Uloga fibrinogena u idiopatskom sindromu karpalnog
tunela

Utrobicié, Ivan

Doctoral thesis / Disertacija
2014

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, School of Medicine / SveucilisSte u Splitu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:433373

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-02

SVEUCILISTE U SPLITU Repository / Repozitorij:
MEDICINSKI FAKULTET

UNIVERSITAS STUDIOURUM SPALATENSIS ]
FACULTAS MEDICA MEFST Repository

é UNIVERSITY OF SPLIT G O r

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJL



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:171:433373
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefst.unist.hr
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/mefst:1909
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefst:1909

SVEUCILISTE U SPLITU
MEDICINSKI FAKULTET

Ivan Utrobici¢

ULOGA FIBRINOGENA U IDIOPATSKOM SINDROMU
KARPALNOG TUNELA

Doktorska disertacija

Split, 2014.



Doktorska disertacija je izradena na Klinickom odjelu za plasticnu kirurgiju i opekline KBC
Split te Katedri za imunologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta sveucilista u Splitu.

Mentor rada: Prof dr sc Janos Terzic¢

Zahvale:

Zahvaljujem se prof dr sc Janosu Terzicu koji me je svojim velikim znanjem i iskustvom vodio
kroz dugotrajni proces ovog znanstvenog rada.

Hvala prof dr sc Ivani Novak i prof dr sc Ivani Marinovi¢ Terzi¢ na velikom trudu, velikom
poslu i podrsci.

Zahvaljujem se Sandri Vujevi¢ za veliku tehnicku pomo¢ u laboratoriju.

Hvala svim kolegama s Klinickog odjela za plasticnu kirurgiju i opekline KBC-a Split na
pomoci prilikom operacijskih zahvata i prikupljanja bioloskog materijala (doc dr sc Zdravko
Roje; Danko Brajci¢, dr med.; Radoje Perisi¢, dr. med.; Bojan Stambuk, dr. med.; Miroslav
Ercegovi¢, dr.med.)

Hvala vms Zdenki Kekez na velikoj pomoci prilikom organizacije i prikupljanja bioloskog
materijala.

Hvala svim medicinskim sestrama i pomoénom osoblju na pomoci.

Zahvaljujem se kolegama koji su sudjelovali u studiji (po abecednom redu): Anki Kosti¢ — Mesin,
dr med (Specijalisticka ordinacija obiteljske medicine — Split; Christianu Kubischu dr med
(Proteome Center Tuebingen, Njemacka), Nenadu Kuncu dr med (Klinicki zavod za patologiju,
sudsku medicinu i citologiju KBC-a Split); Davoru Lesselu, dr med (Institut za humanu genetiku
univerziteta u Ulmu, Njemacka); prof dr sc Borisu Maceku (Proteome Center Tuebingen,
Njemacka); Katarini Mati¢, dr med (Medicinski fakultet sveucilista u Splitu), doc dr sc Ilzi
Salamuni¢ (Odjel za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split) te prof dr sc Mirni
Saragi Babi¢ (Medicinski fakultet sveucilista u Splitu)

Veliko hvala mojoj supruzi Ini i djeci Ivani i Frani na strpljenju i podrsci.



1. SADRZAJ

1. SADRZAJ PREMA POGLAVLJIMA
2. POPIS OZNAKA I KRATICA
3. UvVOD
3.1. Anatomija karpalnog tunela
3.2. Klinicka slika CTS-a
3.3. Etiologija
3.4. Patofiziologija
3.5. Postavljanje dijagnoze CTS-a
3.6. Lije€enje CTS-a
3.7. Fibrinogen
3.8. Problematika istrazivanja
3.9. Hipoteze
4. METODE I MATERIJALI
4.1. Ispitanici i eti¢nost postupaka
4.2. Metode prisutne u studiji
4.2.1. Ispitanici
4.2.2. Postupci
4.2.2.1.0peracijska tehnike
4.2.2.2.Tehnike mjerenja sistemskih upalnih biljega
i vremena krvarenja
4.2.2.3. Masena spektrometrija
4.2.2.4. Imunohistokemija
4.2.2.5. Western blot, imunoprecipitacija i protutijela
4.2.2.6. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom
vremenu, sekvenciranje gena kandidata i

analiza polimorfizma jednog nukleotida
4.2.2.7. Statisticka analiza

10

12

12

13

13

13

14

16
16

17
17
17
18

18
20



9.

4.3. Materijali
REZULTATI
RASPRAVA
ZAKLJUCCI
SAZETAK

SUMMARY

10. POPIS LITERATURE

11. ZIVOTOPIS

20

21

35

38

39

40

41

45



2. POPIS OZNAKA I KRATICA (prema redosljedu pojavljivanja u tekstu)

engl engleski

CTS sindrom karpalnog tunela (engl. carpal tunnel syndrome — CTYS)

ICTS idiopatski sindrom karpalnog tunela (engl. idiopathic carpal tunnel
syndrome)

lat latinski

n zivac (lat. nervus)

TCL transversalni karpalni ligament (lat. ligamentum carpi transversum;
engl. transversal carpal ligament)

m misi¢ (lat. musculus)

tend tetiva (lat. tendo)

gré greki

ENG elektroneurografija

TTR transtiretin

MR magnetska rezonanca (engl. magnetic resonance)

IL-6 interleukin 6

P (SP) neurokin upale 1 boli (engl. substance P /SP/)

FGA fibrinogen A

FGB fibrinogen B

FGG fibrinogen G

SE sedimentacija eritrocita

CRP C reaktivni protein

L leukociti

DKS diferencijalna krvna slika

VK vrijeme krvarenja

lig ligament

mRNA glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)

MS masena spektrometrija

PBS fosfatni pufer (engl. phosphate-buffer saline)

HRP engl. horseradish peroxidase

DAB diaminobenzidin

1P imunoprecipitacija

DNA deoksiribonukleinska kiselina

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

SDS-PAGE natrij dodecil sulfat - poliakrilamid gel (engl. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel)

RT-PCR lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (engl. reverse
transcription-polymerase chain reaction)

SNP polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kiselina

MAPT mikrotubulima pridruZeni protein tau (engl.microtubule associated protein
tau)

SNCA a-synuclein

APP amiloidni prekursorski protein (engl. amyloid beta precursor protein)

APOE apolipoprotein E



PECAM

F2
PLG
RPS23
IL-1B
IL-17
TNFa
LLU
SAA4
APOA1/2
APOB
APOC
GSN
SOD1
HTT
PRNP
CSTA
CSTB
CSTC
MAP4

trombocitna/endotelna stani¢na adhezijska molekula 1 (engl. platelet
endothelial cell adhesion molecule 1)

koagulacijski factor 2 (trombin)

plazminogen

ribosomalni protein S23

interleukin 1 beta

interleukin 17

faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor o)
Siroka materniCna sveza (lat. ligamentum latum uteri)

serumski amiloid A4

apolipoprotein A1/2

apolipoprotein B

apolipoprotein C

gelsolin

superoksid dismutaza 1

huntingtin

prionski protein

cistatin A

cistatin B

cistatin C

mikrotubulima pridruzeni protein 4 (engl. microtubule associated protein
4)



3. UVOD

Sindrom karpalnog tunela (engl. carpal tunnel syndrome - CTS) je najceS¢a kompresijska
neuropatija s incidencijom od ¢ak 3% u opcoj populaciji [1]. Svaki peti ¢ovjek koji se Zali na
simptome kao Sto su bol, ukocenost ili trnci u predjelu Sake ima CTS, a najceS¢e se kod
bolesnika s tim simptomima postavi dijagnoza idiopatskog CTS-a (ICTS) [2]. Zene obolijevaju i
do petnaest puta ¢eS¢e od muskaraca, a u Sjedinjenim americkim drzavama se govori o epidemiji
CTS-a [3]. U Ujedinjenom Kraljevstvu prosje€an broj dana izostanka s posla kod bolesnika s
CTS-om je 27 dana godiSnje Sto predstavlja znacajan socioekonomski problem [4]. U
Sjedinjenim americkim drzavama u 1995. godini je oko pet stotina tisu¢a bolesnika s CTS- om
bilo podvrgnuto kirurSkom lijeCenju Sto je zahtjevalo financijski troSak od oko dvije milijarde
dolara tako da je CTS osim zdravstvenog i znac¢ajan ekonomski problem [5].

Simptomi CTS-a uzrokovani su kompresijom srediSnjeg Zivca (lat. nervus medianus) u
karpalnom tunelu koji se nalazi u predjelu dlanske strane rucja. Kompresija zivca usporava
provodenje zivéanih impulsa kroz zivac u karpalnom tunelu $to dovodi do karakteristicnih
simptoma poput boli, trnaca u inervacijskom podru¢ju n. medianusa i motoricke slabosti Sake.
CTS se cesce javlja u odredenim obiteljima Sto ukazuje na moguénost da neki genetski ¢imbenici
doprinose razvoju ovog stanja. Medutim ponavljani pokreti u ru¢nom zglobu 1 Saci, kao §to je na
primjer tipkanje, takoder dovode do nastanka CTS-a. To ukazuje da 1 okoliSni ¢imbenici imaju
vaznu ulogu u razvoju i nastanku CTS-a [5, 6]. Iako je CTS cesta bolest, etiologija mu je
uglavnom nepoznata tako da se najveci broj slucajeva oznacava kao idiopatski CTS (ICTS), a

CTS donekle poznate etiologije oznacava se kao sekundarni CTS [6].

3.1. Anatomija karpalnog tunela
Karpalni tunel (lat. canalis carpi) je koStano — vezivni tjesnac na prednjoj (dlanskoj) strani
korijena Sake. Njegovo dno i dva zida Cine kosti pes¢a (lat. carpus), a krov Cini Siroka Cetvrtasta
sveza — transverzalni karpalni ligament (lat. ligamentum carpi transversum; engl. transversal
carpal ligament — TCL); lateralno tj. na pal¢anoj strani su Cunasta kost (lat. os scaphoideum) i
trapezoidna kost (lat. os trapezoideum ), a medijalno tj. na strani lakatne kosti su graSkasta kost

(lat. os pisiforme) 1 kukasta kost (lat. os hamatum).



U karpalnom tunelu nalazi se devet fleksornih tetiva prstiju Sake i to: tetiva miSi¢a dugog
pregibaca palca (lat. tendo m. flexor pollicis longus) zatim Cetiri tetive miSi¢a povrsnih pregibaca
drugog do petog prsta (lat. tend. m. flexor diggitorum Il — V superfitialis), te Cetiri tetive miSi¢a
dubokih pregibaca drugog do petog prsta (lat. tend. m. flexor diggitorum II — V profundus),
sredi$nji Zivac (lat. nervus medianus) i sinovija [7]. SrediSnji Zivac ulazi u karpalni tunel u
srediS$njoj liniji ili neznatno radijalno. Mogu se naci 1 atipi¢ne pozicije srediSnjeg zivca u sklopu
anatomskih varijacija na Sto se uvijek mora misliti prilikom operacijskog zahvata dekompresije

zivca medijanusa u karpalnom tunelu [8].

3.2. Klini¢ka slika CTS-a

Bolest je klinicki karakterizirana bolovima u predjelu Sake i podlaktice, rjede nadlaktice,
neugodnim peckanjem, bolovima ili utrnulosti u podrucjima distalnog inervacijskog podrucja
sredi$njeg zivca (n. medianus) tj. u predjelu palca, kaziprsta, srednjeg prsta, te radijalne strane
prstenjaka. Opisuje se i smanjenje snage stiska (grube motorne snage) kao i redukcija fine
motorike zahvacene Sake. Simptomi se obi¢no pogorSavaju nocu, a najveca se nespretnost u
radu zahvacene Sake javlja tijekom dana, naroc€ito kod aktivnosti koje zahtjevaju fleksiju ru¢nog
zgloba [8, 9, 10].

Klini¢ki kriteriji za postavljanje dijagnoze CTS-a su: a. utrnulost i bockanje u distribucijskom
podrucju n. medianus-a; b. utrnulost i bolovi tijekom no¢i; c. slabost 1/ili atrofija misia palcane
strane dlana (grC. thenar); d. pozitivan Tinelov znak; e. pozitivan Phalenov test i f. gubitak

sposobnosti razlikovanja dvije tocke [10].

Tinelov test izvodi se laganim udaranjem (perkusijom) po dlanskoj strani karpalnog tunela, tj.
iznad TCL-a. Ukoliko se perkusijom izazove osjet ,,Skakljanja* odnosno boli ili ,,mravinjanja“ u
podrucju palca, kaziprsta, srednjeg prsta i radijalne polovice prstenjaka tada se Tinelov test

smatra pozitivnim.

Phalenov test izvodi se tako da ispitanik drzi Sake u fleksiji, pritiS¢uéi straznje strane Saka jednu
o drugu, izmedu 30 - 60 sekundi. Tim manevrom povisuje se tlak u karpalnom tunelu i dolazi do
pritiska na srediSnji zivac izmedu TCL-a i prednjeg ruba distalnog dijela pal¢ane Kkosti.

Kompresija n. medijanusa u tom polozaju kod osoba sa sindromom karpalnog tunela izaziva


http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sredi%C5%A1nji_%C5%BEivac&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/wiki/Pal%C4%8Dana_kost

karakteristi¢éne simptome Zarenja, mravinjanja ili smanjenje osjeta u palcu, kaZiprstu, srednjem

prstu i radijalnoj polovici Cetvrtog prsta (prstenjaku) [11].

S obzirom na klinicke simptome i znakove CTS se klasificira u tri stadija:

Stadij 1 karakterizira ¢esto budenje bolesnika uz osjecaj nateenosti i ukocenosti Sake. Bolesnici
se zale na bol koja se $iri od ru¢nog zgloba do ramena, te na neugodno bockanje u Saci i prstima
(lat. brachialgia paraesthetica nocturna). TreSnja ruke (znak zvrcke) ublazava simptome.
Osjecaj ukocenosti ruke obi¢no traje i tijekom jutra.

U stadiju 2 simptomi su prisutni i tijekom dana uglavnom kada bolesnikova Saka ostane duze
vrijeme u istoj poziciji ili kada bolesnik viSe puta ponovi isti pokret u ru¢nom zglobu 1 Saci.
Kako bolest napreduje bolesnici se zZale na ispadanje predmeta iz Sake radi toga Sto im je
smanjen ili nedostatan osjet u prstima.

Stadij 3 je zavrsni stadij CTS-a te ga odlikuje atrofija miSi¢a palCane strane dlana. Senzorni
simptomi u ovome stadiju (bockanje, trnjenje, bol 1 sl.) bolesti ponekad se mogu smanjiti. U
treCem stadiju bolesti moZe se na¢i atrofija 1 slabost miSi¢a kratkog odmicaca palca (lat. m.
abductor pollicis brevis) 1 misi¢a suprostavljaca palca (lat. m. opponens pollicis). Unato¢
poduzetoj kirurSkoj terapiji u tre¢em stadiju bolesti oporavak zivca Cesto ne bude
zadovoljavajuci s klinickog aspekta i na elektroneurografskom testiranju [12].

Pojedini bolesnici mogu imati atipi¢ne simptome CTS-a kao Sto su gréevi prilikom pisanja, umor
ili samo bol u ramenu, zatim osjec¢aj hladnoc¢e u prstima ili samo ukocenost u tre¢em prstu [13].
Ponekad ne mora biti nikakvih subjektivnih simptoma kod bolesnika s CTS-om nego se klinicki
nade vidljiva atrofija tenara uz elektroneurografsku (ENG) potvrdu dijagnoze tj. denervaciju

[10].

3.3. Etiologija
Iako je CTS cesta bolest njegova etiologija je u najvec¢oj mjeri nepoznata, te ga se oznacava kao
idiopatski CTS. Medutim postoje odredeni faktori rizika koji su povezani s ovim stanjem, a
najznacajniji od njih su dugotrajno drzanje ruke odnosno Sake u polozaju fleksije i/ili ekstenzije,
opetovano koriStenje fleksorne muskulature, te izlozenost Sake vibracijama [14, 15, 16, 17].
Postoji i sekundarni CTS kojemu je etiologija donekle poznata, a javlja se uz razlicita klinicka

stanja koja povecavaju tlak u karpalnom tunelu kao $to su abnormalnosti fleksornih tetiva,


http://hr.wikipedia.org/wiki/Simptom
http://hr.wikipedia.org/wiki/Palac

abnormalnosti sinovije ili struktura u srediSnjem Zzivcu, zatim uslijed lezija ili tumora koji
zauzimaju prostor karpalnog tunela. Sekundarni CTS moze se javiti 1 kod odredenih bolesti koje
zahvacaju sinoviju kao S§to su dijabetes, reumatoidni artritis, sarkoidoza, gnojni tendosinovitis,
tuberkuloza, lupus eritematodes, hipo- 1 hiper-tireoza, giht i amiloidoza [2]. Sindrom karpalnog
tunela je ponekad €es$¢i u pojedinim (odredenim) obiteljima Sto ukazuje na genetski doprinos
CTS-u [6]. Sekundarni CTS moze biti povezan sa sistemskom amiloidozom, tj. uzrokovan
odlaganjem amiloida unutar zivca i u sinoviju fleksornih tetiva [18]. Malo se zna o genetskim
¢imbenicima povezanim s CTS-om. Jedini gen koji se povezuje s CTS-om je transtiretin (TTR) u
kojemu je viSe od 80 mutacija povezano s amiloidozama u razli¢itim tkivima od kojih su neke
povezane s CTS-om [18]. Trudnoc¢a takoder moze dovesti do razvoja perifernih neuropatija

ukljucujuéi CTS tako da se govori o sekundarnom CTS-u u trudno¢i [19].

3.4. Patofiziologija

Patofizioloski mehanizmi CTS-a su visestruki i uklju¢uju mehani¢ku traumu, povecanje tlaka u
karpalnom tunelu i ishemijsko oSte¢enje srediSnjeg Zivca unutar karpalnog tunela [20].

Normalni tlak u karpalnom tunelu iznosi 2-10 mm Hg [21]. Fleksija i ekstenzija u ru¢nom
zglobu povecava tlak u karpalnom tunelu za 8-10 puta, stoga su ponavljajuci pokreti u ru¢nom
zglobu jedan od najvaZznijih ¢imbenika rizika za razvoj CTS [22]. VaZan proces u razvoju CTS-a
je demijelinizacija srediSnjeg Zivca u karpalnom tunelu koja nastaje zbog opetovane izloZenosti
zivea mehanickim silama [22, 23]. PoviSen tlak u karpalnom tunelu je nuZan u izazivanju
toCkaste demijelinizacije Zivca koja dovodi do usporavanja provodenja ziv€anih impulsa.
Ukoliko je kompresija stalno prisutna moze do¢i do poremecaja u protoku krvi kroz zivac koji
moze dovesti do epineuralnog edema. Prolongirani epineuralni edem moZe uzrokovati invaziju
fibroblasta s posljedi¢énim formiranjem oZziljnog tkiva oko srediSnjeg Zivca, $to dovodi do

poremecaja u njegovoj provodljivosti [24] .

Istrazivanja magnetskom rezonancom (MR) kao 1 histolosko-biomehanicke studije sugeriraju da
je razvoj idiopatskog CTS-a povezan s abnormalnostima sinovijalnog tkiva unutar karpalnog
kanala [25, 26, 27, 28]. Ponavljani i snazni pokreti ru¢nog zgloba i prstiju mogu dovesti do
biokemijskih promjena u sinovijalnom tkivu karpalnog kanala, a te promjene onda dovode do

nerazmjera izmedu veli¢ine i sadrzaja karpalnog tunela i razvoja CTS-a [2]. Kod bolesnika s



ICTS-om pronadena je povecana reaktivnost glikozaminoglikana keratana u odnosu na zdrave
ispitanike, Sto mozda smanjuje sposobnost sinovije da se komprimira [28]. Histoloska
istrazivanja sinovijalnog i subsinovijalnog tkiva oko fleksornih tetiva kod bolesnika s ICTS-om
pokazala su da veéina uzoraka analiziranog tkiva ima edem ili fibroznu promjenu, a u
odredenom broju istih pronadeni su znaci upalnih promjena [29, 30]. Pronadena je veca gustoca
fibroblasta, povecana koli¢ina kolagenih vlakana i vaskularne proliferacije, a smanjen je sadrzaj
elastina oko sinovijalnih krvnih zila $to ukazuje na kroni¢ne degenerativne promjene. Kakva je
uloga upale u etiologiji idiopatskog CTS-a tj. razvoju edema i fibroznih promjena nije poznato.
U bolesnika s ICTS-om pronadena je povecana razina upalnog citokina interleukina 6 (IL-6) u
krvi i u sinovijalnom tkivu karpalnog tunela [31, 32, 33, 34]. Takoder, u sinovijalnom tkivu
bolesnika s ICTS-om povecan je izrazaj tvari P (SP), neurokina koji ima ulogu u pojavi boli i
upali. Budu¢i da nesteroidni protuupalni lijekovi i lokalne injekcije kortikosteroida smanjuju ili
eliminiraju simptome CTS-a, lokalna upalna zbivanja mogla bi biti vazan faktor u etiologiji

idiopatskog CTS-a, a nisu dovoljno proucavana [3].

3.5. Postavljanje dijagnoze CTS-a
Dijagnoza CTS-a postavlja se na temelju anamneze 1 klini¢ke slike, te dijagnosti¢kih testova.
Klinic¢ki kriteriji za CTS su: a. utrnulost 1 bockanje u inervacijskom podru¢ju n. medianusa; b.
noc¢na utrnulost i bolovi; c. slabost 1/ili atrofija miSi¢a pal¢ane strane dlana; d. pozitivan Tinelov
znak; e. pozitivan Phalenov test i f. gubitak sposobnosti razlikovanja dvije toc¢ke [11] .
Dijagnostic¢ki neurofizioloski testovi — elektroneurografija (ENG) utvrduju brzinu provodenja
ziv€anih signala srediSnjeg zivca. Pri postavljanju dijagnoze ponekad se koriste ultrazvucni

pregled 1 magnetska rezonanca [35, 36, 37].

3.6. Lijecenje CTS-a

LijeCenje sindroma karpalnog tunela je u ranom stadiju konzervativno i to: udlagama, lokalnim
injekcijama 1/ili oralnim uzimanjem kortikosteroida, vitaminom B6 1 B12, te nesteroidnim
protuupalnim lijekovima. U kasnijem stadiju bolesti, kada konzervativno lijeCenje nije donijelo

poboljsanja, pristupa se kirurSkom lijeCenju koje se sastoji od presijecanja ili izrezivanja dijela



transverzalnog karpalnog ligamenta. KirurSka dekompresija karpalnog tunela i sredi$njeg zivca

je optimalna terapijska metoda [38, 39].

3.7. Fibrinogen

Fibrinogen (faktor zgrusavanja I) je glikoprotein plazme, molekularne mase 340 kDa koji se
sintetizira u hepatocitima. Normalna koncentracija fibrinogena u plazmi iznosi od 1,8 g/L. do 3,5
g/L. Fibrinogen je heksamerni homodimer koji sadrzava dva istovjetna dijela sastavljena od tri
razlicita polipeptidna lanca i to Aa, Bf3 i y (Slika 1). Lanci su medusobno povezani disulfidnim
vezama koje se uspostavljaju izmedu N-terminalnih dijelova tih triju lanaca. C-terminalni
dijelovi o, B i1 y lanaca sadrze domenu D koja sluZzi kao jedinica za prepoznavanje. Na
polipeptidnim lancima Ao 1 Bf} nalaze se mali peptidni slijedovi koji se nazivaju fibrinopeptid A

i fibrinopeptid B, a ¢ija je uloga sprjecavanje spontane polimerizacije fibrinogena [40].

N- terminalni dio

C- termlnalnl dio C- termlnalnl dio

Ao (66 kDa)
BB (52 kDa)

(46 kDa)
[ [ Fibrinopeptid A
D Fibrinopeptid B
L ——

D - domena D - domena

E - domena

Slika 1: Shematski prikaz molekule fibrinogena. Fibrinogen je graden od tri razli¢ita polipeptidna
lanca Aq, BB iy, a koji se u funkcionalnoj molekuli fibrinogena nalaze u duplikatima, te su medusobno

povezani disulfidnim vezama. Proteinski lanci tvore domene D i E.

Tri fibrinogenska lanca kodirana su s tri razli¢ita gena i to: FGA gen za lanac Aq, FGB gen za
lanac BB 1 FGG gen za ylanac [41]. Vazna uloga fibrinogena kao glavne bjelanCevine u
zgruSavanju krvi ocCituje se u pretvorbi topljivog fibrinogena u netopljivi fibrin i1 to kroz tri
stadija. Prvo, fibrinogen podlijeZe ograni¢enoj proteolizi trombinom (odcjepljivanje

fibrinopeptida A 1 B) Sto se dogada u ranijim fazama procesa zgruSavanja krvi. Tako nastali
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fibrinski monomeri spontano se polimeriziraju pomocu elektrostatskih sila u netopljive fibrinske
lance. Na kraju procesa stvaranja ugruska, fibrinski monomeri, koji tvore fibrinske lance,
kovalentno se povezuju pomocu aktiviranog faktora stabiliziranja fibrina (faktor koagulacije

XlIla) ¢ime se stvara ¢vrsti ugrusak [40].

Povecana koncentracija fibrinogena u plazmi moze se na¢i u mnogim bolestima, posebice onima
povezanima s trombozom, upalnim zbivanjima, oSte¢enjima tkiva, tumorima i neuropatoloskim
zbivanjima. Smatra se da u tim bolestima fibrinogen djeluje kao tzv. reaktant akutne faze, tj. kao
plazmatski protein Cija se koncentracija u stresu ili zbog bolesti povecava [40].
Proinflamatorna funkcija fibrinogena (fibrina) ocituje se njegovom sposobnoscu vezanja za
imune stanice 1 njihovo aktiviranje. U zadnje vrijeme pokazano je da fibrinogen nije samo
pokazatelj proupalnog stanja organizma nego je i indikator visokog rizika za razvoj vaskularnih
inflamatornih bolesti kao $to su hipertenzija i ateroskleroza (fibrinogen i njegovi produkti
otkriveni su unutar aterosklerotskih plakova) [42]. Isto tako poviSena razina fibrinogena u plazmi
moze se na¢i u normalnoj trudnoéi. Zadnjih nekoliko godina uocava se i vazna uloga
fibrinogena u patogenezi neurodegenerativnih bolesti koje su karakterizirane sa stvaranjem
amiloidnih nakupina. Medu neurodegenerativnim bolestima u kojima fibrinogen ima vaznu
ulogu isti¢u se Alzheimerova bolest, multipla skleroza i obiteljska amiloidna polineuropatija
[43, 44]. Takoder je vaZna proupalna uloga fibrinogena u bolestima stijenki krvnih Zila,
mozdanom udaru, ozljedama ledne moZdine, traumi mozga, reumatoidnom artritisu, bakterijskim
infekcijama, kolitisu, fibrozi bubrega i plu¢a, Duchennenovoj misi¢noj distrofiji 1 kod nekoliko
tipova karcinoma[45]. Genetskim 1 farmakoloSkim istrazivanjima rasvjetljava se uloga
fibrinogena kao znafajnog ¢imbenika koji odreduje opseg lokalne ili sistemske upalne reakcije.
Zakljucno, fibrinogen postaje biljeg vaskularnog oSte¢enja, vazna signalna molekula s brojnim
funkcijama poput: odrZzavanja ravnoteze izmedu zaustavljanja krvarenja i tromboze, zgruSavanja
krvi 1 fibroznih promjena, zaStita od infekcije ali 1 prekomjerne upalne reakcije [40]. Za

pretpostaviti je da ¢e se u skoroj buducnosti otkriti 1 druge vazne funkcije fibrinogena.
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3.8. Problematika istrazivanja

Neka ranija istrazivanja dala su naslutiti da u patogenezi ICTS-a upalna zbivanja imaju odredenu
ulogu ali nikada nisu temeljito ispitana. U ovoj studiji detaljno su proucena upalna dogadanja
lokalno — u tkivu TCL-a, te sistemske upalne promjene u krvi ispitanika. U krvi bolesnika s
ICTS-om pronadena je poviSena koncentracija proupalnog i hemostatskog proteina fibrinogena
dok ostali markeri sistemske upale: sedimentacija eritrocita (SE), C-reaktivni protein (CRP) i
leukociti (L) nisu bili poviSeni. U tkivu TCL-a smo izmjerili izrazaj najvaznijih pro-upalnih
gena i ustanovili odsutnost upalnog odgovora. Cilj istrazivanja bio je utvrditi ulogu upalnih

procesa, lokalnih i sistemskih, u etiopatogenezi ICTS-a.

3.9. Hipoteze
Pocetne hipoteze istrazivanja bile su:

- sistemski upalni mehanizmi sudjeluju u razvoju ICTS-a

- prisutna su lokalna upalna zbivanja u tkivu TCL-a oboljelih od ICTS-a

Tijekom izvodenja studije, a temeljem dobivenih rezultata postavljene su dodatne hipoteze i to:

- postoji taloZenje fibrinogena u TCL-u bolesnika s ICTS-om
- ti talozi imaju karakter amiloida

- utalozima su prisutni i drugi proteini koji su tipi¢ni za amiloid

12



4. METODE I MATERIJALI

4.1. Ispitanici i eticnost postupaka

Istrazivanja su izvedena na Klinickom odjelu za plasti¢nu kirurgiju i opekline KBC Split, na
Katedri za imunologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta sveucili§ta u Splitu,
ordinaciji obiteljske medicine Anke Kosti¢ Mesin, dr.med. u Splitu, Klinici za Zenske bolesti i
porode KBC Split te na Institutu za humanu genetiku sveucilista u Ulmu u Njemackoj. Postupci
koriSteni u istrazivanjima prethodno su odobreni od strane Etickog povjerenstva KBC Split. Svi
istrazivacki postupci bili su u skladu s Helsinskom deklaracijom o postupanju s ljudima tijekom
istrazivanja. Svaki pojedinacni postupak 1 moguci rizik detaljno je pojaSnjen svakom ispitaniku,
kao 1 moguénost da u svakom trenutku bez ikakvih posljedica mogu napustiti istraZivanje. Svi
ispitanici su proc€itali i potpisali obrazac o informiranom pristanku za sudjelovanje u

znanstvenom istrazivanju.

4.2. Metode prisutne u studiji

Svi ispitanici koji su primljeni na Klini¢ki odjel za plasti¢nu kirurgiju 1 opekline prema vremenu
javljanja u ambulantu za plasticnu kirurgiju radi operacijskog lijeCenja CTS-a su uradili

prijeoperacijski ENG (Slika 2) u kojemu je verificirano da se radi o CTS-u.

Stimulus Odgovor

A
|

l‘— i 'I'

‘IL SR e et MCTS
i o . [P

v

S

Srmec

e . -: ol i o -
I—J Itv-//*l' —_— '1"" — b Mormalno

Slika 2. Elektroneurografska (ENG) analiza ispitanika. Slika pokazuje rezultate karakteristicnog ENG
oc¢itovanja kod osobe oboljele od ICTS-a i zdravog ispitanika. Prva strelica pokazuje elektriéni stimulus
proksimalno od TCL-a, a druga strelica elektri¢ni impuls — odgovor distalno od TCL-a. Vidljivo je sporije
putovanje ziv€anog signala (latencija) u ispitanika s ICTS-om.
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Bolesnici koji su imali iskljucujuce faktore iskljuceni su iz studije. Svim ispitanicima je izvadena
krv (u vremenu od 8 — 10 sati) u kojoj se je odredivala koncentracija sistemskih upalnih biljega
(SE, CRP i fibrinogena), broj leukocita s diferencijalnom krvnom slikom (DKS) te vrijeme
krvarenja (VK). Svim ispitanicima je uradena operacija u lokalnoj anesteziji i blijedoj stazi i

ekscidirani komadi¢ TCL-a je pohranjen u teku¢i dusik, u periodu od 5 minuta.

U prikupljenom bioloskom materijalu odredivan je izrazaj upalnih biljega te sastav bjelancevina,
a depoziti fibrinogena u transverzalnom karpalnom ligamentu (TCL) su analizirani
imunohistokemijskom metodom, western blot-om 1 masenom spektrometrijom (pogledati dolje).

Interakcija fibrinogena s drugim bjelancevinama testirana je imunoprecipitacijskim esejom.

Kontrolnim ispitanicima je uzimanje bioloskih materijala kao i analiza napravljena na isti nacin i

po istom protokolu kao 1 ispitanicima koji boluju od ICTS-a.
Protokol studije:

1. odredivanje koncentracije sistemskih upalnih biljega u krvi
operacija
mjerenje izrazaja lokalnih biljega upale u TCL-u i kontrolnim tkivima

analiza proteina u TCL-u

A

analiza gena

4.2.1. Ispitanici

Ispitanici su bili svi bolesnici s ICTS-om koji su primljeni na Klini¢ki odjel za plasti¢nu kirurgiju
i opekline KBC Split radi operacijskog lijeCenja u periodu od prosinca 2010. godine do veljace
2012. godine, a koji nisu imali isklju¢ujuc¢e ¢imbenike. Iskljucujuéi ¢imbenici za bolesnike s
ICTS-om i kontrolne ispitanike su bili: sekundarni CTS, dijabetes, autoimune bolesti, upalne
bolesti, bolesti zgrusavanja krvi i maligne bolesti. Jedan ispitanik s ICTS-om koji nije imao
iskljuujuc¢e cimbenike je iskljuen iz studije jer nije pristao sudjelovati u istrazivanju. Tri
bolesnika su nakon operacije isklju€eni iz studije jer su imali tumore u regiji karpalnog tunela

(sekundarni CTS).
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Tablica 1. Broj analiziranih ispitanika, njihova srednja Zivotna dob i spol.

iCTS pacijenti Kontrola
Broj ispitanika 71 68
Godine (srednja vrijednost + SD) 59+11,2 55+11,3
Spol  (Zenski:muski) 56:15 54:14

Dijagnoza ICTS-a je kod svih operiranih ispitanika postavljena na temelju anamneze, klinicke

slike 1 ENG evaluacije od strane specijaliste neurologa.
Kontrolnu skupinu za zene oboljele od ICTS-a €inile su:

1. ispitanice koje su primljene na Klinicki odjel za plasti¢nu kirurgiju i opekline radi operacije
benignih tumora i estetskih zahvata, te ne-hospitalizirane Zene koje su zadovoljile sve
kriterije predvidene za kontrolne ispitanice. Kod tih se je ispitanica odredivala razina upalnih
markera u krvi (i usporedivala s vrijednostima istih markera u krvi kod bolesnica operiranih
od ICTS-a), a bile su uskladene po dobi s bolesnicama s ICTS-om.

2. bolesnice koje su primljene na Kliniku za ginekologiju KBC-a Split radi operacije ne-
malignih bolesti maternice (ciste, miomi, endometrioza). Kod tih bolesnica se je odredivao
izrazaj upalnih markera u Sirokoj materni¢noj svezi (lat. lig. latum uteri) 1 usporedivao s
izraZzajem upalnih markera u TCL-u bolesnica s ICTS-om.

Kontrolna skupina za bolesnice oboljele od ICTS-a dijeli se u dvije podgrupe jer se ne moze

formirati kontrolna grupa ispitanica kod kojih bi se, kao kod oboljelih ispitanica, prikupio sav

bioloski materijal potreban za analizu (uzorak TCL-a i krv). Osnovni razlog za takvu razdiobu
jest potreba za zamrzavanjem uzorka tkiva u teku¢em duSiku unutar pet minuta od trenutka
resekcije, a radi ocuvanja tkivne mRNA (zbog ¢ega kao kontrolne uzorke nije moguce koristiti

TCL s kadavera jer bi kadaveri¢ni TCL kompromitirao kvalitetu i koli¢inu bioloskih molekula tj.

ne bi bio adekvatna kontrola TCL-u koji je spremljen u teku¢i dusik odmah nakon uzimanja).

Kod kontrolne grupe 1. nije moguce (medicinski 1 eticki razlozi) uzeti uzorak TCL-a pa je kod
njih mjerena razina sistemskih upalnih markera. Te su ispitanice po dobi uskladene s oboljelima

od idiopatskog CTS. Kao optimalan kontrolni ligament za mjerenje genske aktivnosti upalnih
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biljega koristila se je Siroka materni¢na sveza koji se uobicajeno resecira pri operaciji maternice -

grupa 2.

Kontrolnu skupinu za muskarce oboljele od idiopatskog CTS-a ¢inili su bolesnici primljeni na
Klini¢ki odjel za plasti¢nu kirurgiju i opekline radi operacije Dupuytrenove kontrakture. Kod tih
ispitanika se je odredivala koncentracija upalnih markera u krvi, te izrazaj upalnih markera u
TCL-u. Kako je ICTS znatno rjedi kod muskaraca, studija sadrzava manji broj muskih ispitanika,

a vise nego Sto predvida izracun o snazi studije i1 veli¢ini uzorka.

Operacijske zahvate radili su iskusni kirurzi koriste¢i isklju¢ivo nize navedenu operacijsku
tehniku $to je homogeniziralo uzorke. Sva mjerenja radio je mali broj iskusnih djelatnika Sto je

omogucilo optimalne uvjete ispitivanja.

4.2.2. Postupci

4.2.2.1. Operacijske tehnike:

1. Operacije idiopatskog CTS-a izvodene su u blijedoj stazi i lokalnoj anesteziji (2% Lidocain).
Incizijom koZe 1 potkoZzja u obliku slova S pristupilo bi se na srediS$nji Zivac u predjelu
volarne strane distalne podlaktice, tj. proksimalnog ulaza u karpalni tunel. Nakon mjerenja
debljine TCL-a (koriste¢i ravnalo s milimetarskom skalom) uradila bi se ekscizija dijela
TCL-a u Sirini od 2 mm za patohistolosku analizu (formalin) i1 za analizu mRNA 1 proteina
(tekuci dusik).

2. Operacije Dupuytrenove kontrakture izvodene su u blijedoj stazi. Incizijom koZe i potkoZja
na dlanu 1 prstima odstranile bi se fibrozne promjene iz dlana i prstiju zajedno s dijelom
TCL-a, koji je bio fizi€ki povezan s tim promjenama 1 to za patohistoloSku analizu
(formalin), te za analizu mRNA i proteina (tekuci dusik).

3. Operacije na maternici izvodene su kroz laparotomijski rez tijekom kojih bi se odvojio uterus
od susjednih struktura (tijekom histerektomije), pri ¢emu bi se prikupio komadi¢ Siroke

maternicne sveze (lat. ligamentum latum uteri) za analizu mRNA i proteina.
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4.2.2.2. Tehnike mjerenja sistemskih upalnih biljega i vremena krvarenja

1. Broj leukocita i diferencijalna krvna slika (DKS) odredivani su multiparametarskim
hematoloskim analizatorom ADVIA 2120 (Siemens Healthcare).

2. Sedimentacija eritrocita (SE) odredivana je metodom po Westergreenu 1 izrazena je u mm/h.

3. Koncentracija C reaktivnog proteina u krvi (CRP) odredivana je imuno-turbidimetrijskom
metodom na biokemijskom analizatoru OLYMPUS (Latex test), a rezultati su izrazeni u
mg/L.

4. Koncentracija fibrinogena u krvi se odredivala Multifibren U Testom (Siemens), a rezultati
su izrazeni u g/L.

5. Vrijeme krvarenja izraCunavano je modificiranom metodom po Dukeu na nacin da bi se
probila jagodica cetvrtog prsta 1-2 mm dubokim rezom i mjerilo bi se vrijeme dok se

krvarenje ne bi zaustavilo.

4.2.2.3. Masena spektrometrija (MS)

Bjelancevine (100 pg) koje su izolirane iz TCL-a su podijeljene na 1D NuPAGE Bis-Tris 4%—
12% gradient gel (Invitrogen). Nakon razdvajanja gel se prereze u 10 kriski te se ucini digestija
tripsinom [46]. Tako dobivena mjesSavina peptida analizirana je nano-LC_MS metodom koriste¢i
LTQ Orbitrap XL maseni spektrometar (Thermo Fisher Scientific). Dobiveni podatci MS spektra
analizirani su uz pomo¢ softverskog paketa MaxQuant [47] - verzija 1.2.2.9. MS/MS spektri
pretrazivani su uz pomo¢ Andromeda softverskog pretrazivaca koriste¢i humanu bazu podataka -

ipi. HUMAN.v.3.84 [48].

4.2.2.4. Imunohistokemija

Nakon fiksacije tkivo je bilo uklopljeno u parafin 1 narezano u sekcije debljine 5 um. Nakon
deparafinizacije sekcije su bile tretirane protutijelima specificnim za fibrinogen i transtiretin.
Nakon inkubacije preko no¢i primarna protutijela su uklonjena puferom PBS, a sekcije tretirane
sa sekundarnim protutijelom koje je bilo obiljeZzeno enzimom horseradish peroxidase (HRP).
Zatim je na sekcije primijenjen diaminobenzidin (DAB) koji je supstrat za HRP. Slajdovi sa
sekcijama su zatim obojeni hematoksilinom, a intenzitet smedeg obojenja (koje poti¢e od DAB-

a) kao pokazatelj prisutnosti proteina utvrden je koriStenjem Axiovision mikroskopa (Carl Zeiss).
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Bojanje sekcija metodom Congo red je standardna procedura za dokazivanje amiloidnih
nakupina [49]. Nakon bojenja sekcije su analizirane polarizacijskim mikroskopom, a amiloidni

depoziti su pokazivali karakteristicno zeleno obojenje.

4.2.2.5. Western blot, imunoprecipitacija (IP) i protutijela.

Tkivo TCL-a je homogenizirano u Trizolu (Invitrogen), a proteini su izolirani nakon $to su iz
tkiva izdvojene molekule mRNA i DNA, a prema protokolu firme Invitrogen
(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/productnotes/F_Trizol%20and%20Trizol %20LS-
041018-RD-TL-HL0506021.pdf). Nakon izolacije proteini su otopljeni u puferu za liziranje (50
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA and 0.5% NP40, pH 7.4) koji je sadrzavao proteazne
inhibitore. Proteinski lizati su razluceni elektroforezom, metodom SDS-PAGE, te su analizirani s
protutijelima protiv fibrinogena, transtiretina i a-synucleina u postupku koji se zove western blot
[50]. Za imunoprecipitacijski pokus proteinski lizati su inkubirani preko no¢i s odgovarajuéim
protutijelom na 4°C, a nakon toga su proteinske interakcije analizirane metodom western blot.
Protutijela koja su se koristila u ovoj studiji su: anti-fibrinogen (Abcam, ab34269), anti-TTR
(DAKO, A0002), anti-alpha-Synuclein (Invitrogen, LB509), te sekundarno protu-misje
protutijelo (BioRad, 170-6516), te protu-zecje protutijelo (Daco, P0448). Sekundarna su

protutijela bila obiljezena s HRP-om.

4.2.2.6. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-PCR), sekvenciranje
gena kandidata i analiza polimorfizma jednog nukleotida (SNP)

Glasnicka RNA molekula (mRNA) izolirana je iz homogeniziranog smrznutog tkiva s Trizolom
(Invitrogen) koriste¢i protokol koji je naveden u sekciji 4.2.2.5. Komplementarna DNA (cDNA)
je generirana s oligo dT polimerima i reverznom transkriptazom (High Capacity cDNA Reverse
Transcription KIT, Applied biosystem) prema uputama proizvodaca. Dobivena cDNA je
uklju¢ena u RT-PCR reakciju u kojoj su koriStene specificne zaCetnice (engl. primers) i
kemikalije potrebne za RT-PCR reakciju - SYBR Green PCR Master MIX (Applied Biosystem).
Analiza je napravljena na instrumentu Applied Biosystem 7500. Sekvence zacetnica koriStene za

RT-PCR analizu bile su:
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CTTTCTGAACACATGCACGGCCAC 1 TCCTTCAGCTAGAAAGTCACCTT za FGA;
TCTCATTCAACCTGACAGTTCTG i CCATTTCCTGCCAAAGTCAAC za FGB;
CGATGGGTCTGGAAATGGATG 1 CATATGGGATGGCAGACTGTG za FGG;
AAGGTGACCTCCAAGTGTGG i GGACGTGGGTGATATTGTCC za MAPT;
CTGCTGCTGAGAAAACCAAA i CTCCTTGGTTTTGGAGCCTA za SNCA;
GCACACCCTAAAGCATTTCG i CGCTCATAAATCACACGGAGG za APP;
TTGCTGGTCACATTCCTGG i AGGTAATCCCAAAAGCGACC za APOE;
TCAAAGTTCTAGATGCTGTCCG i1 CTTTCTGAACACATGCACGGCCAC za TTR;
CCCATTGTTCCCGGTTTCC i AATTGCTCTGGTCACTTCTCC za PECAM;
AAAAGATCTACATCCACCCCAG i CCACGTCTCCTTCAGGTTG za F2;
GCAAAATGTGAGGAGGACGA i TTCCATTCCCAGTCTTGCAC za PLG;
TGGAGGTGCTTCTCATGCAA i AATGGCAGAATTTGGCTGTTTG za RPS23.
Razina izrazaja RPS23 gena koriStena je za normalizaciju izraZaja testiranih gena. Reakcije su
izvedene u duplikatima, a izraun razine genskog izrazaja utvrden je koriStenjem uobicajene
formule F= 2"(ACt); gdje je (F) veli¢ina promjene (engl. fold change), a ACt je razlika izmedu
srednje vrijednosti Ct (engl. threshold cycle) ciklusa RT-PCR reakcije u kojemu se dosegne
zadani prag vrijednosti za RPS23 i srednje Ct vrijednosti za testirani gen [51].

Za analizu sekvence gena kandidata dizajnirane su zacetnice prema GenBank referencama i to:
NG_008832.1 (FGA), NG_008833.1 (FGB), NG_008834.1 (FGG), NG_011640.1 (IL6) 1
NG_009490.1 (TTR). Dobiveni produkti sekvencirani su na ABI 3730 instrumentu (Applied
Biosystems) te su analizirani pomocu Seqman softvera (DNASTAR Lasergene). Za
genotipizaciju dvaju SNP (engl. single nucleotide polymorphism) polimorfizama u promotorskoj
regiji gena za fibrinogen B koriStene su zacetnice: 5'-GGGTCTTTCTGATGTGTATTTTTCA-
3" 1 5-GGGAAGTTAGGGCACTCCTC-3" za  SNP rs 1800790 (455 G/A); te 5'-
CGGAGCTTGTGTAGTTTCCA-3" 1 5-TTGGTTCACTTGTTGGCTGA-3 za SNP rs 1800787
(-148 C/T). Dobiveni PCR proizvodi su pocijepani s restrikcijskim enzimma Haelll and HindIII,

a dobiveni fragmenti su analizirani na 3% - om agaroznom gelu obojenom etidium bromidom.
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4.2.2.7. Statisticka analiza

Za izracun veli¢ine uzorka koriStena je Lehrova jednadzba uz zadane vrijednosti o=0,05
(pogreska vrste 1) 1 f=0,1 (pogreska vrste II). Veli¢ina uzorka temelji se na promjeni razine
fibrinogena izmjerenog u prikupljenim uzorcima i to u 71 bolesnika s ICTS-om, te u 68
kontrolnih ispitanika. Prema Lehrovoj jednadzbi, minimalan broj ispitanika iznosi 11 (uz
navedenu razinu znacajnosti od 0,05 i snagu testa od 90%). Razina znacajnosti utvrdena je

Student t-testom koji je slobodno dostupan na internet adresi http://studentsttest.com. Vrijednosti

p < 0,05 prihvacane su kao statisticki znacajne.

4.3.Materijali
1. ADVIA 2120 - analizator za odredivanje leukocita
2. OLYMPUS 2700 - instrument za odredivanje CRP-a
3. BCS-XP - analizator za odredivanje fibrinogena
4. Single Step cDNA kit, BioRad
5. Primer Express 3 program za dizajniranje zacetnica
6. SybrGreen (BioRad) — kemikalija za QT-PCR
7. Aplied Biosystems 7500 — QT-PCR instrument
8. Olympus BX 40 — mikroskop
9

. Orbitrap LC/MS (ThermoScientific) — instrument za analizu proteina
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S. REZULTATI

U studiji je analizirano 71 ispitanika s ICTS-om 1 68 kontrolnih ispitanika. Prosjecna zivotna dob
ispitanika bila je 57 godina. Zene su ¢inile oko 80% ispitanika (Tablica 1). Dijagnoza ICTS-a
temeljena je na anamnestickim podatcima i klinickim simptomima, a u svakog ispitanika bila je
potvrdena elektroneurografijom kojom su odredivane brzina provodenja i latencija zivéanog
impulsa. Pacijenti s povecanom latencijom provodenja ziv€anih impulsa su dijagnosticirani kao

ICTS.

Prije operacije svim ispitanicima je odredena koncentracija upalnih parametara u krvi (SE, CRP,
L, DKS, fibrinogen), te je pronadeno da je koncentracija fibrinogena u plazmi znacajno povecana
u ispitanika s ICTS-om u odnosu na kontrolne ispitanike (Slika 3) i to jednako kod Zenskih i

muskih ispitanika (Slika 4).

p<107
4.50
4.00 |
) 3.50
—
D 300
GCJ. 2.50
o
o 200
=
E 1.50
L o0
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ICTS Kontrola

Slika 3. Koncentracija fibrinogena u plazmi ispitanika s ICTS-om i kontrolnih ispitanika.
Koncentracija fibrinogena je visa u ispitanika s ICTS, nego u kontrolnih osoba (3,94 g/L prema 3,22 g/L;
p <107).
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Slika 4. Koncentracija fibrinogena u plazmi u Zena i muskaraca oboljelih od ICTS-a i kontrolnih
ispitanika. A. Koncentracija fibrinogena u plazmi Zena oboljelih od ICTSa visa je od koncentracije u
kontrolnih ispitanica (3,94 g/L prema 3,22 g/L; p < od 107). B. Koncentracija fibrinogena u plazmi

muskarca oboljelih od ICTS visa je od njegove koncentracije u kontrolnih ispitanika (3,95 g/L prema 3,22
g/L; p < 10?).

Koncentracija fibrinogena u plazmi bila je poviSena iznad referentne vrijednosti od 3,5 g/L u
73% bolesnika s ICTS-om dok je kod 27% kontrolnih ispitanika koncentracija fibrinogena u
plazmi bila iznad referentne vrijednosti od 3,5 g/L (Slika 5).

p<10+
100%
80%
60%
. 2359/l
40% <359/l

20%

0%

ICTS  Kontrola

Slika 5. Udio ispitanika s poviSenom koncentracijom fibrinogena u plazmi. PoviSene vrijednosti

fibrinogena u krvi (vece od 3,5 g/L) ima ve¢i udio bolesnika s ICTS-om u odnosu na kontrolne ispitanike
(73% prema 27%; p < 10%).
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PoviSena razina fibrinogena remeti elektrostatske osobine i sedimentaciju eritrocita [52], stoga je
kod svih ispitanika odredivana sedimentacija eritrocita (SE). Kod bolesnika s ICTS-om
pronadena je ubrzana SE u odnosu na kontrolne ispitanike, $to je u skladu s nalazom poviSene
razine fibrinogena u plazmi. Sedimentacija eritrocita je bila u granicama referentnih klinickih
vrijednosti i kod bolesnika s ICTS-om i u kontrolnih bolesnika, ali je u bolesnika s ICTS-om bila

znacajnije brza nego u kontrolnih ispitanika (Slika 6).

p<10

Sedimantacija eritrocita (mm/h)

ICTS Kontrola

Slika 6. Brzina sedimentacije eritrocita u ispitanika s ICTS-om i kontrolnih ispitanika.
Sedimentacija eritrocita brza je kod ispitanika s ICTS-om nego u kontrolnih ispitanika (14,10 mm/h
prema 8,97 mm/h; p < 10*).
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Porast brzine SE kod ispitanika s ICTS-om jednak je i kod muskaraca i kod Zena (Slika 7).
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Slika 7. Brzina sedimentacije eritrocita u Zena i muSkaraca oboljelih od ICTS-a i kontrolnih
ispitanika. A. Brzina sedimentacije eritrocita u Zena oboljelih od ICTS-a je veéa nego u kontrolnih
ispitanica ( 14,13 mm/h prema 9,50 mm/h; p < 107). B. Brzina sedimentacije eritrocita u muskaraca
oboljelih od ICTS-a veéa je nego u kontrolnih ispitanika (14,00 mm/h prema 7,00 mm/h; p < 102)

Fibrinogen je klju¢an ¢imbenik zgruSavanja krvi (faktor I) stoga smo testirali utjece li poviSena
razina fibrinogena kod osoba s ICTSom na vrijeme krvarenja [53]. PoviSena razina fibrinogena u
krvi u bolesnika s ICTS-om je bila povezana s kra¢im vremenom krvarenja u odnosu na

kontrolne ispitanike (Slika 8).
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Slika 8. Vrijeme krvarenja u ispitanika s ICTS-om i kontrolnih ispitanika. Vrijeme krvarenja kod
osoba oboljelih od ICTS-a je kra¢e nego u kontrolnih ispitanika (79,88 sec prema 104,08 sec; p < 107).

Ti podatci ukazuju da su hemostatske sposobnosti fibrinogena u bolesnika s ICTS-om normalne.

Da bi se odredilo je li poviSena razina fibrinogena u krvi i ubrzanija SE u bolesnika s ICTS-om
pokazatelj sistemskih upalnih zbivanja ispitani su 1 drugi biljezi sistemske upale i to C reaktivni
protein (CRP) 1 leukociti. Razina CRP-a 1 broj leukocita u krvi ispitanika s ICTS-om nije
promijenjena u odnosu na referentne vrijednosti kao i kontrolne ispitanike (Slika 9A, B).
Takoder nisu pronadena razlike medu podvrstama leukocita (limfociti, bazofili, neutrofili,

eozinofili 1 monociti), u tzv. diferncijalnoj krvnoj slici (Slika 9 C-G).
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Slika 9. Analiza sistemskih upalnih biljega u bolesnika s ICTS-om i kontrolnih ispitanika. A.
Koncentracija CRP-a nije razli¢ita izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika (2,76 mg/L prema
2,07 mg/L; p = 0,13). B. Broj leukocita nije razli¢it izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika
(6,5107 x 10°/L prema 6,5154 x 10°/L; p = 0,99). C. Broj limfocita nije razli¢it izmedu osoba s ICTS-om i
kontrolnih ispitanika (2,43 x 10°/L prema 3,01 x 10°/L ; p = 0,46). D. Broj bazofila nije razli¢it izmedu
osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika (0,06 x 10°/L prema 0,08 x 10°/L; p = 0,28). E. Broj neutrofila
nije razli¢it izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika (5,78 10°/L prema 5,59 10°/L ; p = 0,92). F.
Broj eozinofila nije razli¢it izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika (0,12 x 10°/L prema 0,18 x
10°/L; p = 0,80) . G. Broj monocita nije razli¢it izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika (0,50 x

10°/L prema 0,62 x 10°/L; p = 0,50).
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Izneseni rezultati ukazuju na specificnu funkciju fibrinogena u patogenezi ICTS-a, a ne na
njegovu ulogu sistemskog upalnog biljega kod ispitanika s ICTS-om.

Kako bi utvrdili eventualne genetske faktore povezane s poviSenom razinom fibrinogena u
plazmi sekvencirane su promotorske regije, kodiraju¢i egzoni i pripadajuce egzon-intron granice
na sva tri gena za fibrinogen (FGA, FGB i FGG), te u genima za TTR i IL-6 u tri ispitanika s
visokom koncentracijom fibrinogena u plazmi koji su bolovali od ICTS-a. Nije pronadena ni
jedna patogena alteracija u testiranim genima. Nadalje, testirani su polimorfizmi u genu za
fibrinogen za koje je poznato da su povezani s poviSenjem koncentracije fibrinogena u plazmi.
Testirana su dva najceS¢e proucavana polimorfizma i to -148CT i -455GA, a koji se nalaze u
promotorskoj regiji gena za fibrinogen B [54]. Medutim nije pronadena povezanost izmedu tih

polimorfizama i ICTS-a (Slika 10).

A B

FGB SNP rs1800790 (455G/A) FGB SNP rs1800787 (-148CIT)

C/IC CMT T/  Brojispitanika  MAF

G/G G/A A/A  Brojispitanika  MAF

TS rE—— %0 027 ICTS 20 3% 8 64 0.41
Kotola 41 36 5 82 0.8 Koniola 25~ 52 5 82 0.38
FGB SNP rs1800790 (45SGIA) FGB SNP rs1800787 (-148(:”)

100% 100% 1
80% 1 80% 1
60% 60% 1 =
ocim
40% 1 40% 1 RLL
20% 1 20% 1
0% - 0% -

ICTS KONTROLA ICTS KONTROLA

Slika 10. Analiza SNP polimorfizama promotorske regije gena za fibrinogen B (FGB). A. Analiza
SNP-a rs 1800790 nije pokazala razlike u zastupljenosti triju genotipova (A/A, G/A i G/G) izmedu osoba
s ICTS-om i kontrolnih ispitanika. B. Analiza SNP-a rs 1800787 nije pokazala razlike u zastupljenosti
triju genotipova (T/T, C/T i C/C) izmedu osoba s ICTS-om i kontrolnih ispitanika. MAF - minor allele
frequency.
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Prijasnje studije dovode u vezu amiloidogeni¢nu mutaciju V30M u genu za transtiretin s ICTS-
om [55]. U ovoj studiji niti jedan ispitanik s ICTS-om nije bio pozitivan na mutaciju V30M (ti
negativni rezultati nisu prikazani slikom).

Povisena koncentracija fibrinogena u plazmi ispitanika s ICTS-om potaknula je razmatranje o
mogucoj ulozi fibrinogena u patoloskim promjenama u tkivima karpalnog tunela, naroc¢ito TCL-
a.

U ovoj studiji mjeren je izrazaj upalnih biljega u tkivu TCL i to interleukin 6 (IL-6), interleukin
1 beta (IL-1p), interleukin 17 ( IL-17) i faktor tumorske nekroze alfa (engl. tumor necrosis factor
a - TNFa), ali nije pronadeno poviSenje njihovog izrazaja. Takoder rezultati patohistoloske
analize tkiva TCL-a nisu pokazali znakove lokalnih upalnih promjena (ti negativni rezultati nisu
prikazani slikom).

Tijekom operacije ispitanika s ICTS-om primijeceno je da je TCL zadebljan. Izmjerene su
debljine TCL-a kod svih ispitanika s ICTS-om, a srednja vrijednost je iznosila 5,2 mm za razliku
od normalne debljine TCL koja prema navodima u literaturi iznosi 3 mm [56]. Nadalje,
imunohistokemijskom analizom TCL-a otkriveni su depoziti fibrinogena (Slika 11 A). Prisutnost
fibrinogena u TCL-u ispitanika s ICTS-om takoder je potvrdena western blot metodom (Slika 11

B) 1 masenom spektrometrijom (Tablica 2).
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Slika 11: Nakupine fibrinogena u transverzalnom karpalnom ligamentu. A. Imunohistokemijska
detekcija nakupina fibrinogena u TCL-u osoba s ICTS-om (smeda obojenost tkiva). Umjereno
nakupljanje fibrinogena vidljivo je u jetrenom tkivu (pozitivna kontrola), dok je odsutno u TCL-u
kontrolnih ispitanika (s Dupuytrenovom kontrakturom), kao i u negativnoj kontroli (uzorak bez
primarnog protutijela). B. Western blot nalaz prisutnosti fibrinogena u proteinskim lizatima razlicitih
tkiva. Pozitivan signal prisutnosti fibrinogena vidljiv je u plazmi (pozitivna kontrola) kao i u TCL-u
bolesnika s ICTS-om, dok je gotovo potpuno odsutan u tkivu mokra¢nog mjehura (negativna kontrola) te
u Sirokoj materni¢noj svezi (lat. ligamentum latum uteri-LLU). Koli¢ina proteina ujednacena je prema
razini aktina (o-aktin).
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Analizom lizata tkiva TCL-a masenom spektrometrijom identificirana su sva tri polipeptidna
lanca fibrinogena, ali je takoder otkrivena nazo¢nost mnogih bjelancevina sklonih agregaciji, a
koje su povezane s neurodegenerativnim bolestima ukljucuju¢i Alzheimerovu i Parkinsonovu
bolest (Tablica 2). Tako su u lizatu tkiva TCL-a otkriveni: a-sinuclein, huntingtin, prion protein,

transtiretin, superoksid dismutaza 1 i drugi.

Tablica 2. Proteini skloni agregiranju pronadeni masenom spektrometrijom u uzorcima TCL kod
osoba s ICTS.

Protein Simbol

Fibrinogen o FGA

Fibrinogen 3 FGB

Fibrinogen y FGG

a-sinuclein SNCA

Transtiretin TTR

Serum amiloid A4 SAA4
Apolipoprotein E, A1/2, B, C APOE, APOA1/2, APOB, APOC, itd.
Gelsolin GSN

Superoksid dismutaza 1 SOD1

Huntingtin HTT

Prionski protein PRNP

Cistatin A, B, C CSTA,CSTB, CSTC
Mikrotubulima-pridruZeni protein 4 MAP4

PokuSavaju¢i utvrditi porijeklo fibrinogena i drugih proteina koji su prisutni u TCL-u, metodom
RT-PCR ustanovljeno je da fibrinogenski gen nije aktivan u tkivu TCL-a (Slika 12). To upucuje
na zakljucak da fibrinogen koji se odlaze u TCL-u vjerojatno potjeCe iz plazme (i sintetizira se u

jetri).
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Slika 12: Razine izraZaja gena u TCL-u, ¢iji proteini stvaraju proteinske depozite. Razina izrazaja
triju fibrinogenskih gena, te vise gena koji sudjeluju u stvaranju proteinskih agregata u tkivu TCL-a osoba
s ICTS-om, Dupuytrenovom kontrakturom, te u HelLa stani¢noj liniji. Relativni porast izrazaja gena
utvrden je s obzirom na izrazaj ribosomalnog gena RPS23. FGA - fibrinogen alfa; FGB - fibrinogen beta;
FGG - fibrinogen gama; MAPT — mikrotubulima pridruzeni protein tau (engl. microtubule associated
protein tau) ; SNCA - alfa sinuclein; APP — amiloidni prekusorski protein (engl. amyloid precursor
protein); APOE - apolipoprotein E; TTR — transtiretin; PECAM - trombocitna/endotelna stanicna
adhezijska molekula 1(engl. platelet endothelial cell adhesion molecule 1; PLG — plazminogen; F2 —
trombin.

Iako u TCL-u nije pronadena ekspresija gena za fibrinogen postoji umjerena razina izraZaja vise
proteina koji stvaraju proteinske agregate (Slika 12). Depoziti transtiretina u transverzalnom
karpalnom ligamentu potvrdeni su imunohistokemijskom analizom (Slika 13 A). Amiloidna
priroda depozita u TCL-u, bolesnika s ICTS-om potvrdena je Congo red bojenjem koje je
specifi¢no za amiloid (Slika 13 B) [49]. Nazo¢nost TTR-a 1 bjelancevine koja stvara proteinske
agregate u Parkinsonovoj bolesti - o-synucleina u tkivu TCL-a potvrdena je western blot

metodom (Slika 13 C). TTR je vidljiv kao monomer, ali i kao dimer i tetramer.
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Slika 13: Depoziti transtiretina i amiloida u TCL ispitanika s ICTS-om. A. Imunohistokemijska
detekcija transtiretina u TCL-u osoba s ICTS-om. B. Congo red bojenje tkiva TCL-a bolesnika s ICTS-
om, zelena obojenost tkiva pod polarizacijskim mikroskopom dokazuje amiloidnu prirodu depozita. C.
Western blot analiza prisutnosti transtiretina i fibrinogena u proteinskim lizatima razli¢itih tkiva.
Pozitivan signal prisutnosti transtiretina vidljiv je u svim analiziranim tkivima, dok je prisutnost
fibrinogena primarno prisutna u TCL-u osoba s ICTS-om i u plazmi. Koli¢ina proteina ujednacena je
prema razini aktina (a-aktin). o-TTR — anti-transtiretin, o-FB — anti fibrinogen, LLU — ligamentum latum
uteri, ICTS — idiopatski sindrom karpalnog tunela.

Interakcija dvaju proteina obi¢no sugerira njihovu zajednic¢ku funkciju. Tako je nedavna studija
pokazala interakciju fibrinogena s B-amyloidom [43] pa smo u ovoj studiji testirali mogucéu
interakciju izmedu fibrinogena i drugih proteina sklonih agregaciji, a koje smo pronasli u TCL-u
bolesnika s ICTS-om. Budu¢i se imunoprecipitacija smatra najboljom metodom za pokazivanje
interakcije proteina [51] mi smo imunoprecipitacijom potvrdili interakciju endogenog
fibrinogena s a-synucleinom i TTR-om u lizatima TCL-a dobivenih od ispitanika s ICTS-om

(Slika 14).
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Slika 14. Interakcija fibrinogena s transtiretinom i a-synucleinom. A. Tri proteinska lizata TCL-a od
razli¢itih ispitanika s ICTS-om analizirana su imunoprecipitacijom (IP) s anti-fibrinogenskim
protutijelom. Nakon toga su proteini u interakciji detektirani s anti-fibrinogenskim (a—FG), anti-
transtiretinskim (a—TTR) 1 anti- a-synuclein (a—Syn) protutijelima. TCL — tkivni lizat; Post IP —
supernatant TCL lizata nakon izdvajanja imunoprecipitiranih proteina. IgG — teski i laki lanac protutijela
koriStenih za IP. B. Proteinski lizat TCL-a osoba s ICTS-om i Dupuytrenovom kontrakturom su
analizirani imunoprecipitacijom koriste¢i pre-imunizirani zecji serum (IP Ctrl), te anti-fibrinogensko
(IPaFG), anti- a-synucleinsko (IPaSyn) ili anti-transthyretinsko (IPaTTR) protutijelo i analizirani s oFG
ili aTTR protutijelima. TCL — engl. transversal carpal ligament.
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Premda je ranije pokazana interakcija TTR-a s fibrinogenom [44] ova studija po prvi puta
izvjescuje o interakciji a-synucleina i fibrinogena. Zbog svoje interakcije s -amyloidom, TTR-
om [43, 45] i a-synuclein-om fibrinogen bi mogao imati vaznu ulogu u patogenezi razlicitih

neurodegenerativnih bolesti.
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6. RASPRAVA

U ovoj je studiji po prvi put pokazana povezanost poviSene koncentracije fibrinogena u plazmi s
idiopatskim sindromom karpalnog tunela. PoviSena razina fibrinogena u plazmi udruZena je s
razli¢itim bolestima ukljucuju¢i aterosklerozu, upalne bolesti zglobova, trombotske bolesti i
multiplu sklerozu, a te su povezanosti uglavhom temeljene na proupalnim osobinama
fibrinogena [40]. Rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da je proagregacijsko, a ne proupalno,
svojstvo fibrinogena vazno u patogenezi ICTS-a.

Regulacija razine fibrinogena u plazmi je kompleksna i regulirana je genetskim i okoliSnim
¢imbenicima u otprilike istoj mjeri [41, 57]. Najvazniji genetski elementi koji reguliraju
ekspresiju gena za fibrinogen nalaze se u proksimalnoj promotorskoj regiji gena FGB koji kodira
Bp lanac fibrinogena. Bf3 lanac fibrinogena (FGB) je glavni ogranicavajuéi ¢imbenik sinteze
fibrinogena, te je u njegovoj promotorskoj regiji viSe polimorfizama koji reguliraju izrazaj tog
gena [58]. Polimorfizam -455G/A (rs1800790) povezan je s visokom razinom fibrinogena u
plazmi kao i polimorfizam -148C/T (rs1800787) koji takoder ima vaznu regulatornu ulogu [59,
60, 61]. Kao najocitiji kandidati odgovorni za povisenu razinu fibrinogena koju smo uocili medu
ispitanicima s ICTS-om, testirana su ta dva polimorfizma ali nije utvrdena njihova povezanost s
ICTS-om. Medutim, zabiljezena je visoka prevalencija (rasprostranjenost) tih alela u nasih
ispitanika, kako u osoba s ICTS-om tako i u kontrolnih ispitanika. Postoje genetski tj. obiteljski
oblici sindroma karpalnog tunela od kojih su neki uzrokovani amiloidogeni¢kom mutacijom
V30M u genu za transtiretin [55, 62]. Medutim nijedan ispitanik s ICTS-om, a koji je bio
ukljucen u naSu studiju nije imao tu mutaciju. Rezultati provedenog istrazivanja pokazuju da,
ako je podrijetlo ICTS-a u bolesnika uklju¢enih u ovu studiju genetsko, to je zbog mutacija u
genima za fibrinogen koje nisu testirane u ovoj studiji ili je genetski ¢imbenik prisutan u nekom
od gena koji regulira biosintezu fibrinogena [41].

Osim povisene koncentracije fibrinogena u plazmi, ovim istrazivanjem je pronadeno da bolesnici
s ICTS-om imaju depozite fibrinogena u TCL-u, vezivnoj strukturi koja pokriva palmarnu stranu
karpalnog tunela. To je prvi put da su depoziti fibrinogena pronadeni kao primarna abnormalnost
fibrinogena koja je udruzena s nekom odredenom boles¢u. U ispitanika s ICTS-om TCL je bio
otprilike 50% deblji nego u zdravih pojedinaca §to je mozda dijelom uzrokovano povecanim

odlaganjem fibrinogena. Budu¢i da u TCL-u nismo otkrili de novo sintezu fibrinogena,
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pretpostavljamo da depoziti fibrinogena u TCL-u potjecu od fibrinogena koji se sintetizira u jetri
1 oslobadaju u plazmu, te potom odlazu u TCL. Depoziti fibrinogena u TCL-u su pozitivni na
bojanje metodom Congo red $to upucuje na amiloidni karakter tih depozita [49]. Prilikom
nastanka krvnog ugruska fibrinopeptidi A i B odcjepljuju se od Ao i Bf lanaca fibrinogena
stvarajuci tako fibrinske monomere koji se potom spontano polimeriziraju u netopljiva fibrinska
vlakna koja tvore mreZicu krvnog ugruSka [63]. Spontana neenzimatska polimerizacija fibrina
bitna je za formiranje ugruska ali moZe biti pokrenuta i bez potrebe za hemostazom. Fibrinski
monomeri poprimaju konformaciju B-ploc¢e koja tvori mrezu fibrinskih B-ploc¢a koje su sli¢ne
strukturama koje postoje u amiloidnim proteinskim agregatima [64, 65].

Sposobnost fibrinogena da se spontano talozi u pojedina tkiva je pokazana kod transgenetskih
miSeva s prekomjernim izrazajem fibrinogenskog gena. Kod tih miSeva prisutna je poviSena
razina fibrinogena u plazmi te su prisutni depoziti fibrinogena u slezeni $to ukazuje da povecana
koncentracija fibrinogena u plazmi moze dovesti do spontanog taloZenja fibrinogena u ta tkiva
[66]. Talozenje fibrinogena pronadeno je u stijenci krvnih Zila u transgeni¢cnom modelu misa za
Alzheimerovu bolest [67] ali i u krvnim Zilama mozga osoba oboljelih od Alzheimerove bolesti
[68]. Zbog svega navedenog razumno je pretpostaviti da se fibrinogen u plazmi bolesnika s
ICTS-om moze taloziti u tkivo TCL-a. Pored fibrinogena, u tkivu TCL-a u ispitanika s ICTS-om
pronadeni su mnogi proteini koji su skloni agregaciji, a koji se pronalaze u depozitima bolesnika
s razli¢itim neurodegenerativnim bolestima [44]. Nedavno je pokazano da 3-amiloid, protein koji
se nalazi u agregatima kod bolesnika s Alzheimerovom boleS¢u, stupa u interakciju s
fibrinogenom, te da utjeCe na njegovu sposobnost formiranja oligomera i fibrinskih ugrusaka
[43]. Genetskim ili farmakoloskim smanjenjem koncentracije fibrinogena u plazmi smanjuje se
njegovo taloZenje u tkivima te progresija Alzheimerove bolesti §to ukazuje da je fibrinogen
vazan ¢imbenik razvoja te bolesti i da je sklon stvaranju agregata i nakupina [45, 67].

Pokazalo se je da fibrinogen stupa u interakciju s TTR-om, koji je glavni sastojak vlakana
amiloida koji je pronaden u obiteljskoj amiloidoi¢noj polineuropatiji. Stovise, ista studija
pokazala je da fibrinogen ima Saperonu slicnu aktivnost koja je ometena njegovom
glikolizilacijom [44]. U ovoj studiji potvrdili smo interakciju izmedu TTR-a i fibrinogena te
otkrili interakciju izmedu fibrinogena i o-sinukleina, koji je glavni sastojak agregata prisutnih u
Parkinsonovoj bolesti. Podatci iz ove studije kao i ranije objavljeni rezultati jasno pokazuju

sposobnost fibrinogena da stupa u interakcije s razli¢itim bjelancevinama koje su ukljucene u
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tzv. bolesti krivo smotanih bjelanc¢evina i neurodegenerativne bolesti kao i sposobnost da s tim
proteinima stvara zajednicke agregate.

Sklonost fibrinogena da se spontano agregira i njegova interakcija s proteinima koji sudjeluju u
razvoju neurodegenerativnih bolesti jasno govore da fibrinogen igra aktivnu ulogu u razlic¢itim
agregatopatijama, te je buduce istrazivanje tih svojstava fibrinogena od velike vaznosti za
razumijevanje tih bolesti. Budu¢i da je kod bolesnika s ICTS-om pronadena poviSena razina
fibrinogena u krvi, fibrinogenski depoziti u TCL-u kao i nazocnost drugih proteina sklonih
agregaciji mozda se ICTS moze svrstati u grupu agregatopatija. Nadalje, na zivotinjama studije
pokazuju da bi smanjivanje razine fibrinogena u krvi mozda moglo imati povoljne terapijske

ucinke 1 kod oboljelih od ICTS-a.
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7. ZAKLJUCCI

Studija je povezala idiopatski sindrom karpalnog tunela (ICTS) i poviSenu razinu fibrinogena u

krvi, te njegovo taloZenje u transverzalnom karpalnom ligamentu (TCL). Nadalje, rezultati

studije sugeriraju aktivnu ulogu fibrinogena u bolestima povezanim s odlaganjem amiloida,

poput neurodegenerativnih bolesti.

U studiji je pronadeno:

Povisena koncentracija fibrinogena u plazmi oboljelih od ICTS-a;

U plazmi ispitanika nisu pronadene poviSene vrijednosti drugih sistemskih upalnih
biljega (CRP i leukociti);

Fibrinogen se odlaze u tkivu transverzalnog karpalnog ligamenta oboljelih od ICTS-a;
Depoziti prisutni u TCL imaju amiloidni karakter;

U TCL depozitima, osim fibrinogena, pronadeni su i mnogi proteini koji stvaraju
agregate, a koji se nalaze u agregatima neurodegenerativnih bolesti;

U tkivu TCL-a nije pronadeno prepisivanje fibringenskih gena, dok je utvrdena
transkripcijska aktivnost gena koji sudjeluju u patogenezi neurodegenerativnh bolesti;
Pronadeno je da fibrinogen stupa u interakciju s a-synucleinom, proteinom koji se talozi
u Parkinsonovoj bolesti;

Potvrdene su ve¢ poznate interakcije fibrinogena s [-amiloidom i transtiretinom,
proteinima koji se taloZe u neurodegenerativnim bolestima;

Razlog za poviSenje razine fibrinogena u osoba s ICTS-om nije polimorfizam -455G/A
(rs1800790) i1 -148C/T (rs1800787), koji se nalaze u promotoru gena za fibrinogenski
polipeptid B (FGB), a koji su najceS¢i uzrok poviSenja koncentracije fibrinogena u
plazmi;

U 3 testirana pacijenta s ICTS-om, koji su imali poviSenu razinu fibrinogena u plazmi
nisu pronadene mutacije u cijelom genu za fibrinogen (FGA, FGB i1 FGG), kao ni u
genima za interleukin-6 i transtiretin;

U pacijenata s ICTS-om pronadeno je skra¢eno vrijeme krvarenja, vjerojatno zbog

poviSene koncentracije fibrinogena.

38



8. SAZETAK

UVOD. Idiopatski sindrom karpalnog tunela (ICTS) je najucestalija kompresijska neuropatija
koja Cesce zahvaca zene. lako su neki slucajevi ICTS-a povezani s mutacijama u genu za
transtiretin ili su udruzeni sa sistemskom amiloidozom, glavnina slu€ajeva sindroma karpalnog
tunela je nepoznate etiologije.

METODE. U studiju je ukljucen 71 pacijent s ICTS-om i 68 kontrolnih ispitanika. Razina
fibrinogena u plazmi mjerena je prije operacije, a depoziti fibrinogena u transverzalnom
karpalnom ligamentu (TCL) su pronadeni imunohistokemijskom metodom, te potvrdeni western
blot-om i masenom spektrometrijom. Interakcija fibrinogena s drugim proteinima je proucavana
imunoprecipitacijskim esejom.

REZULTATI: Pokazali smo da je poviSena razina proupalnog i hemostatskog proteina
fibrinogena u plazmi bolesnika s ICTS-om. Mjerenja drugih sistemskih upalnih biljega nisu
pokazala odstupanja od normale, a lokalni upalni odgovor u TCL-u bio je odsutan. Bolesnici s
ICTS-om imali su kraée vrijeme krvarenja, najvjerojatnije radi povecane razine fibrinogena u
plazmi. Poznato je polimorfizam u promotorskoj regiji gena za fibrinogen B povezan s
poviSenom razinom fibrinogena u plazmi, ali takva povezanost nije primije¢ena kod bolesnika s
ICTS-om. Iako smo ustanovili da je transkripcijska aktivnost gena za fibrinogen u TCL-u niska,
otkrili smo depozite fibrinogena u TCL-u. Neki proteini koji se odlazu kod neurodegenerativnih
bolesti, ukljucujuci transtitetin 1 a-synuclein takoder su pronadeni u TCL-u te je njihova lokalna
transkripcijska aktivnost visoka. Naposljetku, pokazali smo da je fibrinogen u interakciji s
transtiretinom 1 a-synucleinom u lizatima tkiva TCL-a.

ZAKLJUCAK: Podatci u ovoj studiji pokazuju da fibrinogen i drugi proteini skloni agregaciji

imaju vaznu ulogu u patogenezi ICTS-a
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9. SUMMARY

OBJECTIVE. Idiopathic carpal tunnel syndrome (ICTS) is a common entrapment neuropathy
that primarily affects women. Though some cases of ICTS are linked to mutations in the
transthyretin gene or are associated with systemic amyloidosis, the majority of ICTS cases are of
unknown etiology.

METHODS. A total of 71 ICTS patients and 68 control individuals were included in the study.
Fibrinogen levels were determined prior to surgery and fibrinogen deposition in transversal
carpal ligament (TCL) was detected by immunohistochemistry, western blot and mass
spectrometry. Fibrinogen interaction with other proteins was studied by immunoprecipitation
assays.

RESULTS. We report that plasma levels of the pro-inflammatory and haemostatic protein
fibrinogen is elevated in ICTS patients. Other measured systemic inflammatory markers were not
affected and local inflammatory responses in TCL were absent. ICTS patients have shorter
bleeding times most probably due to elevated plasma levels of fibrinogen. Polymorphisms of the
fibrinogen B promoter region were previously associated with elevated plasma fibrinogen but
this association was not observed among patients with ICTS. Interestingly, we detected
fibrinogen deposits in the TCL while transcriptional activity of the fibrinogen genes in TCL was
low. Some amyloidogenic proteins, including transthyretin and a-synuclein, were also found in
the TCL while their local transcriptional activity was rather high. Finally, we demonstrated that
fibrinogen interacts with transthyretin and a-synuclein in TCL lysates.

CONCLUSIONS. Our data indicate that fibrinogen and other aggregation-prone proteins

potentially have an important role in the pathogenesis of ICTS.
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- 1978.-1980. - srednja skola Centar usmjerenog obrazovanja Omi$

- 1970.-1978. - osnovna skola ,,Pjero Perak* Omi$

NAGRADE
2012. - hrvatski lijecnicki zbor
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RADNO ISKUSTVO

1992. - danas: - rad na Klinici za kirurgiju — Klinickom odjelu za plasti¢nu kirurgiju 1
1 opekline KBC Split

1991. - 1992.: - dragovoljac domovinskog rata (Omiska bojna 114. brigade HV)

1990. - 1991.: - pripravnicki staz za doktora medicine pri Domu Zdravlja Omis i Split

1982. - rad u Domu zdravlja Omis kao laborant

ISKUSTVO RADA U NASTAVI

2004. — izabran u suradnicko zvanje naslovnog asistenta u Katedri za kirurgiju I

Medicinskog fakulteta sveuciliSta u Splitu

SUDJELOVANJE NA KONGRESIMA I SIMPOZIJIMA (kao pozvani predavac)

Zagreb 2002. - Nacionalne smjernice u lije¢enju melanoma

Umag 2008. - Simpozij - “Melanom”

Split 2010. - Poslijediplomski tecaj I kategorije - ,,Opekline*

Brijuni 2010. -Simpozij Hrvatskog drustva za hitnu medicinu — ,,Opekline*
Zagreb 2011. -Tecaj I kategorije HDPREK-a - ,,Ozljede Sake*

Dubrovnik 2011. -Tecaj I kategorije HDPREK-a - ,,0zljede Sake*

SUDJELOVANJE NA KONGRESIMA I SIMPOZIJIMA (kao predavac)

- Opatija 2006. - ,Injekcijske ozljede Sake pod visokom tlakom*

- Split 2008. - ,,Opekline*

- ,,LijeCenje rana oblogama od srebra*

- Helsinki 2009. - ,,LijeCenje opeklina“
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