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1. UvOD

1.1. SISTEMSKA SKLEROZA

Sistemska skleroza (SSc) je kroni¢na bolest vezivnog tkiva kojoj su svojstvena
mikrovaskularna oStecenja, poremecaj urodenog i steCenog imuniteta te fibroza koze i
unutarnjih organa (srca, pluca, bubrega, probavnog sustava) (1). Sistemska je bolest nepoznate
etiologije, progresivnog i nepredvidljivog tijeka, a obiljezena je krvozilnim promjenama i

prekomjernim stvaranjem vezivnog tkiva u koZi i unutarnjim organima.

1.1.1. Epidemiologija sistemske skleroze

Sistemska skleroza ima relativno nisku pojavnost. Rezultati studija prevalencije i incidencije
bolesti se razlikuju izmedu pojedinih populacija uslijed razli¢itih metodoloskih pristupa i
geografskih razlika, a vjerojatno i zbog utjecaja genetske predispozicije i okoliSnih ¢imbenika.
Sustavnim pretrazivanjem radova incidencije i prevalencije SSc utvrdeno je da se prevalencija
SSc u svijetu krec¢e od 7 do 489/milijun stanovnika, a incidencija od 0,6 do 122/milijun/godisnje
(2). Ustanovljene su i znacajne geografske varijacije. Prevalencija SSc je veca u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama (276/milijun) nego u Europi (80-150/milijun). Navedena razlika se
dijelom objasnjava posljedicom razli¢itog definiranja i dijagnosticiranja SSc u istrazivanjima,
ali i stvarnom razlikom prevalencije SSc u pojedinim podru¢jima zbog utjecaja okolisnih
¢imbenika i nasljeda (2, 3).

Rizik od razvoja SSc je veci u zena nego u muskaraca, ali se i tu nalaze velike varijacije omjera
rizika, od 3 do 14:1 (2, 3). SSc se u Zena javlja ranije nego u muskaraca. Rijetko se pojavljuje
u djetinjstvu, a najcesc¢e se javlja u petom desetljeCu Zivota. IstraZivanjem incidencije i
prevalencije SSc u Splitsko dalmatinskoj zupaniji provedenim 2010. godine utvrdena je
prevalencija 15/100,000, a incidencija 3/100,000 godisnje s omjerom zena prema muskarcima
od 5:1 (4).



1.1.2. Etiologija sistemske skleroze

Etiologija bolesti je nepoznata. Smatra se da bolest nastaje u genetski predisponiranih osoba
pod utjecajem odredenih ¢imbenika okolisa kao S§to su izlozenost silicijskoj prasini, vinil
kloridu, epoksi-smolama, trikloretilenu, benzenu, ksilenu, organskim otapalima ili lijekovima,
bleomicinu, pentazocinu, kokainu (5). Prema teoriji o ,,molekularnoj mimikriji* po kojoj zbog
strukturalnih sli¢nosti epitopa vlastitih antigena i proteina virusa ili bakterija dolazi do stvaranja
autoreaktivnih protutijela, kao moguéi uzro¢nici SSc navode se infektivni ¢imbenici, herpes
virusi, retrovirusi i citomegalovirusi (6). Smatra se i da mikrokimerizam, prisustvo malog broja
cirkuliraju¢ih stanica koji su preneseni s jednog pojedinca u drugog (tijekom trudnode,
transfuzije krvi, transplantacije kostane srzi ili solidnog organa), moze biti okida¢ za nastanak
bolesti obzirom da je utvrdeno povecano prisustvo mikrokimeri¢nih stanica u oboljelih od SSc
(7).

SSc se povezuje sa specificnim humanim leukocitnim antigenima (HLA) DR2, DR3, DRS,
DQAL i DQBL1 (8). Premda se ne nasljeduje po Mendelovom zakonu, SSc je zabiljezena u
nekoliko obitelji s vise ¢lanova oboljelih §to uz fenotipske razlike ovisne o rasi i etnickoj
pripadnosti upuéuje na mogucu genetsku podlogu bolesti. Genetska istrazivanja su uglavnom
usmjerena na ispitivanja specificnih gena povezanih sa SSc, a to su geni koji sudjeluju u
imunosti (9). Vecina ovih gena povezana je i sa drugim autoimunim bolestima, pogotovo
sistemskim eritemskim lupusom i ukljucena je u imunolosku regulaciju $to ukazuje na mogucéu

vaznost imunoloskog poremecaja u patogenezi SSc (9).

1.1.3. Patogeneza sistemske skleroze

Patogeneza SSc je izuzetno kompleksna i ne postoji jedinstvena teorija kojom bi se objasnile
sve prezentacije bolesti. Pretpostavlja se da dolazi do interakcije vaskularnih i imunoloskih
poremecaja S§to rezultira prekomjernim stvaranjem izvanstani¢ne tvari (ECM, engl.

extracellular matrix) i talozenjem vecih koli¢ina kolagena (Slika 1) (10).



VASKULARN O OSTEGENIE

'
REGRUTIRANIJE LEUKOCITA

CD4+CD8+T limfociti

aktivirani monociti/makrofazi
aktivirani B limfociti; humoralna
imunost

AUTOPROTUTUELA

Th2 citokini,TGF-B
CTGF, PDGF, kemokini

OBLITERIRAJUCA
VASKULOPATUA

AKTIVACIJA FIBROBLASTA
Diferencijacija fibrocita
Diferencijacija miofibroblasta
Ostecenje mezenhimskih stan.

E-MT, Endo-MT
apoptoza
HIPOKSUA TKIVA

Kolagen, nakupljanje
vezivnog tkiva, reorganizacija
ECM, kontrakcija, poremecaj

razgradnje ECM

FIBROZA TKIVA

ROS-reaktivni metaboliti kisika, CD-biljeg limfocita, Th-pomagacki T limfocit, TGF-[J-transformirajuéi ¢imbenik rasta-[l, CTGF-
¢imbenik rasta vezivnog tkiva, PDGF-trombogcitni  éimbenik rasta, E-MT-epitelno-mezenhimska transdiferencijacija, Endo-MT-
endotelno-mezenhimska transdiferencijacija, ECM-izwanstaniéna twar

Slika 1. Patofiziologija sistemske skleroze. Prema Harrison’s Principles of Internal Medicine,
18. izdanje.



Dok je pocetni proces vjerojatno uzrokovan imunoloskim poremecajem, aktivirani
miofibroblast predstavlja izvr$nu stanicu koja pokrece fibroticke promjene u SSc. Fibroblasti
su stanice mezenhimskog porijekla koje proizvode izvanstani¢nu tvar i obi¢no Su metaboli¢ki
slabo aktivni, ali posjeduju sposobnost aktivacije i diferencijacije u miofibroblaste koji kao
odgovor na tkivnu ozljedu stvaraju izvanstani¢nu tvar. Miofibroblasti reguliraju pregradnju
vezivnog tkiva sudjelujuéi u stvaranju ECM, ali i ispoljavajuéi citoskeletne karakteristike
kontraktilnih glatkih miSi¢nih stanica. Oni, u normalnim procesima epitelizacije, nakon tkivne
ozljede, nestaju apoptozom, ali se u fibrotickim procesima kao $to je SSc zadrzavaju i postaju
klju¢ni pokreta¢ koji dovodi do oStec¢enja organa.

O porijeklu fibroblasta i miofibroblasta u SSc se vode brojni prijepori. Smatra se da u
sklerodermijskoj kozi fibroblasti ve¢im dijelom potjecu iz postoje¢ih mezenhimskih mati¢nih
stanica, a manjim dijelom iz cirkuliraju¢ih fibrocita. Postoje brojni dokazi koji potkrepljuju
stavove da miofibroblasti nastaju iz viSe stani¢nih izvora. Najbolje definirani put za
diferencijaciju miofibroblasta je aktiviranje postojecih fibroblasta kao odgovor na djelovanje
transformirajuceg ¢imbenika rasta-8 (TGF-B, engl. transforming growth factor-R) i drugih
mitogenih podrazaja.

Osnovna teorija razvoja fibroze, posebno pluca, je proces transdiferencijacije epitela u
mezenhim (EMT, engl epithelial mesenhimal transition), a postoje dokazi da se i kozne epitelne
stanice (keratinociti) mogu transdiferencirati u kozne miofibroblaste. Dobro je poznato da u
SSc dolazi do o$tecenja endotelnih stanica i one procesom transdiferencijacije poznatim kao
endotelno-mezenhimska tranzicija (Endo-MT, engl. endothelial mesenhimal transition) gube
morfoloske i imunoloske karakteristike fibroblasta i postaju aktivirani miofibroblasti (11).
Takoder se vjeruje da u SSc miofibrobasti mogu potjecati iz monocita i adipocita. Brojna
ispitivanja su ukazala na ulogu epigenetskog programiranja kao klju¢nog ¢imbenika u
funkcioniranju fibroblasta. Smatra se da zbog epigenetskih promjena kao $to su metilacija DNK
i promjene histona koje su pokrenute postojanom upalom i profibrotskom citokinskom
signalizacijom dolazi do reprogramiranja miofibroblasta (12).

Sistemska skleroza je bolest obiljezena vaskularnim oste¢enjem, a postoje teorije da vaskularna
ozljeda moze predstavljati primarni dogadaj koji vodi do pojave obiljeZja sistemske skleroze.
Ostecenje 1 disfunkcija endotelnih stanica uzrokovana upalnim citokinima, vaskulotropnim
virusima, oksidativnim radikalima ili protutijelima specifiénim za endotelne stanice igra glavnu
ulogu u patogenezi SSc i u velikoj su mjeri ukljuéeni u krvozilne poremecaje uocene u SSc
(13). Osim ove uloge, koja vodi do vazokonstrikcije i promjena poput Raynaudovog fenomena,

digitalnih ulkusa i pluéne hipertenzije, endotelne stanice doprinose i stvaranju miofibroblasta.



Hipoksija koja nastaje uslijed vaskularnog oSte¢enja i taloZenja izvanstani¢ne tvari moze
potaknuti signalizaciju TGF-B koji potice diferencijaciju mezenhimskih stanica prema
miofibroblastima i na taj na¢in doprinosi ciklusu fibrogeneze (14). Cimbenik rasta vezivnog
tkiva (CTGF, engl. connective tissue growth factor) je u interakciji sa TGF-B i poviSen je u
serumu i kozi oboljelih od SSc, a povezan je s fibrozom koze i unutarnjih organa te igra vaznu
ulogu u Endo-MT, stvaranju izvanstani¢ne tvari i Stvaranju trombocitnog ¢imbenika rasta
(PDGF, engl platelet derived growth factor). Poveéan izrazaj PDGF izaziva proliferaciju
endotelnih stanica, a potiskuje izrazaj vaskularnog endotelnog ¢imbenik rasta (VEGF, engl.
vascular endothelial growth factor) koji sudjeluje u procesu neovaskularizacije. Uslijed ozljede
endotela dolazi do gubitka integriteta endotelnog sloja i poveéane kapilarne propusnosti,
aktivacije trombocita i fibrinolitickih putova, povecane ekspresije endotelnih adhezijskih
molekula-1 (VCAM-1 od engl. vascular cell adhesion molecule-1) i sekrecije vazoaktivnih
posrednika kao $to je endotelin-1 koji poti¢e vazokonstrikciju, adheziju leukocita, proliferaciju
glatkih miSica i aktivaciju fibroblasta. Navedeni procesi za posljedicu imaju proliferaciju intime
krvnih zila, obliteraciju lumena, posljedi¢nu tkivnu hipoksiju, a u kasnijim fazama bolesti i
gubitak krvnih zila §to dovodi do pojacanog izrazaja VEGF-a i neovaskularizacije (15).

Uloga steCenog imunoloskog poremecaja dolazi do izrazaja u poliklonskoj aktivaciji B
limfocita i stvaranju protutijela. U SSc su opisana brojna autoprotutijela. Autoprotutijela protiv
stani¢ne jezgre (ANA, engl. antinuclear antibodies) su prisutna u vise od 90% oboljelih,
autoprotutijela protiv DNK topoizomeraze | (anti-Scl-70) se gotovo isklju¢ivo opisuju u
difuznoj koznoj SSc (deSSc), a autoprotutijela protiv centromere (ACA, engl. anticentromere
antibodies) su prisutna u 80-90% oboljelih od ogranic¢ene (limitirane) kozne SSc (IcSSc). Rjede
se mogu utvrditi anti-RNK polimeraza Il i Il autoprotutijela i to u bolesnika s
brzoprogresivnom boles¢u i sa znaajnim zahvacanjem unutarnjih organa te anti-PM-Scl
autoprotutijela u bolesnika s upalnom miopatijom (16).

Uslijed poremecaja ravnoteze izmedu pomoénic¢kih Th1 i Th2 limfocita u korist Th2 limfocita
i lucenja profibrotskih citokina: IL-4, IL-6, IL-13 dolazi do sve intenzivnije fibrogeneze Sto
rezultira nakupljanjem izvanstani¢ne tvari i narusavanjem normalne grade tkiva te posljedi¢no

do ostecenja organskih sustava (15).



1.1.4. Klasifikacija sistemske skleroze

Prve Kklasifikacijske kriterije sistemske skleroze je 1980. godine predlozilo Ameri¢ko
reumatolosko udruzenje (ARA, od engl. American Rheumatology Association), danas
American College of Rheumatology (ACR) (17). U nekoliko navrata su predlozeni novi
klasifikacijski kriteriji koji su ukljucivali klinicka obiljezja, autoantitijela i kapilaroskopski
nalaz uz naglasak na razlike izmedu dva podtipa SSc: difuzni i ograni¢eni (limitirani) oblik te
uvodenje pojma ,,rana“ SSc. Trenutno vaze¢i Klasifikacijski kriteriji za SSc su objavljeni 2013.
godine od strane Ameri¢kog udruzenja reumatologa (ACR, od engl. American College of
Rheumatology) i Europske lige protiv reumatizma (EULAR, od engl. European league against
rheumatism) (Tablica 1) (18).

Tablica 1. Klasifikacijski kriteriji SSc (18)

Klini¢ko obiljezje Podobiljezje

Zadebljanje koze obje Sake 9
proksimalno od =
metakarpofalangealnih zglobova

Zadebljanje koze prstiju Oteceni prsti 2
Sklerodaktilija (cijeli prsti 4

distalno od

metakarpofalangealnih

zglobova)
Lezije vrska prsta Digitalne ulceracije 2
Rupicasti oziljci 3
Teleangiektazije - 2
Patoloski nalaz kapilaroskopije - 2
Ostecenje pluca PAH ili ILD 2
Raynaudov fenomen - 3
Autoprotutijela specificna za SSc = ACA, anti-Scl-70, anti RNK 3

polimeraza Il
*Ukupni rezultat odreduje se zbrajanjem maksimalnih rezultata svake kategorije. Ukupni

rezultat >9 dijagnoza potreban je za postavljanje dijagnoze sistemske skleroze.



Osnovna podjela sistemske skleroze prema zahvacenosti koze obuhvaca tri podtipa: ograniceni

(limitirani) oblik, difuzni oblik i skleroza unutarnjih organa bez zahvacanja koze (Slika 2).

Sistemska
skleroza

Bez zahvadanja
koze

Difuzni Ograniceni

oblik fo]o]113¢

Slika 2. Podjela sistemske skleroze prema zahvacenosti koze.

Ograniceni kozni oblik SSc (IcSSc, od engl. limited cutaneous systemic sclerosis) se definira
ograni¢enim promjenama koze distalnih dijelova udova (distalno od zapesca i gleznjeva), uz
mogucu zahvacenost koze lica i vrata. Ovaj podtip SSc se ranije nazivao CREST sindrom prema
akronimu manifestacija kao §to su kalcinoza, Raynaudov fenomen, zahvacanje jednjaka,
sklerodaktilija i teleangiektazije (19). U serumu ovih bolesnika se ¢esto moze utvrditi prisutnost
anticentromernih protutijela (20).

Difuzni kozni oblik SSc (dcSSc, od engl. diffuse cutaneous systemic sclerosis) je definiran
zahvacanjem koze proksimalno od zapesc¢a i zahvacenost koze trupa uz postedu gornjeg dijela
leda (19). Ovi bolesnici ¢esto imaju pozitivna autoprotutijela na topoizomerazu | te veci rizik
za razvoj znacajne bubrezne, pluéne i sréane bolesti (20).

Skleroza unutarnjih organa bez zahvacanja koze (SSc sine scleroderma) je rijedak oblik bolesti
karakteriziran tipi¢nim vaskularnim obiljezjima sistemske skleroze i promjenama unutarnjih

organa, ali bez zahvacenosti koze (19).
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1.1.5. Klinicka prezentacija sistemske skleroze

Sistemska skleroza ima raznoliku klini¢ku prezentaciju kojom dominiraju kozne promjene
odakle i potjece naziv skleroderma (,,tvrda koza®). Radi se ipak o sistemskoj bolesti koja je
osim zahvacéanja koze obiljeZena i opéim simptomima, krvozilnim promjenama i promjenama

unutarnjih organa.

1.1.5.1. Op¢i simptomi

Op¢i simptomi koji se povezuju sa SSc su najéesée nespecificni, a uklju¢uju umor, osjecaj
zakocenosti 1 bolova u zglobovima i miSi¢ima te gubitak snage. Opisani su i poremecaji

spavanja, depresija, muénina, dispepsija i gubitak tjelesne tezine (21).

1.1.5.2. KoZne promjene

Promjene koze u obliku gubitka elasti¢nosti, zadebljanja i otvrdnuca su karakteristicna obiljezja
sistemske skleroze (22). Oticanje mekog tkiva, intenzivan svrbez i osjecaj pecenja su znakovi
rane upalne ili ,,edematozne* faze, a najceSc¢e su zahvaceni prsti, Sake, distalni dijelovi udova i
lice. Cesto se mogu primjetiti podrudja hiper i hipopigmentacije koze (,sol i papar®).
Progresijom bolesti upalna faza prelazi u ,,fibroznu* karakteriziranu nakupljanjem kolagena i
izvanstani¢ne tvari u kozi $to rezultira otvrdnu¢em koze i gubitkom elasti¢nosti. U fibroznoj
fazi koza postaje glatka i sjajna zbog gubitka dlake, lojnih Zlijezda i redukcije koznih masnoca.
Postepeno proces zahvaca 1 potkozno tkivo s posljedicnom atrofijom potkoznog masnog tkiva
i fibrozom koja zahvaca fascije, miSice i ostale meke strukture. Koza otecenih prstiju postaje
zadebljana sto dovodi do fleksijske kontrakture proksimalnih interfalangealnih zglobova Sto se
naziva sklerodaktilija. Fibroza koze lica dovodi do karakteristicnog izgleda sa gubitkom
izrazajnosti lica, uSiljenja nosa, suzenja usnog otvora (mikrostomija) uz pojavu perioralnih,
radijalnih brazda i protruziju zubiju (1). Uz navedeno mogu nastati i tockasta udubljenja i
ragade koje ponekad progrediraju u ulceracije pogotovo na vr§cima prstiju (digitalne ulceracije)

te potkozni kalcifikati, posebno u bolesnika sa tzv. sindromom CREST (23, 24).
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1.1.5.3. Krvozilne promjene

Najraniji simptom SSc je Raynaudov fenomen (RP) prstiju, uski ili nosa (25). Raynaudov
fenomen je prolazni periferni vazospazam obiljezen trifazicnim promjenama boje koze
okrajina. Uslijed vazospazma arteriola i gubitka krvnog protoka koza postaje blijeda, potom
lividna zbog ishemije i protoka venske deoksigenirane krvi, a nakon toga nastupa crvenilo koze
zbog reperfuzijske vazodilatacije. Do Raynaudovog fenomena u SSc ne dolazi samo uslijed
poremecene ravnoteze vaskularnog tonusa vec i uslijed zna¢ajnih strukturalnih promjena krvnih
zila. Endotelna disfunkcija, poremecaj glatkih miSi¢nih stanica, disfunkcija autonomnog
ziv€anog sustava, aktivacija citokina i trombocita te stvaranje fibrinskih depozita u SSc ima za
posljedicu obliteraciju krvnih zila i ishemiju s razvojem digitalnih ulceracija, infarkta ili
gangrene (26). Ostecenja organa uslijed vaskularne disfunkcije nisu ograni¢ena samo na kozu

vec¢ se javljaju i u probavnom sustavu, plu¢ima, bubrezima i srcu (27).

1.1.5.4. Promjene unutarnjih organa

U sistemskoj sklerozi mogu biti zahvacéeni gotovo svi organi i organski sustavi, a naj¢esce su

zahvaceni probavni sustav, plu¢a, bubreg, srce i kostanomisi¢ni sustav (1).

1.1.5.4.1. Probavni sustav

Zahvacenost probavnog sustava se opisuje u oko 90% bolesnika neovisno o podtipu SSc (28).
Najcesce patohistoloske promjene su atrofija glatkih misica i fibroza stijenke crijeva. Smatra se
da u patogenezi zahvacenosti probavnog sustava kao i drugih sustava vaznu ulogu imaju
promjene malih krvnih Zila, autonomnog Ziv€anog i imunoloSkog sustava, a kao moguc¢i uzrok
opisuje se i neuralna disfunkcija.

U SSc svaki dio probavnog sustava, od usta do anusa, moze biti zahvacen i nakon koze je
najcesce zahvacen organski sustav. Zahvaéenost jednjaka se pojavljuje u 75-90% slucajeva,
zeluca u najmanje 50%, tankog crijeva 40-70%, debelog crijeva u 20-50%, a anorektalna
zahvacenost u 50-70% slucajeva (28). Promjene probavnog sustava u SSc ukljucuju poremecaj
gibljivosti i krvozilne malformacije (watermelon stomach i angiodisplazija crijeva) (29).
Najucestalija prezentacija zahvacenosti probavnog sustava u SSc je poremecaj peristaltike
jednjaka i uz gastroezofagealnu refluksnu bolest se pojavljuje u vecine oboljelih. Poremecaj

funkcije muskulature donje tre¢ine jednjaka dovodi do dilatacije ili stenoze jednjaka. Prezentira

12



se otezanim gutanjem i epizodama refluksa s razvojem ezofagitisa donjeg dijela jednjaka i
simptomima dispepsije, piroze, regurgitacije, rjede gingivitisom, kroni¢nom iritacijom zdrijela
i promuklos¢éu. Kao komplikacija ezofagitisa moze se razviti Barettov jednjak, potencijalno
prekancerozno stanje kod kojeg dolazi do intestinalne metaplazije stanica ezofagealne sluznice.
Poremecaj inervacije moze dovesti do gastropareze i poremecaja peristaltike tankog crijeva.
Simptomi variraju od muc¢nine, povracanja, bolova u trbuhu, nadutosti, poremecaja u praznjenju
crijeva i gubitka na tezini (29).

Atrofija miSi¢nog dijela stijenke tankog crijeva dovodi do dilatacije i atonije zbog ¢ega tanko
crijevo gubi svoju propulzivnu funkciju. Pod tim uvjetima dolazi do bakterijskog
razmnozavanja i oSteCenja absorptivne funkcije sluznice, a time i do malapsorpcije masti,
ugljikohidrata, proteina i vitamina te razvoja malnutricije (30). U najtezim slucajevima
dilatacija crijeva moZe rezultirati pseudoopstrukcijom. Razvoj atrofije glatkomiSi¢nog sloja
stijenke debelog crijeva rezultira poremecajem peristaltike debelog crijeva, njegovom
dilatacijom 1 gubitkom haustracija. Zabiljezeni su potencijalni po zivot opasni slucajevi
pseudoopstrukcije i perforacije crijeva. Oboljeli od SSc Cesto pate od proljeva i/ili opstipacije.
Bakterijsko prerastanje sluznice tankog crijeva, smanjenje apsorptivne povrsine, kroni¢na
intestinalna ishemija rezultira malapsorpcijom i u konacnici proljevom, dok se opstipacija
razvija uslijed poremecaja rada debelog crijeva s produZenim vremenom praznjenja crijeva.
Anorektalna disfunkcija je druga po ucestalosti gastrointestinalna manifestacija nakon
zahvacanja jednjaka (30). Zbog fibroze unutarnjeg analnog sfinktera kod oboljelih se uslijed
poremecaja relaksacije 1 ogranicene dilatacije moZe razviti konstipacija. Kroni¢na konstipacija
uz pojacano odlaganje kolagena u stijenku rektuma ima za posljedicu fekalnu inkontinenciju i
prolaps rektuma. Pacijenti se zale na konstipaciju, proljev, osje¢aj punoce crijeva i urgenciju

(31).

1.1.5.4.2. Pluéa

Zahvacenost pluénog parenhima pridonosi znacajnom poboljevanju i vodeéi je uzrok smrti
oboljelih od SSc. Najcesce pluéne manifestacije u SSc su intersticijska bolest pluca i pluéna
arterijska hipertenzija, a mogu se javiti i aspiracijski pneumonitis, pluéna Krvarenja,
bronhiektazije, obliteriraju¢i bronhiolitis s organizirajuéom pneumonijom, pleuritis,
pneumotoraks, a povecéan je i rizik od nastanka karcinoma pluca (32).

Najces¢i histopatoloski nalazi u bolesnika s intersticijskom bolesti plu¢a (ILD) povezanom sa

sistemskom sklerozom su nespecifi¢ni intersticijski pneumonitis (NSIP, engl. nonspecific
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interstital pneumonitis) i uobicajeni intersticijski pneumonitis (UIP, engl. usual interstital
pneumonitis). Upalni alveolitis i posljedi¢na fibroza uzrokuju restriktivne promjene ventilacije
1 poremecaj izmjene plinova §to se odrazava u snizavanju forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC,
engl. forced vital capacity) i difuzijskog kapaciteta za ugljikov monoksid (DLCO, engl.
diffusing capacity of the lung for carbon monoxide). Smatra se da je smanjenje DLCO rani
pokazatelj intersticijske bolesti pluca, ali se nalazi i u pluénoj hipertenziji, tromboembolijskoj
bolesti pluca i kod pusaca cigareta (33). Najosjetljivija metoda za otkrivanje ranih promjena
plu¢nog parenhima u SSc je kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije (HRCT, engl. high
resolution computed tomography). Prisutnost promjena po tipu ,,mlije¢nog stakla“ i fibroze na
HRCT je znak aktivnosti bolesti i korelira sa snizenjem FVC. Najc¢e$¢i simptomi koji se
povezuju sa intersticijskom bolesti plu¢a su umor, slabost, zapuha u naporu te suhi
neproduktivni kasalj (32).

Pluéna arterijska hipertenzija (PAH, engl. pulmonary arterial hypertension) koja je povezana
sa sistemskom sklerozom definira se kao povecanje srednjeg pluénog arterijskog tlaka iznad 25
mmHg u mirovanju (mjereno kateterizacijom desne strane srca) s plu¢nim kapilarnim tlakom
(PWP, engl. pulmonary wedge pressure) jednakim ili manjim od 15 mmHg u bolesnika koji
ima SSc bez kroni¢ne hipoksemije uzrokovane koegzistiraju¢om intersticijskom bolesti pluca
(34). Javlja se u 8-15% oboljelih od SSc i mozZe se biti jedina plu¢na prezentacija bolesti ili u
kombinaciji s intersticijskom bolesti pluca. Prirodni tijek PAH je izuzetno varijabilan, od
asimptomatske faze do uporne zapuhe i hipoksije te desnostranog zatajivanja srca. Rizi¢ni
Cimbenici za nastanak PAH u SSc su starija dob, teski Raynaudov fenomen, brojne
teleangiektazije, kapilaroskopske promjene, prisustvo protutijela protiv centromere (ACA), Ul
ribonukleoproteina (anti-ULRNP) ili fibrilarina (anti-U3RNP). Procijenjeno trogodisnje
prezivljenje nelijeenih bolesnika sa SSc i PAH je 50%, a prognoza je losija u bolesnika koji

imaju PAH povezanu s ILD, znakovima popustanja desnog srca i snizenim DLCO (35).

1.1.5.4.3. Srce

Zahvacenost srca u SSc je uobicajeno, ali ¢esto neprepoznato zbog odsustva simptoma sve do
razvoja sréanog popustanja, a tada je prognoza losa. U SSc mogu biti zahvacene bilo koje sréane
strukture, ukljucujuéi miokard u kojem nastaje fibroza 1 upalni proces, mikrozilje 1 perikard s
razvojem perikarditisa (36). Karakteristi¢an je patohistoloski nalaz mrljaste (,,patchy*) fibroze
miokarda koja moze zahvatiti obje klijetke i provodni sustav zbog Cega su Ceste aritmije.

Najcesce su zabiljeZene ventrikulske ekstrasistole i ventrikularna tahikardija ¢emu uz fibrozu
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pridonosi i neuropatija autonomnog Zziv¢anog sustava (36). Bolesti sréanih zalistaka nisu
uobicajene. Smatra se da do primarne bolesti srca dolazi zbog oSte¢enja mikrocirkulacije S
poremecajem vazoreaktivnosti (miokardijalni Raynaudov fenomen) s ili bez oStecenja krvnih
zila. Klini¢ke manifestacije zahvacenosti srca u SSc variraju od simptoma zatajivanja srca
(zapuha, nepodnoSenje napora, oticanje nogu i pojava ascitesa) do akutnog koronarnog
sindroma (prsna bol) i aritmija (osjecaj nepravilnog i ubrzanog rada srca). Bolest srca u SSc je

uzrok smrti u 20-30% bolesnika i predstavlja nezavisni ¢imbenik rizika smrti (37).

1.1.5.4.4. Bubrezi

Zahvacenost bubrega u SSc je Cesto asimptomatska, a moze se prezentirati
mikroalbuminurijom, proteinurijom, porastom dusi¢nih spojeva i/ili hipertenzijom i javlja se u
do 45% bolesnika (38). Najtezi oblik zahvacenosti bubrega je sklerodermijska bubrezna kriza
(SRC, engl. scleroderma renal crisis) koja je obiljezena naglim porastom arterijskog tlaka i
akutnim zatajivanjem bubrezne funkcije. Povecan rizik za nastajanje SRC imaju bolesnici s
difuznim brzoprogresivnim zahvac¢anjem koze, prisustvom protutijela na RNK polimerazu 11
te primjena glukokortikoida u dozi vec¢oj od 15 mg dnevno (39). Obi¢no se manifestira kao
naglo nastala arterijska hipertenzija pracena glavoboljom, smetnjama vida, napadajima,
sr€anim  zatajivanjem, perikarditisom, mikroangiopatskom hemolitickom anemijom,
trombocitopenijom i oliguri¢nim zatajivanjem bubrezne funkcije. Uobicajeni patohistoloski
nalaz je subintimalna fibrinoidna nekroza stijenke arterija i javlja se u 5-20% bolesnika s dcSSc,
dok je u bolesnika s 1cSSc rjeda. LijeCenjem inhibitorima enzima angiotenzin konvertaze (ACE)
znacajno se povecalo prezivljenje u bolesnika sa SRC. Stopa prezivljenja je s 10%
jednogodisnjeg prezivljenja porasla na 60% petogodisnje prezivljenje (40). Vijeruje se da je
kroni¢no zatajivanje bubrezne funkcije u odsutnosti sklerodermijske bubrezne krize povezano
s vaskulopatijom (visceralnim RP) koja se javlja u bolesnika sa SSc. Ipak, poremecaj bubrezne
funkcije kod oboljelih od SSc najéesce je posljedica prerenalnog oStecenja (uslijed zatajenja
srca, PAH, hipovolemije), arterijske hipertenzije, toksi¢nog djelovanja lijekova, a rijetko kao

posljedica glomerulonefritisa (39).
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1.1.5.5. KosStanomiSi¢ni sustav

KostanomisSi¢ni simptomi se pojavljuju kao jedan od najranijih obiljezja SSc 1 znacajno
pridonose invaliditetu i smanjenju kvalitete Zivota oboljelih. Zglobne manifestacije se javljaju
u do 90% bolesnika sa SSc. Najces¢i simptomi su bolovi u zglobovima, a mogu se prezentirati
akutnom ili kroni¢nom, oligoartikularnom ili poliartikularnom upalom zglobova. Najc¢esce su
zahvaceni distalni interfalangealni zglobovi, s ili bez kostanih erozija (41). Zahvacenost tetiva
nije neuobiCajena, a cesce se javlja u dcSSc 1 na pocetku bolesti. Manifestira se kao palpabilno
¢ujno trenje tetiva (TFR, engl. tendon friction rubs) u podrucju koljena, prstiju, ru¢nih zglobova
i gleznjeva prilikom pokreta, a posljedica je fibroze tetiva i okolnih zglobnih struktura. Smatra
se da je trenje tetiva biljeg agresivnijeg tijeka bolesti i predskazatelj zahva¢anja unutarnjih
organa (42). Jedno od obiljezja SSc su i potkozni kalcifikati koji se mogu javiti na stopalima,
koljenima i nogama odnosno na mjestima podloznim pritisku i traumi. Kostana resorpcija je
Cesta manifestacija SSc, a akroosteoliza (resorpcija distalnih falangi) se javlja u oko 20%
bolesnika. Kalcinoza i digitalne ulceracije su nezavisni predskazatelji radiografske progresije i
akroosteolize §to je vjerojatno posljedica oSte¢enja i spazma krvnih zila (41).

Miopatija povezana sa SSc je Cesta i javlja se u do 80% bolesnika. Obi¢no je blaga, s blazom
slabosc¢u proksimalnih mi$i¢a i normalnom ili blago pove¢anom vrijednosti kreatin kinaze (CK)
(43). Rjede se javlja miozitis sa znaCajnom slabo$¢u proksimalnih miSi¢a, povecanom
vrijednosti CK, tipi¢nim promjenama u elektromiogramu (EMG) te histoloSkim nalazom

upalnog infiltrata u bioptatu misica.

1.1.6. Dijagnoza

Dijagnoza sistemske skleroze se postavlja na temelju dobre anamneze i klinicke slike uz pomo¢

laboratorijskih 1 drugih dijagnostickih postupaka.

1.1.6.1. Laboratorijski testovi

U laboratorijskim nalazima moze se utvrditi anemija zbog malapsorpcije Zeljeza te gubitka krvi
putem probavnog sustava ili anemija kroni¢ne bolesti. Od ostalih laboratorijskih pokazatelja
Cesto je prisutna hipergamaglobulinemija, reumatoidni faktor, krioglobulini i cirkulirajuci
imunokompleksi. Povisene razine vrijednosti kreatin kinaze upucuju na moguce postojanje

miozitisa u sklopu sindroma preklapanja (22).
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Prisutnost pojedinih protutijela u bolesnika sa SSc predstavlja veliki znacaj za potvrdu
dijagnoze, ali i za procjenu prognoze i progresije bolesti. ANA su pozitivha u oko 95%
bolesnika sa SSc. U bolesnika s dcSSc su ¢esca anti-Scl-70 koja su povezana s veé¢im rizikom
od razvoja intersticijske bolesti pluca (16). U bolesnika s IcSSc ¢esc¢a su ACA, dok su protutijela
na RNK polimerazu 11l ¢es¢a u bolesnika s dcSSc-om i povezana su s veéim rizikom razvoja

progresivnog zahvacanja koze te sklerodemijske bubrezne krize (44).

1.1.6.2. Dodatne pretrage

Za potvrdu dijagnoze i odredivanje stupnja proSirenosti bolesti koriste se dodatne pretrage.
Dodatne pretrage ukljucuju radiolosku snimku srca i pluca i/ili kompjuteriziranu tomografiju
visoke rezolucije (HRCT) pluca, testove plu¢ne funkcije i dopler ehokardiografiju u svrhu
dijagnosticiranja intersticijske bolesti plu¢a i pluéne hipertenzije te ovisno o simptomima i
dijagnosticku obradu probavnog sustava kao Sto su manometrija, scintigrafija i/ili pasaza
jednjaka (21). Ezofagogastroskopija se preporucuje u bolesnika s progresivnim i perzistirajuéim
simptomima disfagije i dispepsije koji su otporni na lijeCenje inhibitorima protonske crpke
(IPP) kao i u bolesnika s moguc¢im komplikacijama (45).

Videokapilaroskopija je neinvazivna, jednostavna metoda kojom se uz povecanje od 100 do
¢ak 1000 puta promatraju kapilare leziSta noktiju 1 protok eritrocita kroz lumen kapilara uz
moguénost snimanja i spremanja slika. Kapilare leziSta noktiju bolesnika sa SSc pokazuju
najranije promjene i imaju karakteristican morfoloski uzorak (tzv. scleroderma pattern):
uvecane kapilare (megakapilare), hemoragije i avaskularne zone bez kapilara. Uzorak se dijeli

na rani, aktivni i kasni uzorak ovisno o stadiju bolesti (27).

1.1.7. Lijecenje

S obzirom da nije poznat jasan uzrok sistemske skleroze ne postoji niti u¢inkovito etiolosko
lijecenje pa se bolesnici uglavnom lijece simptomatski. Pristup lije¢enju ovisi o zahvacenosti
organa ili organskih sustava. EULAR-EUSTAR (Europska skleroderma istrazivacka skupina)
su 2009. godine objavili preporuke za lijecenje sistemske skleroze koje su obnovljene 2017.
godine (Tablica 2.) (46, 47).

U slucaju zahvacéenosti koze u ranoj fazi dcSSc EULAR-EUSTAR preporucuje primjenu
metotreksata, a u refraktornih bolesnika ili u slu¢aju progresivnih koznih promjena preporuc¢ena

je primjena ciklofosfamida. Za lije¢enje Raynaudovog fenomena u SSc lijek prvog izbora su
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dihidropiridinski blokatori kalcijevih kanala (nifedipin), a za teske oblike RP-a predlozena je
intravenska primjena analoga prostaciklina (iloprost). lloprost se preporucuje i za lijeenje
aktivnih digitalnih ulceracija, dok se bosentan (antagonist endotelinskih receptora) preporucuje
u prevenciji ulceracija nakon neuspjelog lije¢enja blokatorima kalcijevih kanala i analozima
prostaciklina (46, 47).

Tablica 2. Preporuke za lijecenje sistemske skleroze

Klini¢ka manifestacija SSc LijecCenje

Raynaudov fenomen blokator kalcijevih kanala (nifedipin)
analog prostaciklina (iloprost)
Digitalne ulceracije antagonist endotelinskih receptora
(bosentan)
analog prostaciklina (iloprost)
Probavni sustav inhibitori protonske crpke, prokinetici,
antibiotici
ciklofosfamid (ILD)
bosentan, macicentan, sildenafil,
epoprosterenol (PH)

U slucaju zahvacenosti probavnog sustava lijeenje ovisi 0 lokalizaciji i simptomima, a ono
ukljucuje preporuke o higijeni usne Supljine, uzimanja vise manjih obroka dnevno, izbjegavanje
leze¢eg polozaja nakon obroka, vjezbe misica lica i primjenu umjetne sline. Uz navedeno
preporucuje se upotreba inhibitora protonske crpke u prevenciji zelu¢anog refluksa, ulkusa i
striktura, uporaba prokinetika u slu¢aju poremecaja motiliteta crijeva te antibiotska terapija i
probiotici u slu¢aju poremecaja crijevne bakterijske flore i prekomjernog rasta bakterija (46,
47). Ciklofosfamid se preporucuje za lijecenje plucne fibroze, a za lijeCenje PAH povezane sa
SSc koriste se bosentan, macicentan, sildenafil i intravenski agonist prostaciklina
epoprosterenol (46, 47). U slucaju teskog oblika bolesti i loSeg odgovora na lijecenje bolesnici
mogu biti kandidati za transplantaciju pluca i koStane srzi (46, 47). ACE inhibitori imaju svoju
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ulogu u prevenciji i lijeGenju sklerodermijske bubrezne krize (46, 47). Budu¢i da
glukokortikoidi u dozi vecoj od 15 mg dnevno povecéavaju rizik razvoja sklerodermijske
bubrezne krize njihova primjena trebala bi se izbjegavati u bolesnika sa SSc ili bi se trebali
primjenjivati u dozi manjoj od 15 mg dnevno (46, 47). Ucinkovitost i sigurnost
imunosupresivnih lijekova kao $to su mikofenolat mofetil (MMF), azatioprin i rituksimab
(antiCD-20 protutijelo) u lijecenju sistemske skleroze se joS uvijek ispituje. Pokazalo se da
nintedanib, inhibitor tirozin kinaze, ima antifibroti¢ki i protuupalni u€inak u pretklinickim
modelima sistemske skleroze i intersticijske bolesti plu¢a, a pokazuje i povoljne rezultate u

klini¢kim ispitivanjima (48, 49).

1.1.8. Tijek i prognoza bolesti

Tijek bolesti je kronican i progresivan, a prognoza bolesti ovisi 0 podtipu i stupnju zahvac¢enosti
unutarnjih organa. Medunarodnom metaanalizom utvrdena je veca smrtnost u osoba oboljelih
od sistemske skleroze u odnosu na opc¢u populaciju s tim da je smrtnost veca u bolesnika s
dcSSc te zahvadanjem bubrega, pluéa i srca, i to osobito unutar prve godine (50). Starija
istrazivanja su pokazala visoku razinu stope smrtnosti medu bolesnicima sa SSc, izmedu 1,05 i
7,2, a i novija istrazivanja provedena diljem svijeta biljeze veéi standardizirani omjer smrtnosti
u rasponu od 1,39 do 5,10 (51). Premda nema dugoro¢nog ucinkovitog lijeCenja, brojnim
mjerama i boljom skrbi o bolesnicima uspjela se smanjiti smrtnost te je desetogodi$nja
kumulativna stopa prezivljenja porasla s 54% u sedamdesetim na 66% u devedesetim godinama
proslog stolje¢a (50). Postojanje kardiorespiratornih manifestacija povezano je s loSijom
prognozom te se kao glavni uzroci smrti u bolesnika sa SSc navode intersticijska bolest pluca i

pluéna arterijska hipertenzija (52).
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1.2. APOPTOZA

Apoptoza je oblik programirane stani¢ne smrti u kojem dolazi do aktivacije kontroliranih
biokemijskih procesa i morfoloskih promjena u stanici koji zavrSavaju smréu stanice (53).
Karakteristi¢ne morfoloSke znacajke apoptoze su odvajanje stanica od zdravih stanica, DNK i
stani¢na fragmentacija, oblikovanje apoptotskih tjelesaca te zgruSavanje kromatina (54). Tim
procesom nastaju apoptotska tjeleSca koje makrofazi odstranjuju procesom fagocitoze i
razgraduju bez aktivacije imunoloskog odgovora (53). Apoptoza je zasluzna za pravilan
embrionalni razvoj i predstavlja vazan obrambeni mehanizam viSestani¢nih organizama jer
sprjeCava nakupljanje nefunkcionalnih stanica. Poznato je da poremecaji u signalnom putu
apoptoze mogu uzrokovati razlic¢ite bolesti, od raka do neurodegenerativnih bolesti (55).
Apoptozu prati aktivacija skupine proteaza zvane kaspaze koje u svom aktivnom mjestu sadrze
cistein (cistein aspartat-specifi¢ne proteaze). Signal za pokretanje kaskadne reakcije kaspaza
moze doci izvana (vanjski put) ili iz same stanice (unutrasnji put) (53, 55). Postoji ukupno 15
kaspaza od kojih 7 sudjeluje u apoptozi, a ostale sudjeluju u upalnim i drugim procesima.
Apoptotske kaspaze se prema funkciji dijele u dvije skupine: inicijatorske i izvr§ne kaspaze i
odgovorne su za uniStenje stanice u procesu programirane stani¢ne smrti. Sve kaspaze se
aktiviraju kaskadno i to na nacin da aktivirana kaspaza cijepa sljedecu prokaspazu u njen aktivni
oblik. Sam proces se odvija u 4 faze od pocetnog signala, preko prijenosa i integracije signala
nakon ¢ega nastupa izvr$na faza i uklanjanje stani¢nih fragmenata (56). Inicijatorske kaspaze
su kaspaza-2, -8, -9 i -10, a izvrSne su kaspaza-3, -6 1 -7 (53). Pokusi supresije gena za ove
kaspaze pokazali su da glavnu ulogu ima kaspaza-3 jer u slu¢aju njene supresije, apoptoza nije
moguca. Utvrdeno je da kaspaza-3 sudjeluje 1 kod unutrasnjeg i vanjskog puta stani¢ne smrti.
Stoga kaspaza-3 predstavlja izvrstan biljeg za apopotozu. Apoptoza je strogo regulirana
proapoptotskim i antiapoptotskim ¢imbenicima. Do povecane apoptotske aktivnosti dovode
oksidativni stres, oSte¢enja mitohondrija i mitohondrijske DNK te nakupljene greske u genomu
starih stanica, uz neke promjene u signalnim putevima zbog Cega stanice postaju sklonije
upalama i podloznije stresu (57). Apoptoza je kljucni proces koji regulira razvoj imunoloskih

stanica i odrzavanje periferne imunoloske ravnoteze (58).

1.2.1. Uloga apoptoze u SSc

lako je fibroza glavno obiljezje sistemske skleroze, promjene u SSc mogu biti podijeljene na

ranu i kasnu fazu bolesti. Najnovija istrazivanja svrstavaju apoptozu u najranije patoloske
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promjene u SSc, koje mogu dovesti do endotelno-mezenhimske tranzicije, poremecaja
angiogeneze 1 fibroze. U ranoj patogenezi SSc, infiltrati aktiviranih T limfocita proizvode
upalne citokine koji izazivaju oSteCenje tkiva citotoksi¢nim posredovanjem ili apoptozom
stanica (59). Smatra se da je apoptoza inducirana infekcijom, imunosupresivnom
citotoksi¢nosti, antiendotelijalnim protutijelima i ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom
povezana s nastankom pocetne ozljede endotelnih stanica krvnih Zila, premda nije poznat to¢an
mehanizam (60, 61). Brojna istrazivanja podupiru stajaliSte da apoptoza ima vaznu ulogu u
razvoju autoimunosti (58), a da je fibroza rezultat otpornosti fibroblasta na apoptozu (62-65).
Santiago i sur. su utvrdili proliferaciju koznih fibroblasta i predlozili rezistenciju koznih
fibroblasta na apoptozu kao mogucéi patogenetski mehanizam progresivne fibroze u SSc (66).
Utvrdeno je da su T limfociti bolesnika sa SSc manje podlozni apoptozi nakon anti-Fas
stimulacije uz znacajno smanjenje aktivnosti kaspaze-3 (64). Chabaud i ostali pokazali su da je
otpornost fibroblasta na apoptozu vazna karakteristika sistemske skleroze, ali njenog kasnog
stadija (67). Stoga se danas smatra da je otpornost fibroblasta na apoptozu karakteristi¢na za
kasnu fazu sistemske skleroze (67-70). U SSc apoptoza je istrazivana uglavnom na kozi i
stani¢énim kulturama te Zivotinjskim modelima. Yamamoto i suradnici su na zivotinjskom
modelu sklerodermijske koze izazvane bleomicinom utvrdili da prekomjerna apoptoza
mononuklearnih stanica koje infiltriraju kozu moze izazvati upalni proces, a kasnije i fibrozu.
Na temelju navedenog ispitivanja autori sugeriraju da je prekomjerna apoptoza koja je
posredovana putem Fas/Fas liganda i aktivacije kaspaze-3 ukljuena u patogenezu
sklerodermije izazvane bleomicinom (71). Razina kaspaze-1 i sFas liganda u serumu korelira
sa zahvacenosti koze, pluca, promjenama zglobova i kostiju (72). Prisustvo autoprotutijela
protiv kaspaze-3 u SSc povezano je s tezinom pluéne fibroze, oste¢enjem krvnih Zila i upalom
(73). Utvrden je porast apoptoze u cirkuliraju¢im kulturama limfocitima SSc bolesnika s
pozitivnom anti-RNK polimerazom (70). Distler i suradnici su predlozili teoriju da
mikrocestice dobivene iz aktiviranih ili apoptotickih endotelnih stanica induciraju apoptozu u
cirkuliraju¢im angiogenim stanicama (74). S druge strane Laplante i suradnici postuliraju da
kroni¢ni porast endotelne apoptoze i/ili povecana osjetljivost fibroblasta na posrednike
proizvedene unutar apoptotskih endotelnih stanica mogu ¢initi osnovu fibrotickog odgovora
karakteriziranog trajnom indukcijom antiapoptotskog fenotipa u fibroblastima i upornom

diferencijacijom miofibroblasta (68).
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1.3. PROLIFERACIJA

Proliferacija je uzastopno stvaranje ili umnozavanje novih stanica ubrzanim mitotickim
diobama tijekom stvaranja novoga tkiva. Fizioloska proliferacija javlja se tijekom
embrionalnoga razvoja ali i u stanjima u kojima je potrebno ubrzano umnozavanje stanica, kao
kod upale ili obnavljanja tkiva. Patoloska proliferacija javlja se kod bujanja malignih tumorskih
stanica. Opseg proliferacije moze se procijeniti razli¢itim citoloskim i histoloskim postupcima.
Od imunohistokemijskih metoda najvise se koristi odredivanje antigena jezgre Ki-67 ( Ki-67
prema Kiel University, a 67 prema rednom broju u mikrotitarskim plo¢icama kada je otkriven).
Ki-67 je nehistonska jezgrina bjelancevina (75) koja se nalazi u stanicama u svim fazama
stani¢nog ciklusa (G1, S, M i G2 faza stani¢nog ciklusa), dok u fazi mirovanja stanice (GO fazi)
nije prisutna. Stoga je izvrstan biljeg stani¢ne proliferacije (76-78). Istrazivanja su pokazala da
je bjelanéevina Ki-67 neophodna za stani¢nu proliferaciju i da ima ulogu u sintezi jezgrine
rRNK ovisne o RNK polimerazi | (79). U regulaciji proliferacije, medudjelovanja stanica,
stanica i izvanstani¢ne tvari, upali i zacjeljivanju rana vaznu ulogu imaju sindekani (80).
Sindekani (od grcke rijeci vezati zajedno) su dio velike obitelji transmembranskih bjelanc¢evina
koje imaju sposobnost vezanja lanaca heparin-sulfata i hondroitin-sulfata, a najvise su izrazeni
u tkivima mezenhimskog i epitelnog porijekla (81). Sindekani su preko svojih heparin-sulfatnih
lanaca u medudjelovanju s brojnim molekulama kao $to su ¢imbenici rasta fibroblasta (FGF),
endotelni ¢imbenici rasta krvnih zila (VEGF), transformiraju¢i ¢imbenici rasta (TGF),
trombocitni ¢imbenici rasta (PDGF), citokini, proteinaze, adhezijski receptori i dijelovi
medustani¢ne tvari (82, 83). Njihova uloga je regulacija odnosa stanica i medustani¢ne tvari,
kao i stani¢ne adhezije i proliferacije (84). Time ne reguliraju samo klju¢ne dogadaje u razvoju
i homeostazi, nego i klju¢ne mehanizme upalnog odgovora domacina uglavnom reguliranjem
funkcije citokina i prodiranja leukocita iz krvnih Zila u tkiva. Postoje Cetiri gena koja kodiraju
sindekane (83), od kojih je sindekan-1 uglavnom izrazen u stanicama epitela i plazma
stanicama, a u manjoj mjeri u drugima stanicama kao $to su endotelne stanice, monociti i
fibroblasti. Sindekan-2 je izrazen u stanicama mezenhimskog podrijetla i endotelnim
stanicama, sindekan-3 u neuronalnim i kostanomisi¢nim tkivima, a sindekan-4 u skoro svim
vrstama stanica, ali je slabije izraZzen od ostalih sindekana (81, 85). Sindekan-1 i sindekan-4 su
ukljuceni u epitelno-mezenhimsku transformaciju za vrijeme razvoja i cijeljenja rana uglavnom
kroz svoju sposobnost vezanja ¢imbenika rasta i podesavanja nizvodne signalizacije (84, 86,

87). Kao rezultat ovih medudjelovanja, sindekani pokre¢u niz dogadaja bioloske signalizacije
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bitnih za stani¢nu adheziju, angiogenezu, upalu i obnavljanje tkiva. Ranije je objavljeno da je
razina sindekana u serumu zivotinja izravno povezana s tezinom upale (27, 28). Druga izvjesca
sugeriraju da gubitak sindekana iz stanica (,,shedding®) regulira upalne reakcije. Nakon
izrazenijeg prijanjanja leukocita na endotel posredovanjem molekula integrina i adhezije (npr.
ICAM-1, VCAM-1) dolazi do prodiranja leukocita izvan krvnih Zila. Pretpostavlja se da se
sindekan-1 moze suprotstaviti integrinima vjerojatno nadmetanjem za isto vezno mjesto, stoga
njegova odsutnost moze potaknuti snaznu, integrinom posredovanu, adheziju leukocita na
endotel (38).

1.3.1. Uloga proliferacije u sistemskoj sklerozi

Proliferacija je apoptozi kompenzatorni mehanizam, a studije stani¢ne proliferacije u SSc
pokazale su proturjeéne rezultate, od onih koje dokazuju veéi proliferacijski potencijal (88), do
onih koje ne pokazuju znac¢ajniju razliku proliferacijskog potencijala (89, 90). Nedavno su u
studiji na koznim endotelnim stanicama bolesnika sa SSc Mazzotta i sur. utvrdili znac¢ajno
smanjen izrazaj proliferacijskog biljega Ki-67 uz povecan izrazaj apoptotskog biljega kaspaze-
3 u usporedbi sa zdravim koznim endotelnim stanicama. Takoder je u kozi oboljelih od SSc
utvrdena snizena aktivnost microRNK-125b, epigenetskog regulatornog ¢imbenika, ¢ime se
objaSnjava povecana apoptoza te sniZena proliferacija u koZnim fibroblastima oboljelih od SSc
(92).

Wu i sur. dokazali su da su razine sindekana-1 u serumu znacajno vecée u bolesnika sa SSc i to
dominantno u bolesnika s dcSSc u kasnom stadiju te da su vise razine serumskog sindekana-1
povezane s vecom prevalencijom telangiektazija, poviSenim sistolickim tlakom desnog
ventrikula i smanjenim difuznim kapacitetom pluca za ugljikov monoksid (92). Chen i sur. su
dokazali da kozne lezije u dcSSc pokazuju povisenu ekspresiju sindekana 2 i 4, proteina koji
reguliraju sposobnost fibroblasta za prijanjanje i skra¢ivanje izvanstani¢ne tvari (93). Za razliku
od njih Tanino i sur. su na mi§jem modelu SSc dokazali da se smanjenjem sindekana-4 povecala
TGF-B potaknuta Smad3 aktivacija i povecao izrazaj kolagena i a-SMA. Na temelju ovih nalaza
autori su postulirali da sindekan-4 inhibira razvoj pluéne fibroze, barem dijelom, prigusivanjem
TGF-p signalizacije (94).
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1.4. CIMBENIK RASTA VEZIVNOG TKIVA

Cimbenik rasta vezivnog tkiva CTGF (engl. connective tissue growth factor) je mitogeni
profibroticki citokin i promotor Endo-MT koji modificira razli¢ite ¢imbenike rasta i citokine, a
potaknut je u fibroblastima nakon aktivacije transformiraju¢im ¢imbenikom rasta 3 (TGF-R)
(95). Svoje funkcije obavlja vezanjem na razli¢ite stani¢ne receptore ukljucujuci receptore za
integrin i sindekane, a takoder veze ¢imbenike rasta i proteine medustanic¢ne tvari. Smatra se da
medudjelovanje CTGF s razli¢itim molekulama ukljucujuéi citokine i Cimbenike rasta,
receptore i proteine ECM mijenja putove provodenja signala u kojima oni sudjeluju sto rezultira
promjenama stani¢nog odgovora. Rezultat ove promjene signalizacije je promjena u stani¢nom
prijanjanju i migraciji, angiogenezi i vaskularnoj propusnosti, diferencijaciji, ukljucujuéi
formiranje i aktiviranje miofibroblasta, taloZenje i pregradnju medustani¢ne tvari, Sto zajedno
dovodi do remodeliranja tkiva i promjenu u strukturi organa. Takoder potice stvaranje
miofibroblasta transdiferencijacijom iz drugih stanica, ukljuéujuci epitelne stanice (preko EMT,
epitelno-mezenhimska transdiferencijacija), endotelne stanice (Endo-MT, endotelno-
mezenhimska transdiferencijacija), fibroblaste ili fibrocite (iz koStane srzi, mezenhimske
mati¢ne stanice) (96). Time dovodi do remodeliranja tkiva i fibroze. Smatra se da CTGF
sudjeluje s TGF-B u induciranju odrzane fibroze (97) i u povecanoj proizvodnji medustani¢ne
tvari (98). Remodeliranje tkiva u krvnim zilama moze dovesti do lokalne hipertenzije i hipoksije
koja ponovo izaziva pojacan izrazaj CTGF (99), a time se uspostavlja pozitivna povratna veza
koja dovodi do sve veceg remodeliranja tkiva. Osim navedenog CTGF potice izrazaj raznih
citokina poput TGF-B i VEGF, koji poticu veéi izrazaj CTGF (97, 100). Prekomjerni izrazaj
CTGF u fibroblastima potice fibrozu u dermisu, bubrezima i plu¢ima (99), a blokiranje CTGF
u fibroblastima i stanicama glatkih miSi¢a u velikoj mjeri smanjuje fibrozu koze izazvanu
bleomicinom. CTGF u fizioloSkim uvjetima ima ulogu u proliferaciji, regulaciji stani¢nog
ciklusa, migraciji, adheziji, talozenju matriksa i remodeliranju tijekom hondrogeneze i
angiogeneze, a u patoloskim uvjetima CTGF rano inducira izrazaj upalnih posrednika,
aktivaciju miofibroblasta, akumulaciju medustani¢ne tvari, poti¢e stani¢nu adheziju i kljuéni je
¢imbenik U remodeliranju podlozne pocetne fibroze (96). Istrazivanja CTGF u dermalnim

fibroblastima SSc ukazuju na njegovu znacajnu ulogu u odrzavanju fibroze izazvane TGF-§
(101).
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1.4.1. Uloga ¢imbenika rasta vezivnog tkiva u sistemskoj sklerozi

Pored snaznog profibrotickog ucinka, CTGF sudjeluje u angiogenezi, razvoju misi¢no-
koStanog sustava, strukturnoj organizaciji vezivnog tkiva i implantaciji embrija. TGF-p potice
sintezu CTGF u fibroblastima, glatkim misi¢nim stanicama krvnih Zila i endotelnim stanicama
te su brojna istrazivanja dokazala da predstavlja snaznog posrednika fibrogenih u¢inaka TGF-
B. Doista, CTGF proizveden kao odgovor na stimulaciju TGF-f zauzvrat potice sintezu
komponenata ECM kao §to su tip I kolagen i fibronektin u dermalnim i pluénim fibroblastima
a vrlo vjerojatno i u endotelnim stanicama (102). Takoder i hipoksija, uzrokovana
mikrovaskularnim promjenama, pojacava izrazaj CTGF. (94, 103). Ova zapazanja su potakla
velik broj istrazivanja koje ispituju ulogu CTGF u patogenezi SSc. Dokazano je da je CTGF u
SSc povisen u serumu i fibrotickoj kozi, a povezan je sa fibrozom i u drugim organima (104).
U interakciji s TGF-B izaziva postojanu fibrozu i potice transdiferencijaciju endotelnih stanica
u miofibroblaste (11). Kontinuirano je potaknut u kozi bolesnika sa SSc, a selektivno
prekomjeran izrazaj CTGF u fibroblastima dovodi do fibrotickog fenotipa (102). U njegovom
odsustvu nestaje kozna fibroza, a lijeenje anti-CTGF protutijelima s ciljem postizanja
antifibrotskog u¢inka pokazalo se u¢inkovito u Zivotinjskom modelu SSc (102). Dokazan je
snazan izrazaj CTGF u svim slojevima stijenke zeluca oboljelih od SSc (105). U bolesnika s
intersticijskom bolesti plu¢a povezanom sa SSc (SSc-ILD) utvrdena je visa serumska razina
CTGF u odnosu na ostale bolesnike sa SSc uz pozitivhu povezanost izmedu razine u serumu i
tezine bolesti (nizi FVC i nizi DLCO) (106). Takoder se ¢ini da su neki polimorfizmi CTGF
gena povezani sa ¢es¢im razvojem SSc-ILD (107).
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1.5. ALFA-AKTIN GLATKIH MISICNIH STANICA

Vjeruje se da su aktivirani miofibroblasti, koji ispoljavaju a-aktin glatkog miSi¢a (a-SMA)
odgovorni za povecano stvaranje medustani¢ne tvari $to je svojstveno sistemskoj sklerozi. Alfa-
aktin glatkih miSi¢nih stanica je bjelanCevina stani¢nog skeleta, aktinska izoforma, koja
prevladava u glatkim misi¢nim stanicama i igra vaznu ulogu u fibrogenezi (108). Aktini su
obitelj globularnih multifunkcionalnih proteina koji oblikuju mikrofilamente. Promjene u
aktinskim filamentima povezuju se s prezivljenjem stanice, stani¢nom diferencijacijom te
staniénom polarno$¢u (109). Miofibroblasti ispoljavaju o-SMA i imaju kontraktilna i
sekretorna svojstva koja su klju¢na za kontrolu grade tkiva. Taj citoskeletni protein smjesten je
u glatkim miSi¢nim stanicama krvnih zila, sluzi za prikazivanje miSi¢ne stijenke krvnih zila,
ukazujuci na razinu prokrvljenosti tkiva, a takoder je i biljeg miofibroblasta pronadenih tijekom
zacjeljivanja tkiva (110).

Smatra se da su miofibroblasti metabolicki i morfoloski oblik fibroblasta koji su se djelomi¢no
diferencirali prema fenotipu glatkih misi¢a i izrazavaju a-SMA (108). Njihova aktivacija igra
klju¢nu ulogu u nastanku fibroze. Aktivirani miofibroblasti izrazavaju molekule stani¢ne
adhezije omogucujuci specificno medudjelovanje S imunoloskim i upalnim stanicama,
fibroblasta u miofibroblast predstavlja kljuéni dogadaj tijekom zarastanja rana i obnavljanja
tkiva. Velika kontraktilna sila koju stvaraju miofibroblasti povoljno djeluje na fiziolosku
pregradnju tkiva, ali kad postane prekomjerna stetno djeluje na tkivo, poput nastajanja
hipertrofi¢nih oziljaka i kod gotovo svih bolesti obiljezenih fibrozom (111). U aktiviranom
stanju miofibroblasti se prestaju umnozavati i po€inju sintetizirati velike koli¢ine proteina
izvanstani¢ne tvari, a s aktivacijom miofibroblasta korelira izrazaj a-SMA. Miofibroblasti koji
sudjeluju u zacjeljivanju rana i obnavljanju tkiva se nakon zacjeljivanja gube apoptozom.
Pretpostavlja se da ovaj mehanizam ne djeluje kod fibroti¢kih procesa, $to dovodi do opstanka
miofibroblasta i posljedi¢nog nakupljanja medustaniéne tvari (112).

Specifiéne molekularne osobine miofibroblasta kao i ¢cimbenici koji kontroliraju diferencijaciju
miofibroblasta potencijalni su ciljevi za sprjecavanje njihovog razvoja, funkcioniranja i
prezivljavanja. Takve ciljne molekule uklju¢uju o-SMA i novije otkrivene biljege
miofibroblastnog citoskeleta, povrSinske membranske proteine i proteine medustani¢ne tvari.
Stovise, djelovanje na prepoznavanje i prenosenje signala aktivacije miofibroblasta nudi nove
mogucnosti djelovanja na smanjenje kontrakcije tkiva ¢ime se postize gubitak kontrakcije i

potice apoptoza (113, 114).
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1.5.1. Uloga alfa-aktina glatkih misi¢a u sistemskoj sklerozi

Karakteristika SSc je povecana sinteza kolagena i izvanstani¢ne tvari potaknuta aktivacijom
fibroblasta i transformacijom fibroblasta u miofibroblaste $to se fenotipski otkriva pove¢anim
izrazajem a-SMA.

Prisutnost miofobroblasta u SSc dokazana je u kozi te korelira s koli¢inom kolagena i koznim
parametrima povezanim s fibrozom kao $to su zategnutost, tvrdoca i krutost. U plu¢ima
bolesnika sa SSc prisutnost miofibroblasta u intersticijskom prostoru se moze primijetiti ve¢ u
ranom tijeku fibrotickog procesa, a s napredovanjem intersticijske bolesti plu¢a mogu se
dokazati i u bronhoalveolarnom lavatu (115). Prisutnost patoloskih miofibroblasta negativno
utjece na rad plu¢a. Njihova sposobnost stvaranja izvanstanic¢ne tvari uniStava alveolarnu gradu
i povecava debljinu medualveolarnog prostora, §to oboje dovodi do smetnji disanja. Prisustvo
miofibroblasta moze izazvati prekomjerno suzavanje krvnih Zila koje je dodatno pojacano i
utjecajem endotelina-1 (ET-1), snaznog vazokonstriktora oslobodenog iz miofibroblasta.
Navedene promjene dovode do otezanog protoka krvi u plu¢ima $to uzrokuje naprezanje desne
sréane klijetke. Miofibroblasti se u SSc osim u kozi i plu¢ima mogu otkriti i u jednjaku i
zelucanoj stijenci bolesnika s teskom fibrozom (105). Ovdje prisutnost miofibroblasta dovodi
do gubitka misi¢ne funkcije i kontraktilnosti §to za posljedicu ima povrat zelucane Kiseline u
jednjak i razvoj gastroezofagealne refluksne bolesti. | organi poput bubrega, crijeva i miokarda
u SSc mogu biti pod utjecajem fibroze posredovane miofibroblastima (116). No, u kasnoj fazi
SSc kada dominiraju fibroticke i atroficke promjene ove se stanice vise ne mogu dokazati i one

najvjerojatnije nestaju apoptozom (117).

Dosadasnjim istrazivanjima na Zelucu oboljelih od SSc utvrdeno je nakupljanje kolagena,
povecana prisutnost miofibroblasta te povecana izrazenost profibrotickih ¢imbenika TGF-[3,
CTGF i ET-1 (105, 118) dok proliferacija i apoptoza nisu istrazivane. Jedina ispitivanja odnosa
apoptoze i proliferacije u oboljelih od SSc provedena su na koznim endotelnim stanicama i
utvrdena je izrazajnija apoptoza, uz smanjenu proliferaciju u usporedbi s kontrolnim tkivom
(91, 119). Istrazivanjem izrazaja apoptotskih i proliferacijskih ¢imbenika u Zelu¢anoj sluznici,
profibrotickog citokina CTGF kao pokazatelja Endo-MT s pojacanim izrazajem biljega
miofibroblasta moze se pridonijeti razumijevanju nedovoljno poznatih patogenetskih procesa

unutar probavnog sustava oboljelih od sistemske skleroze.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Zbog znacajne fibroze koja je svojstvena sistemskoj sklerozi biljezi za apoptozu (kaspaza-3),
miofibroblaste (a-SMA) te ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (CTGF) u Zelu¢anoj sluznici oboljelih
od sistemske skleroze pokazat ¢e vecu izrazajnost u odnosu na kontrolnu skupinu, uz smanjen
izrazaj biljega za stani¢nu proliferaciju (Ki-67), $to ¢e biti praceno vecim ostecenjem epitela

(sindekan-1) i nakupljanjem kolagena.

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je primjenom imunohistokemijskih i imunofluorescentnih metoda u Zelu¢anoj
sluznici oboljelih od sistemske skleroze i ispitanika bez SSc usporediti prostornu raspodjelu i
mogucu ulogu proliferacijskih i apoptotskih ¢imbenika u razvoju bolesti tako da ¢e se izmedu
ispitivane i kontrolne skupine te unutar ispitivane skupine ovisno o obliku i teZini bolesti

analizirati slijedece:

1) Usporediti prostornu raspodjelu i broj (postotak) apoptotskih (kaspaza-3) i
proliferacijskih (Ki-67) stanica te biljega miofibroblasta (a-SMA).

2) Primjenom dvostrukog bojanja (imunofluorescencije) analizirati prostornu
raspodjelu pojavljivanja biljega miofibroblasta (a-SMA) i proliferacijskih (Ki-
67) stanica.

3) Primjenom imunofluorescencije analizirati prostornu izrazajnost biljega epitela
(sindekan-1) i ¢imbenika rasta vezivnog tkiva (CTGF).

4) Usporediti postotak 1 raspodjelu istrazivanih ¢imbenika s klinickim stadijima

sistemske skleroze
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4. METODE ISTRAZIVANJA

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 15 ispitanika sa SSc, starijih od 18 godina kojima je dijagnoza
postavljena temeljem Kriterija Americkog reumatoloskog drustva/Europske lige protiv
reumatizma (18), s trajanjem bolesti duljim od 6 mjeseci, koji se lijee u Zavodu za
reumatologiju i klinicku imunologiju KBC Split i 5 ispitanika koji ne boluju od sistemske
skleroze, a koji odgovaraju po dobi i spolu. Kriteriji isklju¢ivanja su sindromi preklapanja,
maligna bolest, terapija sa potencijalno citotoksi¢nim u¢inkom (metotreksat, ciklofosfamid,
mikofenolat mofetil), doza glukokortikoida ve¢a od 10 mg na dan, kroni¢na aktivna ili akutna
infekcija i Helicobacter pylori infekcija. Ispitivanje je provedeno uz odobrenje Etickog
povjerenstva KBC Split i Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu uz strogo postivanje
etickih 1 bioetickih principa u skladu s Niirnberskim kodeksom i najnovijom revizijom
Helsinske deklaracije. Svi ispitanici su prije pocetka istrazivanja potpisali informirani pristanak

u kojem je objaSnjen postupak i tijek istrazivanja.

4.2. Postupci

Svi ispitanici oboljeli od SSc su u trenutku ukljucivanja u istrazivanje prosli fizikalni pregled 1
laboratorijsku analizu, ukljucuju¢i kompletnu krvnu sliku (KKS), mjerenje brzine
sedimentacije eritrocita (SE), testove funkcije bubrega (kreatinin, urea) i jetre (AST, ALT,
GGT) i razinu komplementa (C3, C4), prisutnost ANA, ACA i anti-Scl-70. Procijenjen je
stupanj fibroze koze pomoc¢u modificiranog koznog testa po Rodnanu (120) te odreden podtip
SSc (difuzna ili ograni¢ena SSc) prema LeRoy-u (19).

Osim navedenog, u vrijeme uzimanja tkiva prikupljene su slijedece karakteristike bolesnika:
spol, dob, trajanje bolesti mjereno od pojave prvih simptoma u skladu sa SSc, prisutnost
digitalnih ulceracija, zahvacenost zglobova/tetiva, miSi¢a, bubrega, krvoZilnog, sréanog i
probavnog sustava.

U svrhu procjene zahvacenosti plu¢a napravljena je spirometrija s odredivanjem difuzijskog
kapaciteta za ugljikov monoksid (DLCO) izrazen kao postotak predvidenih vrijednosti, a
kardiovaskularnog sustava elektrokardiogram (EKG) i Doppler ehokardiografija (UZV srca) s
odredivanjem sistolicke funkcije lijeve komore (EFLV) i procjenom sistolickog tlaka pluéne

arterije (SPAP).

29



Iz medicinske dokumentacije bolesnika, ali ne starije od godine dana, prikupljeni su podaci o
prisutnosti intersticijske bolesti plu¢a (ILD) potvrdene kompjuteriziranom tomografijom (CT)
pluc¢a. 1z dobivenih podataka procijenjen je stupanj zahvacenosti pojedinih organskih sustava
prema Medsger-ovoj ljestvici (121).

Prema Medsger-ovoj ljestvici po pet pacijenata je Klasificirano u grupu s blagom, umjerenom

1li teSkom bolescu.

=

=

umiereno zadeblianie koze

notmalna koza
|blago zadebljanje koze
tedko zadebianje koze

.....
....

LR

Slika 3. Testna lista za odredivanje modificiranog Rodnanovog koznog testa (122).

Modificirani Rodnanov kozni test (Slika 3.) izvodi se se jednostavnom klinickom palpacijom
koze na 17 anatomskih podrugdja tijela: lice, prednji dio prsnog kosa, trbusna stijenka (na desnoj
1 lijevoj strani), nadlaktice, podlaktice, dorzum Saka, prsti, natkoljenice, potkoljenice i dorzum
stopala.
Koza se opisuje na ljestvici od nula do tri gdje je:

0 — normalna koza

1 —blago zadebljanje koze

2 —umjereno zadebljanje koze

3 — tesko zadebljanje koze

Svako od 17 navedenih podrudja se zasebno vrednuje i zbroj svih podrucja predstavlja ukupan
broj bodova (120).
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Tezina klini¢ke slike procjenjuje se prema modificiranoj Medsger-ovoj ljestvici (Tablica 3.)
koji objedinjuje devet organskih sustava (121). Zahvaéenost pojedinog organskog sustava se
prikazuje u rasponu od urednog nalaza (0) do terminalne zahvaéenosti (4). Pristranost mjeritelja

umanjena je uklju¢enjem dva reumatologa u procjenu stupnja tezine bolesti i mRSS.

Tablica 3. Testna lista za procjenu tezine klinicke slike SSc u skladu s modificiranom Medsger-

ovom ljestvicom

Uredan nalaz

Blaga (1)

Umijerena (2)

Teska (3)

Terminalna (4)

opéi gubitak TT <5% gubitak TT 5,0-9,9% gubitak TT 10,0- gubitak TT gubitak TT
status Htc >0,37 I/l Htc 0,330-0,369 /1 14,9% 15,0-19,9% >20%
Hgb >123 g/l Hgb 110-122 g/l Htc 0,290-0,329 I/l Htc 0,250-0,289 Htc<0,250 I/l
Hgb 97-109 g/l ] Hgb<83 g/l
Hgb 83-96 g/l
periferne Bez Raynaudovog Raynaudov fenomen oziljci koze prstiju ulceracije na gangrena
Kk - fenomena ili koji zahtijeva vrScima prstiju
rvne Zile U
Raynaudov lijeCenje
fenomen koji ne
zahtijeva lijecenje
mRSS 0 mRSS 1-14 mRSS 15-29 mRSS 30-39 mRSS >40
zglobovi/ udaljenost vrak udaljenost vriak udaljenost vriak udaljenost vrSak  udaljenost vrSak
tetive prsta-dlan pri prsta-dlan pri fleksiji prsta-dlan pri prsta-dlan pri prsta-dlan pri
fleksiji 0-0,9 cm 1,0-1,9cm fleksiji 2,0-3,9 cm fleksiji 4,0-4,9 fleksiji >5 cm
cm
misici uredna snaga blaga slabost umjerena slabost znacajna slabost  neophodna tuda
proksimalnih mi§ica  proksimalnih mi§i¢éa  proksimalnih miSic¢a proksimalnih pomo¢
misic¢a
probavni uredna pasaZa hipoperistaltika Bakterijsko malapsorpcija parenteralna
sustay jednjaka i/ili tankog distalnog dijela prerastanje koje pseudo- prehrana
crijeva jednjaka i/ili tankog zahtjeva antibiotsko opstrukcija
crijeva lijeGenje
DLCO >80% DLCO 70-79% DLCO 50-69% DLCO <50% potreban kisik
FVC >80% FVC 70-79% FVC 50-69% FVC<50%
RTG bez fibroze RTG fibroza SPAP 50-64 mmHg SPAP>65mm
SPAP <35mmHg SPAP 35-49 mmHg Hg
srce EKG: normalan EKG: smetnje EKG: aritmije EKG: aritmije  sr€ano zatajenje
LVEF >50% provodenja LVEF 40-44% LVEF 30-40% LVEF <30%
LVEF 45-49%
bubreg bez podatka o SRC, SRC u anamnezi SRC u anamnezi SRCu SRCu
kreatinin <115 kreatinin <130 kreatinin 130-210 anamnezi anamnezi
pmmol pummol pmmol kreatinin 210- kreatinin >440
440 ummol ummol /dijaliza

TT: tjelesna tezina, Htc: hematokrit, Hgh: hemoglobin, mRSS: modificirani kozni test po Rodnanu, DLCO: difuzijski kapacitet
za ugljikov monoksid, FVC: forsirani vitalni kapacitet, RTG: radiogram, sPAP: procijenjeni sistolicki tlak pluéne arterije,
mmHg: milimetar Zive, EKG: elektrokardiogram, EF: ejekcijska frakcija lijevog ventrikula, SRC: sklerodermijska renalna
kriza.

*samo je jedna stavka potrebna da bi se bolesniku dodjelila procjena odredenog stupnja tezine bolesti.
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4.2.1. Laboratorijsko testiranje

Rutinski hematoloski i biokemijski parametri ukljuc¢uju¢i SE (Westergren metodom), KKS,
CRP, kreatinin, urea, AST, ALT, GGT mjereni su nataste u Zavodu za medicinsko
laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Split.

Antinuklearna autoprotutijela odredivana su metodom indirektne imunofluorescencije koja
koristi Hep-2 stanice kao supstrat, a kozji anti-humani IgG obiljezen fluorescein-izocijanatom
kao konjugat (Inova Diagnostics, San Diego, SAD). Titar >1:160 smatran je pozitivnim
nalazom. Za polukvantitativno odredivanje autoprotutijela usmjerenih na razli¢ite antigene,
medu kojima su topoizomeraza | (Scl-70) i centromerni protein B (CENP-B), koriStena je
metoda  mnogostrukog  odredivanja  autoprotutijela  (multiplex imunoanaliza na
mikrokuglicama, MIA). Analiza je provedena koriStenjem testa Fidis Connective profile 14
(Theradiag, Marne La Vallee, Francuska). Rezultati su o¢itani na analizatoru Luminex 100/200
(Austin, SAD) metodom mjerenja temeljenom na proto¢noj citometriji. Rezultati su izrazeni u

AU/ml, a rezultat > 40 AU/ml se smatra pozitivnim nalazom.

4.2.2. Ezofagogastroduodenoskopija

Svi su ispitanici podvrgnuti ezofagogastroduodenoskopiji radi biopsije Zelucane sluznice.
Ezofagogastroduodenoskopija se izvodila standardnom tehnikom, a biopsija Zelu€ane sluznice
u podruéju korpusa Zeluca je napravljena klijestima (Olympus Medical Systems Co Ltd, Tokyo,
Japan). U sklopu pripreme bolesnika za ezofagogastroduodenoskopiju primijenjena je lokalna

anestezija zdrijela ksilokainim u spreju.

4.2.3. Uklapanje tkiva

Komadici tkiva zelucane sluznice fiksirani su u 4% formaldehidu tijekom 24 sata te su nakon
ispiranja fosfatnim puferom dehidrirani u uzlaznim koncentracijama alkohola. Nakon ispiranja
ksilolom, uklopljeni su u parafin na 56°C. Serijski su izrezani na uzduzne rezove debljine 7 pm
te postavljeni na predmetna stakla. Napravljeno je orijentacijsko bojanje svakog 10. stakla
hemalaunom 1 eozinom kako bi se provjerila razina reza 1 ocCuvanost tkiva.
Za bojanje po Mallory-u, rezovi su inkubirani hematoksilinom 5 minuta, isprani vodom iz

slavine, zatim inkubirani kiselim fuksinom 1 minutu, isprani destiliranom vodom i potom
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diferencirani 1 minutu s 1% fosfomolibdenskom kiselinom. Rezovi su 15 minuta inkubirani u
anilinskom modrilu, isprani destiliranom vodom, diferencirani 1-5 minuta 1% octenom
kiselinom i dehidrirani u etanolu i ksilolu.

Analiza se provela na fluorescentnom mikroskopu (Olympus BX61, Tokio, Japan) opremljenim
digitalnim fotoaparatom DP71 (Olympus, Tokio, Japan). Ra¢unalni programi ImageJ Software

i Adobe Photoshop su koristeni za daljnju analizu slike.

4.2.4. Imunohistokemijsko bojanje

U ovom radu koriStene su dvije tehnike dokazivanja prisutnosti biljega u tkivu:
imunohistokemijska metoda u kojoj je primarno protutijelo na pojedini biljeg vizualizirano
primjenom diaminobenzidina (DAB) te imunofluorescencija u kojoj su se primarna protutijela
na pojedine biljege vizualizirala odgovaraju¢im sekundarnim fluorescentnim protutijelom. Oba
postupka su zapoceta deparafiniranjem rezova u ksilolu, a zatim su se rezovi rehidrirali u
alkoholima sve nizih koncentracija. Slijedila je inkubacija u 3% H»>O> (15 minuta pri sobnoj
temperaturi), ¢ime se inaktivirala endogena peroksidaza. Nakon toga su se rezovi kuhali u
citratnom puferu (radi otkrivanja antigenskih mjesta) u mikrovalnoj pe¢nici na 95°C kroz 17
minuta i isprali PBS-om (eng. phosphate buffer saline). Daljnji postupci su ovisili o uputama
proizvodaca za uporabu protutijela 1 o referentnim metodama laboratorija. Preparati su se
inkubirali sa primarnim protutijelom — ze¢je monoklonalno protutijelo na kaspazu-3 (1:1500;
AF835, R&D Systems Inc., Minneapolis, MI, SAD), isprali u PBS, inkubirali 30 min na sobnoj
temperaturi s biotiniziranim sekundarnim protutijelom (UniTect ABC Kit, Oncogene, Boston,
MA, SAD). Nakon ispiranja u PBS-u obojali su se diaminobenzidinskim (DAB) supstratom 10
minuta, ponovo isprali u destiliranoj vodi, prebojali hematoksilinom, dehidrirali u etanolu i
ksilolu i prekrili pokrovnim stakalcem.

Stanice koje reagiraju na kaspaza-3 primarno protutijelo imale su smede obojane jezgre ili
njihove apoptoticke fragmente. Rezovi inkubirani bez primarnih protutijela koristili su se kao
negativne kontrole.

Slike su snimljene digitalnim fotoaparatom (SPOT Insight, Diagnostic Instruments, USA)

montiranim na mikroskopu Olympus BX51 pomocu softvera SPOT.
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4.2.5. Imunofluorescentno i dvostruko imunofluorescentno bojanje

Nakon deparafinizacije i1 rehidracije rezova kako je ranije opisano, za pojedinacno
imunofluorescentno bojanje, rezovi su se inkubirali preko no¢i u vlaznoj komori s primarnim
protutijelom - misjim monoklonalnim protutijelom na humani sindekan-1 (1:100; B-A38,
Abcam, Cambridge, Velika Britanija), a u nastavku studije Kkoristilo se kozje poliklonalno
protutijelo na CTGF (1:100, L-20, SC-14939, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
SAD).

Kombinacija primarnih protutijela za dvostruko imunofluorescentno obojenje je bilo zecje
monoklonalno anti-humano Ki-67 protutijelo (1:500; ab16667, Abcam, Cambridge, Velika
Britanija) i mi§je monoklonalno anti-humano a-SMA protutijelo (1:100; M0851, DAKO,
Glostrup, Danska).

Preparati su isprani u PBS-u i inkubirani 1 sat kombinacijom sekundarnih protutijela: magarece
poliklonalno protutijelo na misje IgG H&L Alexa Fluor 488 (1:500, ab150105, Abcam,
Cambridge, Velika Britanija), magarece poliklonalno protutijelo na zec¢je IgG H&L Alexa Fluor
488 (1:500, ab150073, Abcam, Cambridge, Velika Britanija), magareée poliklonalno
protutijelo na ov¢je 1gG H&L Alexa Fluor 488 (1:400, Molecular Probes Life Technologies,
Oregon, USA) i kozje poliklonalno protutijelo na misje IgG H&L TRITC (1: 400, ab6786,
Abcam, Cambridge, Velika Britanija). Nakon ispiranja u PBS-u, rezovi su prebojani s DAPI
dvije minute, ponovo isprani u PBS-u, uklopljeni u medij za uklapanje (Immuno-mount,
Shandon Inc, Pittsburgh, PA, SAD) i prekriveni pokrovnim stakalcem. Preparati su pregledani
fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan) i slikani DP71
digitalnom kamerom. Za analizu Ki-67 i a-SMA dobiveni su mikrofotografski snimci pomocu
fluorescentnog mikroskopa i softvera DP-SOFT Verzije 3.1. Dva neovisha istrazivaca su
kvantitativno procijenili broj stanica i klasificirali ih kao negativne (neobojane) ili pozitivne

(obojane) stanice.
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4.3. Materijali

U istrazivanju su koristena slijedeca primarna protutijela: ze¢je monoklonalno protutijelo na
kaspazu-3 (AF835, R&D Systems Inc., Minneapolis, MI, SAD), mis$je monoklonalno
protutijelo na sindekan-1 (B-A38, Abcam, Cambridge, Velika Britanija), misje monoklonalno
protutijelo na a-SMA (M0851, DAKO, Glostrup, Danska), zec¢je monoklonalno protutijelo na
Ki-67 (ab16667, Abcam, Cambridge, Velika Britanija), kozje poliklonalno protutijelo na CTGF
(L-20, SC-14939, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, SAD) te slijedeca sekundarna
protutijela: magarece poliklonalno protutijelo na misje IgG H&L Alexa Fluor 488 (ab150105,
Abcam, Cambridge, Velika Britanija), magarece poliklonalno protutijelo na zecje IgG H&L
Alexa Fluor 488 (ab150073 , Abcam, Cambridge, Velika Britanija), magarec¢e poliklonalno
protutijelo na ov¢je IgG H&L Alexa Fluor 488 (Molecular Probes Life Technologies, Oregon,
USA\) i kozje poliklonalno protutijelo na misje IgG H&L TRITC (ab6786, Abcam, Cambridge,
Velika Britanija).

4.4. Statisti¢ka analiza

Rezovi tkiva podijeljeni su na podru¢ja 50 pum x 50 um pri povecanju x 40. a-SMA i Ki-67
pozitivne stanice su brojane u najmanje 25 kvadrata. Postotak imunoreaktivnih stanica kaspaze-
3 izraCunate su iz ukupnog broja stanica u povrsinskim Zlijezdama, povrsinskom epitelu i u
dubokim Zlijezdama. Samo se jako smede obojani intenzitet smatrao pozitivnim na aktivnu
kaspazu-3. Podaci su testirani Kruskall-Wallisovim testom, a zatim Dunnovim post-hoc testom
(GraphPad Software, La Jolla, CA, SAD). Razina statisticke zna¢ajnosti se postavila na P <
0,05.

35



5. REZULTATI

5.1. Klini¢ka obiljeZja bolesnika sa sistemskom sklerozom

U istrazivanju je sudjelovao 15 bolesnika sa SSc i 5 kontrolnih ispitanika bez SSc. Svi ispitanici
su bile Zene. Prosje¢na dob SSc bolesnika bila je 54 godine. Deset bolesnika (66,66%) imalo je
difuzni (dcSSc), a pet (33,33%) ograniceni kozni (IcSSc) oblik bolesti. Srednje trajanje bolesti
bilo je 13 godina dok je mRSS iznosio 15 (4-26). U vecine bolesnika (86,66%) bila su pozitivna
ANA. Protutijela na centromeru su bila pozitivna u 26,66%, a anti-topoizomeraza | protutijela
u 60,00% bolesnika. Deset bolesnika (66,66%) imalo je znakove zahvadenosti probavnog

sustava (Tablica 4.).
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Tablica 4. Demografska, klini¢ka i laboratorijska obiljezja bolesnika sa SSc

Parametar Vrijednost
Dob (godine)? 54.3+13.60
Spol zenski 15 (100)
SSc trajanje (godine)® 13 (1-35)
SSc podtip IcSSc 5 (33.33)
dcSSc 10 (66.66)
Profil autoprotutijela ANA 13 (86.66)
ACA 4 (26.66)
Anti-Scl 70 9 (60.00)
mRSSP 15 (4-26)
Zahvacenost probavnog sustava DA 10 (66.66)
Zahvacenost zglobova/tetiva DA 12 (80.00)
Zahvacenost mi$i¢nog sustava DA 10 (66.66)
Digitalne ulceracije DA 3(20.00)
Zahvacenost perif. krvnih zila DA 12 (80.00)
Intersticijska bolest pluca DA 8 (53.33)
DLCO? 58.4+22.16
Zahvacenost srca DA 3(20.00)

a\/rijednosti izrazene kao srednja vrijednosttstandardna devijacija. ® Vrijednosti izrazene kao medijan s minimum-maksimum

rasponom. Vrijednosti izrazene kao absolutni broj (%) osim ako nije drugacije navedeno. SSc: sistemska skleroza; 1cSSc:

ograni¢ena kozna sistemska skleroza; dcSSc: difuzna kozna sistemska skleroza, ANA: antinuklearna protutijela, ACA:

anticentromerna protutijela, Anti-Scl-70: protutijela na topoizomerazu I, mRSS: modificirani kozni zbroj po Rodnanu, DLCO:

difuzijski kapacitet za ugljikov monoksid (% predvidenog).
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5.2. Histokemijsko (hematoksilin i eozin) i imunohistokemijsko bojanje kaspazom-3
a) Kontrolni uzorci

Normalna Zelu¢ana sluznica kontrolnih uzoraka obojanih hematoksilinom i eozinom (H&E)
sastoji se od povrsinskog cilindri¢nog epitela i vezivnog tkiva lamine proprije koja sadrzi
povrsinske zeluCane jame i zlijezde prekrivene blijedo obojenim mukoznim stanicama (SI. 4A)
i dubljih dijelova zlijezda prekriveni razli¢itim tipovima stanica ukljucujuci glavne stanice i
parijetalne stanice (nisu prikazane). Lamina proprija je rahlo vezivno tkivo, bogato stanicama.
Kada se oboji s kaspazom-3, zelucana sluznica povremeno pokazuje smede obojane jezgre
apoptotskih stanica prvenstveno u lamini propriji, a rijetko u povrSinskom zljezdanom epitelu
(SI. 4B, C).

b) Uzorci bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom

Zelugana sluznica bolesnika s 1cSS (bojanje H&E) pokazuje homogeni izgled lamine proprije
izmedu povrsinskog epitela i dijela najpovrsnije smjestenih zlijezda, sa smanjenjem stanica na
zahvaéenom podrucju (Sl. 4D).

Bojanje kaspazom-3 otkriva nekoliko smede obojanih jezgara apoptotskih stanica smjestenih u
lamini propriji i povrsinskim zlijezdama. Lamina proprija izmedu povrsinskog epitela i zlijezda
ima hijalizirani izgled s apoptotskim stanicama na rubu te zone (SI. 4E).

Vece povecavanje lamine proprije pokazuju brojne pjenusave (vakuolizirane) stanice, kao i

apoptotske stanice i tijela (SI.4F).
c) Uzorci bolesnika s difuznom koznom sistemskom sklerozom

Zelu¢ana sluznica i submukoza bolesnika s umjerenom, a posebno s teskim oblikom SSc,
pokazuju oStecenja povrsinskog epitela i nakupljanje upalnih stanica (limfocita) koje se protezu
kroz cijelu dubinu sluznice. Submukoza sadrzi znacajno promijenjene krvne zile (SI. 4G).
Bojanje kaspazom-3 otkriva da su stanice povrsinskog epitela apoptotske, kao i stanice u lamini
propriji, povrsnim i dubokim zlijezdama (S1. 4H). Brojne apoptoticke stanice opazene su i u

podrucju nakupljanja limfocita i u stijenci velikih krvnih zila u submukozi (Sl. 41).
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Slika 4. Histokemijsko (hematoksilin i eozin) i imunohistokemijsko bojanje kaspazom-3.
Zeludana sluznica se sastoji 0d: pokrovnog cilindriénog epitela (e), vezivnog tkiva lamine
proprije (Ip), Zelucanih Zlijezda (g) 1 apoptotskih stanica (strelice) (A).

U kontrolnim uzorcima opazeno je nekoliko apoptotskih stanica sa smede obojanom
citoplazmom u povrSinskom epitelu, zlijezdama i lamini propriji (B, C).

Sluznica Zeluca u bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom (lcSSc) dodatno
pokazuje vakuolizirane stanice 1 hijalinizaciju u lamini propriji, kao i povecani broj
apoptoti¢nih stanica u zlijezdama 1 vezivnom tkivu (D - F).

Zelu¢ana sluznica bolesnika s difuznim koZnim oblikom sistemske skleroze (dcSSc) pokazuje
brojne upalne stanice, abnormalne krvne zile (bv) u submukozi (s) i veliki broj apoptoti¢nih

stanica u povrSinskom epitelu, Zlijezdama, lamini propriji i stijenci krvnih Zila.
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5.3. Trikromno bojanje po Mallory-u

a) Kontrolni uzorci
Bojanje po Mallory-u kontrolnih uzoraka pokazuje lagano do umjereno plavo obojenje
kolagena vezivnog tkiva u lamini propriji koje takoder sadrzi dijelove povrSinskih i dubljih
zlijezda. Mukozni sadrzaj povrsinskog epitela i Zlijezda takoder je obojen svijetloplavo, dok su
eritrociti obojeni crveno (SI. 5A).

b) Uzorci bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom
Bojanje po Mallory-u pokazuje umjereno plavo obojenje nakupljenog kolagena u lamini
propriji s odjeljcima kroz povrsinske i duboke zlijezde i jakim bojanjem kolagena u submukozi
(SI. 5B).

c) Uzorci bolesnika s difuznom koznom sistemskom sklerozom

Bojanje po Mallory-u pokazuje vrlo snazno bojanje kolagena u lamini propriji i submukozi,

koja sadrzi krvne zile s izrazeno zadebljanom intimom (SI. 5C).
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Slika 5. Bojanje po Mallory-u za otkrivanje kolagena (strelice) u Zelu¢anoj sluznici kontrole

(A), ograni¢enog koznog (B) i difuznog (C) koznog oblika sistemske skleroze: epitel (e), lamina
proprija (Ip), submukoza (s), krvna zila (bv).
Za istaknuti je porast plavog obojenja kolagena (strelice) u lamini propriji (Ip) i submukozi (s)

od kontrole prema difuznoj koznoj sistemskoj sklerozi.

41



5.4. Imunofluorescentno bojanje sindekanom-1

a) Kontrolni uzorci
Zeluc¢ana sluznica kontrolnih uzoraka pokazuje imunoreaktivnost na sindekan-1 u povrinskom
epitelu zeluca, povrsnim Zzlijezdama i stanicama lamine proprije, dok su duboke Zlijezde
zelucane sluznice negativne na sindekan-1 (Sl. 6A-C).

b) Uzorci bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom
Prikazuje se uzorak bojanja slican kontrolnoj Zelu¢anoj sluznici (nije prikazano).

c) Uzorci bolesnika s umjerenom difuznom koznom sistemskom sklerozom
U zelu€anoj sluznici bolesnika s umjerenom dcSSc (sysl) imunoreaktivnost sindekana-1
odsutna je u povrSinskom epitelu, a slabo prisutna u bazalnim dijelovima nekih stanica.
Imunoreaktivnost sindekana-1 samo se povremeno opaza u bazalnim dijelovima povr$inskih
zlijezda 1 u nekim stanicama lamine proprije (SI. 6D-F).

d) Uzorci bolesnika s teskom difuznom koznom sistemskom sklerozom
U Zelu¢anoj sluznici bolesnika s teskim oblikom dcSSc (sys2), imunoreaktivnost na sindekan-
1 je vrlo slabo prisutna u bazalnom dijelu nekih povrsinskih epitelnih stanica, a povremeno u

stanicama lamine proprije. lzrazaj sindekana-1 izostaje u povr$nim i dubokim Zlijezdama

zelucane sluznice (SI. 6G-1).
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Slika 6. Imunofluorescentno bojanje sindekanom-1.

Sluznica Zeluca kontrolnih uzoraka (con) (A-C), umjerenog difuznog (sysl) (D-F) i teskog
difuznog (sys2) (G-I) koznog oblika sistemske skleroze: epitel (e), lamina proprija (Ip),
povrsinske zeluéane zlijezde (sg), reaktivnost na sindekan-1 (strelice).

Napomena: smanjenje izrazaja sindekana-1 u uzorcima difuzne kozne sistemske skleroze u

usporedbi s kontrolnim uzorcima.
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5.5. Imunofluorescentno bojanje na CTGF

a) Kontrolni uzorci
Zelu¢ana sluznica kontrolnih uzoraka pokazuje povremenu imunoreaktivnost na CTGF u
upalnim stanicama koje se nalaze u lamini propriji, dok su povrSinske i duboke zlijezde
zelucane sluznice negativne na CTGF (SI. 7A-C).

b) Uzorci bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom
Zelu¢ana sluznica bolesnika s ograni¢enom SSc (Ic) prikazuje oskudan uzorak bojanja na CTGF
u povrsinskim i dubokim zlijezdama zeluCane sluznice, a povremeno se opaza u stanicama
lamine proprije (SI. 7D-F).

c) Uzorci bolesnika s umjerenom difuznom koznom sistemskom sklerozom
U zelu¢anoj sluznici bolesnika s umjerenom dcSSc (sys1) imunoreaktivnost CTGF prisutna je
umjereno u povrsinskim i dubokim zlijezdama. Imunoreaktivnost na CTGF samo se povremeno
opaza u nekim stanicama lamine proprije (SI. 7G-1).

d) Uzorci bolesnika s teskom difuznom koznom sistemskom sklerozom
U Zelucanoj sluznici bolesnika s teSkim oblikom dcSSc (sys2), imunoreaktivnost na CTGF

prisutna je povremeno u stanicama lamine proprije, a intenzivno u povrsinskim i dubokim

zlijezdama Zelucane sluznice (SI. 7J-L).
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Slika 7. Imunofluorescentno bojanje na CTGF.

Sluznica Zeluca kontrolnih uzoraka (con) (A-C), ograni¢ene kozne SSc (Ic) (D-F), umjerene
dcSSc (sysl) (G-1), teske dcSSc (sys2) (J-L), epitel (e), lamina proprija (Ip), povrsne zlijezde
(sg), duboke Zzlijezde (dg), reaktivnost na CTGF (strelice). U kontrolnim uzorcima pojacano
nakupljanje CTGF u upalnim stanicama lamine proprije, a u SSc nakupljanje CTGF u stanicama

povrsinskih i dubokih Zlijezda, a najintenzivnije u teSkom dcSSc (sys2).
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5.6. Dvostruko imunofluorescentno bojanje primjenom protutijela za Ki-67 i a-SMA

a) Kontrolni uzorci

U Zzelu¢anoj sluznici kontrolnih uzoraka (con), proliferacijske Ki-67 stanice tek se povremeno
vide u lamini propriji i povr$nim Zlijezdama (SI. 8A), dok se u lamini propriji opaza snazno
obojenje a-SMA, sto odgovara miofibroblastima ili mioblastima krvnih zila (SI. 8B). DAPI
nuklearnim bojanjem obiljezene su sve jezgre Zelu¢ane sluznice, osim proliferirajucih stanica
(SI. 8C). Spajanjem triju bojanja otkriva se da se Ki-67 ne izrazava u istim stanicama koje
ispoljavaju a-SMA (SI. 8D), sto znaci da ni fibroblasti ni mioblasti u zidovima krvnih Zila ne

proliferiraju u kontrolnoj Zzelu¢anoj sluznici.

b) Uzorci bolesnika s ogranicenom koznom sistemskom sklerozom

U Zelu¢anoj sluznici bolesnika s ograni¢enom koznom sistemskom sklerozom (Ic) uocen je
lagano povecéan broj proliferiraju¢ih Ki-67 pozitivnih stanica u lamini propriji i povr§nim
zlijezdama (SI. 8E). Bojanje a-SMA obiljezava povecani broj fibroblasta i mioblasta u
stijenkama krvnih Zzila lokaliziranih u lamini propriji (SI. 8F). DAPI nuklearnim bojanjem
obiljezene su sve stani¢ne jezgre, osim onih obojenih Ki-67 (SI. 8G). Spajanjem triju bojanja
otkriva da se ve¢ina a-SMA pozitivnih stanica ne umnozava (ne eksprimiraju Ki-67), dok mala
populacija stanica u lamini propriji koeksprimira Ki-67 i a-SMA, $to ukazuje na mogucu

proliferaciju miofibroblasta ili mioblasta stijenke krvnih zila (SI. 8H).

c) Uzorci bolesnika s umjerenom difuznom koznom sistemskom sklerozom

Brojne proliferirajuée Ki-67 pozitivne stanice uoc¢ene su u lamini propriji, povrsnim i dubokim
zlijezdama Zelucane sluznice bolesnika s umjerenom dcSSc (sysl) (SI. 8I). Obilje a-SMA
pozitivnih stanica vide se u lamini propriji (SI. 8J), dok plavo DAPI bojanje karakterizira jezgre
svih stanica, osim onih koje su Ki-67 pozitivne (Sl. 8K). Spajanje razli¢itih obojenja pokazuje

da se Ki-67 uglavnom ne koeksprimira u populaciji stanica pozitivnih na a-SMA (SI. 8L).
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d) Uzorci bolesnika s teskom difuznom koznom sistemskom sklerozom

U uzorku Zelucane sluznice bolesnika s teSkom difuznom koznom SSc (sys2) Ki-67 pozitivhe
stanice su manje brojne nego u uzorku bolesnika s umjerenom dcSSc. Ki-67 pozitivne stanice
su pretezno lokalizirane u povrsnim zlijezdama, dok Se opazaju i u dubokim zlijezdama i lamini
propriji (SI. 8M). a-SMA stanice se vide u lamini propriji (SI. 8N), dok se DAPI obojenje opaza
u jezgrama vecine stanica, osim Ki-67 pozitivnih (SI. 80). Spajanjem razli¢itih bojanja otkriva
se izostanak koekspresije Ki-67 i a-SMA, §to ukazuje na odsutnost proliferacije miofibroblasta

i mioblasta u stijenkama krvnih zila (S1. 8P).
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Slika 8. Dvostruko imunofluorescentno bojanje primjenom protutijela za Ki-67 i a-SMA.

Distribucija 1 ko-ekspresija biljega proliferacije (Ki-67) i miofibroblasta (a-SMA) u Zelu¢anoj
sluznici kontrolnih uzoraka (con) (A-D), ogranic¢ene kozne sistemske skleroze (Ic) (E-H),
umjerene difuzne kozne sistemske skleroze (sysl) (I-L) 1 teSke difuzne kozne sistemske
skleroze (sys2) (M—P): epitel (e), lamina proprija (Ip), povrSinske Zlijezde (sg), duboke Zlijezde
(dg), Ki-67 ili a-SMA pozitivne stanice (strelice).

Povecanje ekspresije oba biljega u bolesnika sa sistemskom sklerozom, osobito u umjerenom
difuznom koZnom obliku (sysl). Ko-ekspresijom Ki-67 1 a-SMA se nije uspjela dokazati

proliferacija miofibroblasta.
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5.7. Statisti¢ka analiza

5.7.1. Postotak Ki-67 pozitivnih stanica

Proliferacija stanica u povrSinskim dijelovima lamine proprije i povrSinskim Zlijezdama (A)
uzoraka kontrolne skupine (con) je 2,7%, dok se u uzorcima bolesnika s IcSSc (Ic) uocava samo
povremeno (manje od 1%). U uzorcima bolesnika s umjerenom dcSSc (sysl) proliferacija se
povecava i u lamini propriji i u povrsinskim Zlijezdama na 3%, dok je u uzorcima bolesnika s
teSkom dcSS (sys2) pada na 1% (SI. 9A).

Proliferacija u dubljim dijelovima lamine proprije i dubokim Zelu¢anim zlijezdama (B) iznosi
0,6% u uzorcima kontrolne skupine (con), dok u uzorcima bolesnika s 1cSSc (Ic) iznosi 0,5%.
U uzorcima bolesnika s umjerenom dcSSc (sysl) proliferacija se povec¢ava na 4,6% u vezivnom
tkivu lamine proprije i dubokim zlijezdama, dok u uzorcima bolesnika s teSkom dcSSc (sys2)
proliferacija pada na 1% (Sl. 9B).

% Ki-67+ stanica
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Slika 9. Postotak Ki-67 pozitivnih stanica u povrsinskim zlijezdama i povrSinskom epitelu
(A) 1 dubokim Zlijezdama (B) Zelu€ane sluznice u kontrolnim uzorcima i razli¢itim oblicima
sistemske skleroze. Legende: kontrola (con); ograniCena kozna (Ic); umjerena difuzna kozna
(sys1); teSka difuzna kozna sistemska skleroza (sys2). Znacajne razlike su oznaéene s *p < 0,01,
**p < 0,001, ***p < 0,0001 (Kruskall-Wallisov test).
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5.7.2. Postotak a-SMA pozitivnih stanica

Lamina proprija Zelucane sluznice (povrSinski i dublji dijelovi) analizirana je na pozitivne a-
SMA stanice u uzorcima kontrolne skupine i skupina bolesnika s 1cSSc, umjerenom i teskom
dcSSc. Stanice pozitivne na a-SMA nalaze se uglavnom u stijenkama krvnih zila ili u
miofibroblastima.

U povrsinskom dijelu lamine proprije (A) uzoraka kontrolne skupine (con) postotak a-SMA
pozitivnih stanica je izmedu 4 i 5%, dok je u uzorcima bolesnika s 1cSSc (Ic) 9% a-SMA
pozitivnih stanica. U uzorcima bolesnika s dcSSc, i u umjerenoj (sysl) i u teskoj (sys2),
postotak stanica pozitivnih na a-SMA je 10% (SI. 10A).

U dubljem podruéju lamine proprije (B) kontrolnih uzoraka (con) postotak a-SMA pozitivnih
stanica je 7%, a isti postotak takoder karakterizira i uzorke bolesnika s IcSSc (Ic). U uzorcima
bolesnika s dcSSc dublji dijelovi lamine proprije sadrzavaju 19% a-SMA pozitivnih stanica u
uzorcima bolesnika s umjerenom dcSSc (sysl), a 14% u uzorcima bolesnika s teSkom dcSSc
(sys2) (SI. 10B).
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Slika 10. Postotak a-SMA pozitivnih stanica u povrsinskim dijelovima lamine proprije (A) i

(o] sys1 sys2

dubljim dijelovima lamine proprije sluznice Zeluca (B) u kontrolnim uzorcima i razli¢itim
oblicima sistemske skleroze. Legende: kontrola (con); ograni¢ena kozna (Ic); umjerena difuzna
kozna (sys1); teska difuzna kozna (sys2) sistemska skleroza. Znacajne razlike su oznacene sa

*p < 0,01, **p < 0,001, ***p < 0,0001 (Kruskall-Wallisov test).
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5.7.3. Postotak kaspaze-3 pozitivnih stanica

Postotak apoptotskih (kaspaza-3 pozitivnih) stanica analiziran je u epitelnim stanicama
pokrovnog epitela, povrSnim i dubokim zlijezdama i lamini propriji Zelu¢ane sluznice u
kontrolnim uzorcima i u uzorcima bolesnika s ograni¢enom (Ic), umjerenom difuznom (sys1) i

teSkom difuznom koznom (Sys2) SSc (Slika 11.).

Kontrolni uzorci (¢) povrsnih i dubljih dijelova lamine proprije, pokrovnog epitela i epitela

zlijezde sadrzavaju nizak broj apoptotskih stanica (1,5-2%).

U Zelucanoj sluznici bolesnika s ograni¢enom koznom SSc (Ic) broj apoptotskih stanica
porastao je na samo 3% u povr$nim dijelovima zeluc¢ane sluznice i na 2% u njenim dubljim

dijelovima.

U zeluc¢anoj sluznici bolesnika s umjerenom difuznom koznom SSc (sysl) broj apoptotskih

stanica porastao je se na 8% u povr$nim dijelovima i na 6% u dubljim dijelovima.

U bolesnika s teskom difuznom koznom SSc (sys2), povrsinski dijelovi zeluCane sluznice
sadrzavaju 50% apoptotskih stanica. Tako velik broj apoptotskih stanica bio je povezan s
velikim defektima pokrovnog epitela, koji su, Cini se, rezultat opsezne apoptoze cilindri¢nog
obloznog epitela. Dublji dijelovi Zelu¢ane sluznice sadrzavaju 30% apoptotskih stanica, koje su

primarno lokalizirane u dubokim zlijezdama (koje pogadaju i glavne i parijetalne stanice).
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Slika 11. Postotak kaspaze-3 pozitivnih stanica u povrSinskim zlijezdama i povrSinskom
epitelu te u dubljim zlijezdama Zelucane sluznice u kontrolnim uzorcima i razli¢iti oblici
sistemske skleroze. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija (okomita
crta). Znacajne razlike oznaene su s *p < 0,01, **p < 0,001, Kruskall-Wallis. Legende:
kontrola (c), ograni¢ena kozna SSc (Ic), umjerena difuzna kozna SSc (sysl), teska difuzna

kozna SSc (Sys2).
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6. RASPRAVA

Ovo istrazivanje pokazalo je da s napredovanjem sistemske skleroze, neravnoteza u odnosu
proliferacije i apoptoze u stanicama epitelnog i vezivnog tkiva, postepeno dovodi do gubitka
povrsinskih 1 dubokih Zlijezda, oSte¢enja povrSinskog epitela, nakupljanja kolagena vezivnog
tkiva, promjena krvnih zila, kao i smanjenog izrazaja sindekana-1 u cijeloj Zelu¢anoj sluznici.
Zelu¢ana bolest uzrokuje zna¢ajan pobol u bolesnika sa SSc. Unato¢ velikoj ugestalosti u SSc,
patogeneza zahvacenosti zeluca je slabo poznata vjerojatno zbog Cinjenice da nije razvijen njen
zivotinjski model, kao i slabe dostupnosti ljudskih uzoraka. Dakle, patogeneza
gastrointestinalnih manifestacija u SSc ostaje nepoznata, ali kao i u drugim organskim
sustavima karakterizirana je vaskularnim i neuronskim oste¢enjima, upalom i fibrozom (123).
Iako je jednjak najistrazeniji organ, patologija je sli¢na u svim dijelovima probavnog sustava
od jednjaka do rektuma (30, 124).

Prethodna istrazivanja otkrila su generaliziranu fibrozu koja zahvaca sve slojeve ZeluCane
stijenke, izrazeno nakupljanje kolagena, prisutnost miofibroblasta i limfocitnih infiltrata kao
biljega imunoloske aktivacije (105, 118, 125). Endoskopskim ultrazvukom utvrdeno je
znacajno zadebljanje stijenke gornjeg dijela probavne cijevi u bolesnika sa SSc (126). Pored
toga, opisan je i sklerodermijski misji model fibroze debelog crijeva i potvrdeno je da bi mnoge
nepravilnosti u strukturi ili pokretljivosti debelog crijeva mogle biti posljedica atrofije glatkih
miSica 1 disfunkcije fibroblasta povezane s prekomjernom aktivnos¢u TGF-B i srodnih
fibrogenih putova (127). Taroni i suradnici dokazali su upalni i proliferativni/neupalni izrazaj
gena ne samo u kozi nego i u bioptatima jednjaka bolesnika sa SSc, dokazuju¢i da su
sveobuhvatni poremeceni molekularni procesi odgovorni za SSc sli¢ni u razli¢itim ciljnim
organima (128). Vecina manifestacija zahvac¢enosti probavnog sustava rezultat su sekundarnog
poremecaja peristaltike zbog infiltracije gastrointestinalne stijenke vezivnim tkivom §to moze
uzrokovati po zZivot opasnu malapsorpciju i pothranjenost.

Hipoksija sluznice se opisuje kao moguc¢i prvi vodeéi dogadaj koji dovodi do ostecenja
endotela. U malom istrazivanju na 3 bolesnika sa SSc, otkrivena je hipoksija sluznice zeluca
pomoc¢u sonde koja mjeri koli¢inu Kkisika koji se rasprSuje kroz sluznicu (129). Drugo
istrazivanje potvrdilo je smanjen protok krvi u sluznici zeluca i dvanaesnika oboljelih od SSc
(130), dok je trece utvrdilo postojanje vaskularne insuficijencije prije pojave atrofije glatkih
miSica (131). Vaskularna oSteCenja su obiljezena zadebljanjem endotela, proliferacijom i

fibrozom adventicije.
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Mnogi simptomi koji se vide u ranom zahvacanju probavnog sustava mogu Se objasniti i
neuralnom disfunkcijom. Oste¢enje neurona moze nastati sekundarno uslijed ishemije
uzrokovane vaskularnim ostecenjem vasa nervorum, kompresije zivaca vezivnim tkivom ili
drugim nepoznatim procesima (132). Jo$ uvijek je nepoznato je li primarni udarac na glatke
misi¢e probavnog sustava oStecenje neurona ili vaskularna insuficijencija. Elektronskom
mikroskopijom dokazala se citoplazmatska vakuolizacija neurona, uz raspadanje i atrofiju
glatkih misi¢nih stanica bez povecanja koli¢ine kolagena (133). Ovi podaci su u skladu s
teorijom da se neuronska lezija dogada prije fibroze, ali se ne moze sa sigurnosc¢u odrediti da li
ranije dolazi do ostecenje krvnih zila ili Zivaca.

Uloga razli¢itih gastrointestinalnih regulatornih peptida moze pruziti dodatne informacije o
uzrocima poremecaja motiliteta probavnog sustava u SSc i eventualno ponuditi terapijske
opcije, ali su potrebna daljnja ispitivanja sudjelovanja neurotransmitera u neurogenoj teoriji ove
bolesti (134).

VASKULOPATIJA
smanjen protok krvi
apoptoza endotelnih stanica
perivaskularniinfiltrat
zadebljanje bazalne membrane
GAVE
teleangiektazije

HUMORALNA IMUNOST
FIBROZA M3-R At + SSc At >
TGF-R + ET-1- fibroblastu glatke misi¢ne stanice i mijentericni
miofibroblast neuroni
Miofibroblast: P kolagen i ECM STANICNA IMUNOST
mrljasta fibroza, krutost i CD4+/CD8+->1L-4-5Th2-> Mg
\ kontraktilnost IL-4,IL-13->TGF-R
NCD4+ u zelucu: 1 fibroza i PAt

GAVE-zelucana antralna vaskularna ektazija. TGF-B-transformirajuci ¢imbenik rasta-p. ET-endotelin, ECM- izvanstani¢na tvar, M3-R
muskarinski 3 receptor. At- protutijelo. SSc-sistemska skleroza, CD-biljeg limfocita od engl. clusters of differentiation, IL-interleukin,
Th-pomagacki T limfocit. Ig-imunoglobulin

Slika 12. Patofiziologija zahvaéanja probavnog sustava u SSc (30).

U pocetnoj fazi zahvacenosti probavnog sustava u SSc, kada se dogada neuroloska disfunkcija
uporaba prokinetika je jos uvijek uspjesna. Kasnije su prokinetici manje pouzdani, a u zavrsnoj
fazi kada je atrofija glatkih miSica toliko jaka prokinetici nemaju ucinka (45). lako nalazi

biopsije probavnog sustava u ranoj fazi bolesti mogu biti normalni, u kona¢nici dolazi do
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atrofije glatkih miSica s raspadanjem i fibrozom duz ¢itavog probavnog sustava. Opcenito,
proces je progresivan i ukljucuje prvo unutarnji kruzni misiéni sloj crijeva, a zatim i vanjski
uzduzni sloj dok uslijed submukozne fibroze u jednjaku moze doc¢i do stvaranja ulceracija i
striktura (130).

Zarazliku od pluéne fibroze i pluéne hipertenzije, prevalencija zahvacenosti probavnog sustava
se ne razlikuje izmedu IcSSc i dcSSc i procjenjuje se na oko 80% (135). Takoder ne postoji niti
razlika u prevalenciji zahvacenosti probavnog sustava izmedu 1cSSc i SSc bez zahvacanja koze
(136). Gastropareza ili poremecaj motiliteta zeluca se javlja u 50% bolesnika sa SSc (137). U
patofiziologiji gastropareze u SSc sudjeluje vise ¢imbenika i pretpostavlja se da se javlja
postepeno, zapocinjuéi oSte¢enjem krvnih zila, pra¢eno neurogenim osSteéenjem i na kraju
misi¢nom disfunkcijom (138). Simptomi gastropareze ukljucuju ranu sitost, nadutost, muéninu
i povracanje (139). GERB pogorSava gastroparezu i stoga bi kontrola GERB-a trebala biti
intenzivirana za bolesnike s gastroparezom (29, 138). Krvarenje iz probavnog sustava u
bolesnika sa SSc se prema jednom istrazivanju javlja s ucestalos¢u od 15% i povezano je s
ve¢om smrtnoS¢u (140). Telangiektazije, pronadene od usne Supljine do debelog crijeva,
naj¢esc¢i su uzrok gubitka krvi iz probavnog sustava u bolesnika sa SSc. Krvarenja iz prosirenih
krvnih zila antruma zeluca (GAVE) se mogu ispoljavati kao kroni¢na anemija uslijed
nedostatka zeljeza ili kao akutna krvarenja (140, 141). Vise od 90% bolesnika s GAVE imaju
aklorhidriju s ili bez perniciozne anemije, a oko 13% ima dijagnozu SSc kojoj GAVE moze
slijediti, ali i prethoditi (142). Ne bi se smjeli previdjeti i ostali ¢esti uzroci krvarenja iz
probavnog sustava u SSc poput peptickog vrijeda, erozivnog gastritisa, angiodisplazije debelog
crijeva i hemoroida.

Nekoliko istrazivanja istaknulo je ¢injenicu da su se u bolesnika sa SSc utvrdila oStecenja u
gornjem dijelu probavnog sustava ¢ak i u odsustvu simptoma i u ranoj fazi bolesti. Petcu i sur.
su utvrdili gastroezofagealne simptome u 72,1% slucajeva i u ranoj i u kasnoj fazi bolesti.
Endoskopski su utvrdene promjene u jednjaku i Zelucu kod velikog dijela asimptomatskih
bolesnika (72,7%). Fokus istrazivanja je bio na prisutnosti znakova gastritisa (upalne plazma
stanice, limfociti, neutrofilni infiltrati i intestinalna metaplazija) u bolesnika sa SSc, sto je
endoskopski utvrdeno, a histopatoloski potvrdeno u oko 60% bolesnika. Na temelju ovih
rezultata autori su zakljucili da bolesnici sa SSc Cesto imaju zahvacanje jednjaka i Zeluca
tijekom rane faze bolesti i u odsutnosti simptoma (143).

Takoder je i u retrospektivnom istrazivanju Thonhofer i suradnika, vise od 90% bolesnika S
ranom SSc bez simptoma zahvacenosti probavnog sustava imalo endoskopske znakove

gastritisa dok je u oko 40% dokazano prisustvo bakterije Helicobacter pylori (144).
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Helicobacter pylori se ¢esto povezuje s raznim autoimunim bolestima, ali je njena uloga u
njihovom izazivanju kontroverzna (145). Neki podaci sugeriraju da je Helicobacter pylori
infekcija u korelaciji s aktivnoséu SSc i zahvacenoséu koze u SSc (146). Takoder je vise autora
povezalo disbiozu u crijevnoj mikroflori oboljelih od SSc s klinickim dokazima
gastrointestinalne bolesti (147).

Nishimagi i sur. su dokazali postojanje podskupine SSc pacijenata sa ozbiljnim zahvacanjem
probavnog sustava u ranoj fazi dcSSc. Takoder su utvrdili da je zahvacanje probavnog sustava
Ces¢e u dcSSc s brzoprogresivnim oblikom koznog zahvacanja i uz ¢eSée prisustvo
autoprotutijela na stani¢nu jezgru (148). Druga grupa istrazivaca je izvijestila o mogucoj
povezanosti izmedu anticentromernih antitijela (149) i antitijela na M3-muskarinski

acetilkolinski receptor i poremecaja motiliteta probavnog sustava (150).

Budué¢i da jo§ nisu identificirani biomarkeri napredovanja bolesti kao niti lijekovi za
modificiranje bolesti, izvedena je histoloska analiza zelu¢anih bioptata bolesnika sa SSc kako
bi se identificirali biomarkeri Zelucane disfunkcije i prosirilo razumijevanje patogeneze
zahvacanja zeluca u SSc.

U ovom istrazivanju, za razliku od kontrola, u uzorcima oboljelih od SSc pokazana je blaga ili
jaka upala unutar povrsinskih i dubokih dijelova zelu¢ane sluznice i submukoze. Ti su nalazi
popraceni povecanom proliferacijom stanica, a u nekim slucajevima i prisutno$¢u prosirenih
submukoznih krvnih zila (megakapilara), karakteriziranih zadebljanjem stijenki.

lako se proliferacija miofibroblasta vezivnog tkiva, kao i stanica glatkih misic¢a u stijenkama
krvnih zila pojavljuje samo povremeno, u uzorcima bolesnika s ograni¢enom, a posebno s
dcSSc, brojne su proliferacijske stanice primarno lokalizirane u Zljezdanim stanicama i
stanicama vezivnog tkiva. Medutim, u te§koj dcSSc, proliferacija se smanjuje, vjerojatno zbog
iscrpljenosti stanica Zlijezda i njihove povecane apoptoze. Prethodne studije o stani¢noj
proliferaciji pokazale su opre¢ne rezultate. Dok su jedne pokazale vecu proliferaciju, druge nisu
nasle razlike u proliferativnom potencijalu stanica u SSc (61, 88-90).

Mnoge su grupe istrazivaca postulirale da lezije u SSc proizlaze iz klonalne ekspanzije
fibroticke subpopulacije fibroblasta koje imaju vecu sposobnost proliferacije ili imaju vecu
otpornost na apoptozu (62, 151). Za razliku od ovog istrazivanja, Tsujino i suradnici dokazali
su na miSjem modelu SSc vaskularno plu¢no remodeliranje kao rezultat proliferacije
miofibroblasta u stijenkama krvnih zila (152). Kumanovic i ostali dokazali su da je povecana
proliferacija alveolarnih makrofaga u bronhoalveolarnoj tekuéini bolesnika sa SSc mogudi

predskazatelj alveolitisa (153). U ovom ispitivanju kolokalizacijom a-SMA 1 Ki-67 nije se
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uspjela utvrditi proliferacija miofibroblasta $to potvrduje teoriju da do pojatanog stvaranja
ECM ne dolazi zbog proliferacije miofibroblasta nego zbog njihove povecane aktivnosti. Ovi
imunohistoloski nalazi mogli bi ukazivati da je povecana proliferacija kompenzacijski proces
u zelu¢anom tkivu bolesnika sa SSc, ponajprije utjecajem na stanice Zlijezda i fibroblaste
vezivnog tkiva, koji nakon pocetnog izbijanja proliferacije podlijezu diferencijaciji u
miofibroblaste. Takoder se uspjelo otkriti da promjene u zelu¢anoj sluznici bolesnika sa SSc
imaju proliferativnu (aktivnu) i neproliferativnu fazu, Sto je ve¢ opisano u kozi i putem
videokapilaroskopije (154).

U ovom istrazivanju se U Zeluc¢anoj sluznici oboljelih od ogranicene SSc, u usporedbi s
kontrolnim uzorcima, dokazan je povecan broj apoptotskih stanica u epitelu, povrsinskim
zlijezdama i lamini propriji, uz znakove pojacane hijalinizacije. U uzorcima bolesnika s dcSSc
utvrdena je apoptoza u dubokim zlijezdama, u podrucjima izrazene upale u lamini propriji, kao
i u stijenkama krvnih zila. Opisana apoptoza epitela sluznice moze biti povezana s oSte¢enjima
na povrsini i nedostatkom zastitnog sloja sluzi, §to moze dovesti do problema s apsorpcijom.
Naime, integritet zelu¢ane sluznice odrzavaju dva obrambena mehanizma: kontinuitet sloja
povrsinskog epitela i sluz-bikarbonat-fosfolipidna ,,barijera” koja se izlucuje iz povrsinskih
epitelnih stanica. Uz to, mikrocirkulacija sluznice osim S§to je nuzna za obskrbu kisikom i
hranjivim tvarima te uklanjanje toksi¢nih tvari takoder je nuzna i za odrzavanje integriteta
sluznice (155). Budu¢i da duboke zlijezde sadrze stanice koje proizvode klorovodi¢nu kiselinu
i pepsinogen, njihovo osteCenje uzrokovano opseznom apoptozom i nakupljanjem vezivnog
tkiva moze biti povezano sa smanjenom Kiselosti i nepravilnom proizvodnjom enzima.
Cinjenica da zahvacdanje probavnog sustava i pluéna fibroza &esto istovremeno postoje u
oboljelih od SSc i da ti bolesnici imaju vecu ucestalost refluksne bolesti, upucuje na to da bi
zahvacenost probavnog sustava mogla doprinijeti razvoju pluéne fibroze (156).

U zelucanoj sluznici oboljelih od SSc uspjela se dokazati poveéana izrazajnost CTGF 1 to
dominantno u povrsinskim i dubokim zlijezdama, dok je u kontrolnim uzorcima CTGF pokazao
povecéanu izrazajnost u stanicama lamine proprije bez zahvacanja zljezdanih stanica. Navedene
promjene tumacimo pojacanim nakupljanjem CTGF u upalnim stanicama lamine proprije
uslijed gastritisa. Za uzorke bolesnika sa SSc je uz pojacano nakupljanje CTGF u stanicama
lamine proprije karakteristicno nakupljanje CTGF i u stanicama povrSinskih i dubokih Zlijezda,
a najintenzivnije nakupljanje je utvrdeno u teskoj dcSSc koja je obiljezena i najintenzivnijim
nakupljanjem vezivnog tkiva. Osim toga, znacajno povecanje sadrzaja vezivnog tkiva moglo bi
biti povezano sa simptomima koji su posljedica zelucanog dismotiliteta kao Sto su Zgaravica,

mucnina, povracanje, nadutost, bol, regurgitacija, retrosternalna bol, osje¢aj punoce epigastrija
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i rana sitost §to pridonosi zna¢ajnom gubitku kilograma i funkcionalnosti probavnog sustava
(157).

Osim $to je otkrivena prostorna raspodjela apoptotskih i proliferacijskih stanica u Zeluc¢anoj
sluznici kontrolne skupine i bolesnika sa SSc, ovim je istrazivanjem utvrden i smanjen izraZaj
sindekana-1 u bolesnika sa SSc u usporedbi s kontrolnom skupinom. Cini se da je sindekan-1
ukljucen ne samo u kontrolu procesa proliferacije i apoptoze, veé i u migraciju, angiogenezu,
remodeliranje izvanstani¢ne tvari, regrutiranje upalnih stanica i adheziju mikroorganizama
(158). Unato¢ vaznosti u odrzavanju i obnavljanju morfologije i integriteta epitelnog sloja,
ukljuéenost sindekana-1 u patogenezu SSc izazvalo je tek skromnu pozornost (92). Dakle,
razli¢iti oblici SSc, povezani s gubitkom epitela Zeluc¢ane sluznice, karakterizirani su razli¢itim
stupnjevima izrazaja sindekana-1, u rasponu od blagog slabljenja (stanjivanja) do ozbiljnog
gubitka integriteta epitela u razli¢itim oblicima SSc. Opisane promjene u izrazaju sindekana-1
koreliraju s gubitkom njegove uloge u kontroli proliferacije i apoptotskih procesa unutar
zelucanog tkiva.

U ovom istrazivanju su u uzorcima zelucane sluznice bolesnika sa SSc pronadene apoptoticke
stanice u svim slojevima stijenke submukoznih krvnih zila, ukljuéujuci endotel, srednji i vanjski
sloj. U prethodnim studijama apoptoza endotelnih stanica Siroko je istrazivana u kozi i serumu
zivotinjskih modela i bolesnika sa SSc, ali ne i u visceralnim organima (70, 71, 159-162). Sgonc
i suradnici pokazali su da apoptoza pile¢ih endotelnih stanica nije lokalizirana samo na kozi,
vec je prisutna i u drugim pogodenim organima poput jednjaka, pluca i bubrega. Smatra se da
apoptoza endotelnih stanica prethodi pojavi perivaskularnih upalnih infiltrata i taloZenju
kolagena (160). Cini se da je endotelna disfunkcija/ozljeda jedan od klju¢nih mehanizama u
patogenezi SSc. Kao odgovor na infekcije ili Stetne podrazaje, endotel se moZe aktivirati i
promijeniti funkciju, sto dovodi do povecane endotelne propusnosti i stvaranja edema. U
edematoznoj fazi skleroderme dominira upala, a znacajan broj imunoloskih stanica okruzuje
mikrozilje, uzrokujuéi oslobadanje TGF-p i drugih citokina i ¢imbenika rasta, ukljucujuéi
VEGF (163). Tijekom daljnjeg napredovanja SSc, smanjeni kapilarni protok krvi uzrokuje
hipoksiju tkiva, koju dodatno povecava nakupljanje medustani¢ne tvari i fibroza. Konacno,
hipoksija tkiva potice mehanizme koji dovode do aktivacije pro-apoptotskih kaspaza, dok
smanjuje anti-apoptotske proteine (164). Iz tih ¢injenica se moze zakljuciti da je apoptoza
pocetni i krajnji proces U patogenezi SSc.

U ovom istrazivanju takoder je dokazana izrazena fibroza, proSirene kapilare i zadebljanje
stijenki submukoznih zila u Zelucanoj sluznici bolesnika sa SSc. Ovdje prikazani obrasci

proliferacije i apoptoze nalikuju onima prijavljenim na kozi bolesnika sa SSc, gdje je
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proliferacija smanjena u koznim mikrovaskularnom endotelnom stanicama, dok je razina
aktivnih kaspaza-3 znacajno visa (119). To podrazumijeva slicnu patogenezu procesa SSc U
razli¢itim organima.

Ovo istrazivanje je pokazalo da je u umjerenoj dcSSc izrazen ,,aktivni“ oblik bolesti povezan s
brojnim proliferacijskim stanicama, dok je teSka dcSSc obiljeZzena talozenjem kolagena,
djelomi¢nim gubitkom epitelnog sloja, izrazenom apoptozom povrsinskih i dubokih zlijezda i
niskom proliferacijom. Stoga se smatra da su apoptoza i proliferacija pracena upalom vazne
histopatoloske Kkarakteristike Zelucane sluznice u SSc, koje dovode do atrofije i gubitka

funkcije.

Zahvacenost probavnog sustava u SSc je heterogena u svojoj klinickoj prezentaciji, Sto
predstavlja izazov u dijagnosticiranju i lije¢enju. Moze biti ozbiljno i po zivot opasno stanje, a
morbiditet i smrtnost su znacajni. Na prezivljavanje u vrlo ranoj SSc utjee ozbiljnost
zahvacanja probavnog sustava. Posljednjih godina nekoliko je ispitivanja procjenjivalo
¢imbenike rizika i klinicke znacajke povezane sa specificnim gastrointestinalnim
komplikacijama u SSc. Ispitivanja usmjerena na novootkrivene ¢imbenike rizika, novi pristupi
dijagnozi i procjeni aktivnosti bolesti, prezivljavanja i kvalitete Zivota pokazuju napredak u
razumijevanju ovog izazovnog podruéja. Pri izradi plana pracenja za ovu populaciju bolesnika
treba pazljivo razmotriti i druge vazne gastrointestinalne podskupine, ukljucujuéi bolesnike s
bolestima jednjaka i intersticijskom bolesti plu¢a. Objektivno ispitivanje probavnog sustava
moze pomoci u identificiranju specifiénih sklerodermijskih gastrointestinalnih podskupina i
pruziti dijagnosticku preciznost za usmjeravanje ciljanih metoda lije¢enja. Podatak o postojanju
zahvacenosti jednjaka i Zeluca i u asimptomatskih bolesnika i u ranoj fazi bolesti te podjednako
i u IcSSc i u dcSSc upucuje na potrebu redovitih endoskopskih pregleda gornjeg dijela
probavnog susutava oboljelih od SSc.

Do danas je lijeCenje manifestacija probavnog sustava u SSc ostalo empirijsko i vodeno
simptomima. lako lijeCenje specificno za bolest nije dostupno, suportivna terapija koja se
temelji na patofiziologiji bolesti moze produljiti prezivljavanje te je stoga potrebna uska

suradnja reumatologa i gastroenterologa.
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7. ZAKLJUCCI

Primjenom imunohistokemijskih metoda te metodom dvostruke imunofluorescencije na
histoloskim uzorcima bioptata zeluCane sluznice oboljelih od sistemske skleroze, kao 1 u
kontrolnim uzorcima, istrazivani su broj i raspodjela stanica primjenom protutijela (biljega) za
apoptozu (kaspaza-3), proliferaciju (Ki-67), epitelni biljeg sindekan-1, protutijelo glatkih
misSi¢nih stanica (a-SMA) i protutijelo ¢imbenika rasta vezivnog tkiva (CTGF).

Temeljem analize 1 usporedbe obojenih histoloskih rezova navedenih skupina doneseni su

sljede¢i zakljucci:

1. Zeludana sluznica oboljelih od SSc u usporedbi s kontrolnim uzorcima pokazuje
poveéan broj apoptotskih stanica u epitelu, povrSinskim Zlijezdama i lamini
propriji, uz dodatne znakove hijalinizacije. U uzorcima oboljelih od difuznog oblika
skleroderme, utvrdena je apoptoza u dubokim zlijezdama, u podru¢jima izrazene
upale u lamini propriji kao i u stijenkama krvnih Zila.

2. U uzorcima oboljelih od SSc uocava se blaga ili jaka upala unutar povrsinskih 1
dubokih dijelova Zelu€ane sluznice 1 submukoze. T1 su nalazi poprac¢eni povec¢anom
proliferacijom stanica, a u nekim slu¢ajevima i prisutno$cu prosirenih submukoznih
krvnih zila (megakapilara), karakteriziranih zadebljanjem stijenki.

3. lako se proliferacija miofibroblasta vezivnog tkiva, kao i stanica glatkih miSica u
stijenkama krvnih Zzila pojavljuje samo povremeno, u uzorcima bolesnika s
ograni¢enom, a posebno s umjernom difuznom koznom SSc, brojne su
proliferacijske stanice primarno lokalizirane u zljezdanim stanicama i stanicama
vezivnog tkiva. Medutim, u uzorcima bolesnika s teskom difuznom koznom SSc
proliferacija se smanjuje.

4. Uzorci bolesnika sa SSc pokazuju pojac¢ano nakupljanje miofibroblasta u odnosu
na kontrolne uzorke, a pogotovo je to izrazeno u dubljim slojevima lamine proprije
u uzorcima bolesnika s umjerenom dcSSc.

5. Uzorci bolesnika s razli¢itim oblicima SSc (povezani s gubitkom epitela zelu¢ane
sluznice) karakterizirani su razli¢itim Stupnjevima izrazaja sindekana-1, u rasponu
od blagog slabljenja (stanjivanja) do ozbiljnog gubitka integriteta epitela u

uzorcima bolesnika s tezom SSc.
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Za uzorke bolesnika sa SSc je uz pojacano nakupljanje CTGF u stanicama lamine
proprije karakteristicno nakupljanje CTGF i u stanicama povrSinskih i dubokih
zlijezda, a najintenzivnije u uzorcima bolesnika s teskom dcSSc koji je obiljezen
nakupljanjem vezivnog tkiva.

S napretkom sistemske skleroze, neravnoteza u odnosu proliferacije i apoptoze u
stanicama epitelnog i vezivnog tkiva, postepeno dovodi do gubitka povrsinskih i
dubokih zlijezda, oStecenja povrSinskog epitela, nakupljanja kolagena vezivnog
tkiva, promjena krvnih zila, kao i smanjenog izrazaja sindekana-1 u cijeloj

zelu€anoj sluznici.

61



8. SAZETAK

U istrazivanju ,,Izrazaj apoptotskih i proliferacijskih ¢imbenika u Zeluc¢anoj sluznici oboljelih
od sistemske skleroze* histoloski su analizirane razlike u proliferaciji, apoptozi i profibroti¢kim
¢imbenicima u uzorcima Zelucane sluznice oboljelih od sistemske skleroze (SSc) i kontrolne
skupine. U istrazivanju je sudjelovao 15 bolesnika sa SSc i 5 kontrolnih ispitanika bez SSc.
Bolesnici su sistematizirani s obzirom na oblik i tezinu klini¢ke slike sistemske skleroze. Pet
bolesnika je klasificirano u skupinu s ograni¢enom koznom SSc (IcSSc) i blagom bolescu, pet
s umjerenom difuznom i pet s teSkom difuznom koznom SSc (dcSSc).

Uzorci tkiva su imunohistokemijski obojeni protutijelom Ki-67 (proliferacija), kaspazom-3
(apoptoza), sindekanom-1 (epitelni biljeg), CTGF (profibroti¢ki biljeg) i a-SMA (biljeg
miofibroblasta). Istovremena prisutnost (kolokalizacija) Ki-67 pozitivnih stanica s biljegom za
miofibroblaste (a-SMA) odredena je upotrebom dvostruke imunofluorescentne metode.
Postotak reaktivnih stanica analiziran je primjenom Kruskal-Wallis testa i Dunn-ovog post hoc
testa, a P<0.05 se smatrao statisticki znacajnim.

Analiza je otkrila da je postotak proliferiraju¢ih (Ki-67 pozitivnih) stanica bio je najveci u
uzorcima bolesnika s umjerenom dcSSc (3% u povrSinskim i 4,6% u dubljim djelovima
zelucane sluznice, koji je pao na 1% u uzorcima bolesnika s teSkom dcSSc). Postotak stanica
pozitivnih na a-aktin glatkih misi¢a (a-SMA) iznosio je 5% u uzorcima kontrola, 9% u
povrsinskim djelovima Zelucane sluznice bolesnika s IcSSc, dok je u dubljem sloju porastao na
19% u uzorcima bolesnika s umjerenom i 14% s teskom dcSSc, $to ukazuje na povecanu
populaciju i aktivnost miofibroblasta. Pozitivne apoptotske stanice na kaspazu-3 iznosile su
1,5-2% u kontrolnim uzorcima, 8% u povrsinskim i 6% u dubljim dijelovima Zelucane sluznice
bolesnika s umjerenom dcSSc. U uzorcima bolesnika s teskom dcSSc, apoptoza je zahvatila
50% povrsinskih epitelnih 1 Zljezdanih stanica i 30% dubljih Zlijezda, a korelirala je s
povecanom ekspresijom CTGF i fibrozom te smanjenom ekspresijom sindekana-1.

Ovi podaci pokazuju da je umjerena dcSSc proliferacijski najaktivniji oblik SSc. Tesku deSSc
karakteriziraju talozenje kolagena, defekti povrSinskog epitela, opsezna apoptoza i snizena

proliferacija, atrofija i gubitak funkcije.
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9. SUMMARY

In the study "Expression of apoptotic and proliferative factors in the gastric mucosa of patients
with systemic sclerosis™ differences in proliferation, apoptosis and profibrotic factors were
histologically analyzed in samples of gastric mucosa in patients with systemic sclerosis (SSc)
and control group. The study included 15 patients with SSc and 5 control subjects without SSc.
Patients were systematized with respect to the type and severity of systemic sclerosis. Five
patients were classified into the group with limited cutaneous SSc (IcSSc) and mild disease,
five with moderate diffuse, and five with severe diffuse cutaneous SSc (dcSSc).

Tissue samples were immunohistochemically stained with Ki-67 antibody (proliferation),
caspase-3 (apoptosis), syndecan-1 (epithelial marker), CTGF (profibrotic marker), and a-SMA
(myofibroblast marker). The simultaneous presence (colocalization) of Ki-67 positive cells with
a-SMA was determined using double immunofluorescence method. The percentage of reactive
cells was analyzed by a Kruskal-Wallis test and the Dunn post hoc test. P<0.05 was considered
statistically significant.

The analysis revealed that the percentage of proliferating (Ki-67 positive) cells was highest in
samples of patients with moderate dcSSc (3% in superficial and 4.6% in deeper parts of the
gastric mucosa, which dropped to 1% in samples of patients with severe dcSSc). The percentage
of a-smooth muscle actin (a-SMA) positive cells was 5% in control samples, 9% in superficial
gastric mucosa of patients with IcSSc, while in the deeper layer it increased to 19% in samples
of patients with moderate and 14% with severe dcSSc, indicating increased myofibroblast
population and activity. Apoptotic cells positive on caspase-3 account for 1.5-2% in control
samples, 8% in superficial, and 6% in deeper parts of the gastric mucosa of patients with
moderate dcSSc. In samples of patients with severe dcSSc, apoptosis involved 50% of
superficial epithelial and glandular cells and 30% of deeper glands, and correlated with
increased CTGF expression and fibrosis, and decreased syndecan-1 expression.

This data show that moderate dcSSc is the most proliferatively active form of SSc. Severe
dcSSc is characterized by collagen deposition, surface epithelial defects, extensive apoptosis

and decreased proliferation, atrophy and loss of function.
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