain. Most children recover without lasting effects, but in some the disease
affects the kidneys, which can cause permanent damage. It is difficult for doctors to reliably
judge how active the disease is at a given moment. We wanted to find out whether disease
activity can be followed by measuring a protein called S1I00A8/A9 in the blood. Some white
blood cells release this protein when they are activated during inflammation.

Subjects and methods: The study included 69 children with IgA vasculitis treated in
hospitals in Split and Zagreb and 33 children without inflammatory disease for comparison.
Blood was taken from children with IgA vasculitis at the start of the disease and after three
and six months, and once from the comparison group. Usual blood tests of inflammation were
also measured, and doctors rated disease activity on a special scoring scale.

Results: Children with active disease had almost five times more S100A8/A9 in the blood
than children without inflammatory disease. Values were higher during active disease than
after it settled. Higher values were linked to greater disease activity and to other blood signs
of inflammation, such as sedimentation rate, C-reactive protein and ferritin. However, the
protein did not show which children would develop inflammation of the kidneys, digestive
system or joints.

Conclusions: Measuring S100A8/A9 in the blood could help doctors follow how strong the
inflammation is in a child with IgA vasculitis, together with the examination and usual tests.
This finding alone cannot predict involvement of the kidneys or other organs. Larger studies

are needed for confirmation.
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