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1. UVOD

Sistemski eritematozni lupus (SLE) prototip je autoimune bolesti koja zahvaca nekoliko
organskih sustava u tijelu.1 Samu bolest obiljezava stvaranje patogenih autoprotutijela koja su
rezultat abnormalne signalizacije izmedu B i T limfocita.” > Okoli$ni ¢imbenici kao i genetska
podloZnost pridonose razvoju SLE.* Usprkos tomu, najveéi ¢imbenik za razvoj SLE ipak je
7enski spol — oko 90% osoba koje imaju SLE su Zene razne Zivotne dobi.” MozZe se zakljugiti
da spolni hormoni doprinose nastanku ove bolesti,® iako njen mehanizam nije u potpunosti
razja§njen.” Sama bolest manifestira se razli¢itim simptomima, &ija ozbiljnost znagajno varira
medu pojedinim bolesnicima. Isto tako, zbog velike Sarolikosti simptoma SLE moze
nalikovati i mnogim drugim bolestima. Prema klasifikacijskim kriterijima ameri¢kog drustva
reumatologa (eng. American College of Rheumatology Revised Criteria for Classification of
Systemic Lupus Erythematosus) dijagnoza je sigurna ukoliko se potvrde minimalno 4 od 11
opisanih kriterija (Tablica 1).* SLE moZe biti kroni¢an i napreduju¢i, a obiéno se pojavljuje u
mahovima. Aktivnost bolesti mozemo izraCunati prema indeksu za izraCun aktivnosti bolesti
(eng. Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Indeks = SLEDAI), §to se moZe ocitati u
Tablici 2. Ukoliko je zbroj simptoma ve¢i od 3 mozemo zakljuciti da se radi o reaktivaciji

bolesti (Tablica 3).

Kljuéni okidaci za pojavu relapsa nisu poznati. Sunceva svjetlost je jedan od znacajnih
okidaca. Budu¢i da je tijek SLE nepredvidiv, prognoza je neizvjesna. Bolest u vecini
sluc¢ajeva prelazi u kroni¢nu fazu te se razdoblja bolesti s izraZenim simptomima izmjenjuju s
periodima bez simptoma. Takoder, neki lijekovi znaju izazvati simptome SLE, pa prestanak
uzimanja istth moze ukloniti simptome. Blaze oblike bolesti moZe se kontrolirati ili lijeciti

nesteroidnim protuupalnim lijekovima, acetilsalicilnom kiselinom ili klorokinom.



Ozbiljne oblike bolesti potrebno je lijeciti glukokortikoidima. Imunosupresivni lijekovi
(azatioprin 1 ciklofosfamid) takoder se mogu koristiti u akutnom napadu SLE. Kombinacija
glukokortikoida i imunosupresiva koristi se ukoliko je SLE pridruZena bolest bubrega,
zivéanog sustava ili vaskulitis. Doza lijekova modificira se ovisno o klini¢kim simptomima 1

laboratorijskim parametrima.

Tablica 1. Revidirani kriteriji za klasifikaciju SLE iz 1997 godine.

1. Jagodi¢ni osip Fiksni eritem u razini ili iznad razine koze preko jagodi¢ne izbo¢ine

3. Fotosenzitivnost Kozni osip nakon izlaganja suncu
(u anamnezi ili prilikom pregleda lijecnika)

5. Neerozivni artritis Artritis 2 ili vi$e perifernih zglobova s bolno$¢u, otokom i izljevom

7. BubreZni poremecaji Perzistentna proteinurija > 0,5 grama/dan ili > od 3+ na test traci
ili
Stanicni cilindri

9. Hematolo$ki poremecaji Hemoliticka anemija s retikulocitozom
Leukopenija <4,0(;g/mm3
Limfopenija <1 ,50l(l)l/mm3
TrombocitopenijaliIIOO,OOOImm3 u odsutnosti lijekova

11. Pozitivna antinuklearna Pozitivan test na antinuklerna protutijela bez prisutnosti lijekova koji bi ga mogli inducirati
protutijela

Tablica2. SLEDAI Indeks. ’



BODOVI POREMECAJ DEFINICIJA

8 Psihoza Promijenjena sposobnost obavljanja normalnih aktivnosti zbog teskog poremecaja percepcije
stvarnosti. Ukljucuje halucinacije, inkoherenciju, gubitak asocijacija, osiromase misaoni sadrzaj,
nelogicna razmisljanja bizarno, neorganizirano, ili katatonicko ponasanje. Iskljucuje uremiju i
lijekove.

8 Poremecaj vida Retinalne promjene. Ukljucuje citoidna tijela, krvarenja mreznice tezi eksudati ili krvarenja u koroideju ili
opticki neuritis. Iskljucuje hipertenziju, infekcije, ili lijekove.

8 Glavobolja Teska perzstentna glavobolja: moze biti migrena koja ne reagira na narkoticke analgetike

8 Vaskulitis Ulceracije, gangrena, bolni ¢vorovi na prstima, periingvinalne infarkcije, splinter hemoragije, ili
vaskulitis dokazan biopsijom ili angiogragijom.

4 Miozitis Slabost proksimalnih misic¢a s pove¢anim vrijednostima kreatinin kinaze/aldolaze ili promjene na
EMNG ili pozitivan nalaz biopsije.

4 Hematurija >5 ERITROCITA. Iskljucuje kamence, infekciju ili druge uzroke.

4 Piurija >5 leukocita. Iskljucuje infekciju.

2 Alopecija Pojava nove ili povrat Zarisnog ili difuznog gubitka kose

2 Pleuritis Pleuriti¢ki bolovi u prsistu s pleuralnim trenjem ili izljevom ili zadebljanje pleure

2 Nizak komplement Smanjenje CH50, C3, ili C4 ispod donje referentne granice.

1 Vruéica >38°C. Iskljucuje infekciju.

1 Leukopenija <3,000 L/mn?’. Iskljucuje lijekove.

Tablica 3.  Interpretacija rezultata SLEDAI indeksa



Blagi ili umjereni relaps Ozbiljni relaps

Promjena SLEDAI > 3 boda Promjena SLEDAI > 12 bodova
Novi/pogorsanje diskoidnog osipa, fotosenzitivnost, Novi/pogorianje SZS-SLE
vaskulitis, bolne promjene Vaskulitis
Nazofaringealne ulceracije Nefritis
Pleuritis Miozitis
Perikarditis T< 60,000
Artritis Anemija: Hb< 7% ili pad Hb > 3%
Vrucica Udvostru¢enje doze prednizona

Prednizon > 0,5 mg/Kg/dan.

Povecanje doze prednizona, Prednizon > 0,5 mg/kg/dan

ali ne vise od 0,5 mg/kg/dan

Dodatak NSAR ili hidroksiklorokina Dodatak ciklofosfamida, azatioprina, metotreksata,
hospitalizacija (SLE)

1.1. Vitamin D ili hormon D?

Rije€ vitamin D donekle je neprecizan termin, jer vitamin D spada u skupinu steroidnih
molekula (seko-steroida).'’ Vitamin D poznat je i kao kolekalciferol. Uglavnom se stvara u
koZi zivotinja, gdje se jedan od Cetiri prstena u prekursorskoj molekuli 7-dehidrokolesterola
otvara pod utjecajem ultraljubiCastog svjetla. Vitamin D (ili hormon D) stoga i nije pravi
vitamin, budu¢i da pojedinci koji se dostatno izlazu suncevoj svjetlosti ne zahtijevaju dodatnu
suplementaciju. lako se vitamin D moze pronaci u hrani, sam unos hranom ¢esto je nedostatan
i iznosi svega 20% ukupne potrebe tijela.'” Jetra i bubrezi su iznimno bitni radi konverzije
vitamina D u aktivni oblik (vitamin D3 hormon). Steroidni hormoni (poput vitamin D, i D3)
djeluju putem klasi¢nih nuklearnih vitamin D receptora (VDR), a veZzu se 1 za specifi¢na

mjesta na plazmatskoj membrani ciljnih stanica. Vazna je uloga endogenih agonista VDR u



regulaciji autoimunog odgovora te se isti koriste i kao farmakoloSka terapija u klinicke
svrhe.!' Aktivna forma vitamina D3 nastaje prelaskom 25-OH D; u 1,25(OH),D3, a neaktivna
u 2425(0H),D;, Ovaj naCin nastajanja aktivne forme vitamina D sukladan je
endokrinoloSkom pristupu. Bubreg je izvor dva vitamin D hormona (1,25(OH),Ds i
24,25(0OH),D3), a ciljne stanice posjeduju receptore za iste hormone. Mehanizmom povratne
sprege ciljne stanice reagiraju na promjenu razine serumskog kalcija s posljedi¢nim utjecajem
na razinu hormona dostitne zlijezde, paratireoidnog hormona (PTH), kao i na stimulaciju

bubrezne 1 o hidroksilaze.'?

1.2. Vitamin D i SLE

Manjak vitamina D Siroko je rasprostranjen 1 povezan je s mnogim kroni¢nim
bolestima u §to su ukljucene i autoimune bolesti. On nastaje zbog nedostatnog izlaganja
sunevom svjetlu, ucestalog koriStenja krema za suncanje te nedostatnog unosa hranom.
Osobe tamnije puti 1 osobe koje Zive udaljeno od ekvatora osobito su sklone manjku vitamina
D pa ta populacija ujedno ima i najveéi rizik za razvoj SLE s tezom klini¢kom slikom."
Poznato je da vitamin D ima imunosupresivna svojstva te se preporuca i kao dodatna terapija
kod autoimunih bolesti."* Nekoliko Zivotinjskih modela s autoimunim bolestima pokazalo je

znatno pobolj$anje bolesti primjenom vitamina D.'*"

Moguce da je manjak vitamina D uz
naslijedenu genetsku predispoziciju jedan od okolignih okidada za nastanak SLE." Manjak
vitamina D moZe se naci u otprilike dvije tre¢ine SLE bolesnika, medu kojima jedna petina
ima teski deficit vitamina D (<10 ng/ml).”” U vise studija je dokazana obrnuto

2022 7 .
Vitamin D

proporcionalna korelacija serumske razine vitamina D s aktivnoS¢u bolesti.
ima moduliraju¢i u¢inak na B limfocite i proizvodnju imunoglobulina (Ig). Brojne stanice

imunog sustava posjeduju receptore za vitamin D, poput monocita, makrofaga, dendritickih

stanica te aktivnih T i B limfocita. Upravo te imune stanice sadrze enzim 1a-hidroksilazu koji
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je nuzan za konverziju vitamina D u aktivni oblik.” Izolirane mononuklearne stanice iz
periferne krvi (eng. peripheral blood mononuclear cells = PBMC) inkubirane s 1,25(OH),D3
ili s njegovim analogom, znacajno smanjuju stani¢nu proliferaciju kao i proizvodnju
poliklonalnih i anti-DNA Ig.24 Vitamin 1,25(0OH),D3 inducira apoptozu aktivnih B limfocita
kao i regulacijskih T limfocita.” *® Upravo potvrda VDR u stanicama imunog sustava te
¢injenica da neke od njih proizvode vitamin D sugerira nam mogucnost da isti ima i
imunoregulatorni u¢inak.”’ Agonisti VDR primarno inhibiraju diferencijaciju dendriti¢kih
stanica i patogenih pro-upalnih T stanica, put Ty1 1 Ty17 stanica, a pod pogodnim okolnostima

.y oy 10
poticu T2 stanicni odgovor.

Aktivni oblik vitamina D (1,25(0OH),D;) potice dvije vrste stanica: regulatorne T
limfocite (Ty) 1 limfocite prirodne ubojice [eng. Natural Killer; (NK) stanice]. Poticanje ovih
regulacijskih stanica te direktna inhibicija Tpl stanica je mehanizam kojim 1,25(OH),D3
inhibira autoimunost u eksperimentalnim modelima.?® Pretpostavlja se da vitamin D ima bitnu
ulogu u prezentaciji B limfocitima posredovane autoimune bolesti poput SLE.” Kroni¢na
upala povezana sa SLE odrZava se nakupljanjem apoptoti¢kih ostataka u razli¢itim tkivima.
Nekoliko in vivo i1 in vitro istraZivanja upucuju na cinjenicu da je upravo nedostatno
otklanjanje materijala apoptotickih stanica u bolesnika sa SLE povezano s etiologijom i
patogenezom same bolesti.”” Smanjen klirens apoptotickih stanica dovodi do nakupljanja
ostatnog materijala, Sto aktivira klasi¢ni put komplementa 1 istice C3b komponentu
komplementa, §to otvara moguénost stvaranja autoprotutijela na nuklearne antigene.”
Vitamin D je takoder potreban za urednu funkciju fagocita. DrZi se da snizena razina vitamina
D pogoduje aktivaciji autoreaktivnih B-limfocita kao i stimulaciji T-limfocita. Pojedini

autoreaktivni B-limfociti prezive, proliferiraju i diferenciraju se u plazma stanice proizvodeci

antinuklearna autoprotutijela, $to je osnovno obiljezje SLE.*

-11 -



1.3. Zenski spol i SLE

Uloga spolnih hormona u razvoju autoimunih bolesti moze se uociti kroz vecu
prevalenciju SLE u Zena u odnosu na muski spol (omjer 9:1).*' Neki autori ovaj fenomen
nazivaju ,,autoimunost pristrana Zenskom spolu® te smatraju da se ulogu spolnih hormona u
nastanku SLE, osobito estrogena (E;) treba re-evaluirati. 32-34 Tijek autoimunih bolesti u zena
se mijenja fluktuacijom hormona tijekom trudnoc¢e, menstrualnog ciklusa kao i primjenom
oralnih kontraceptiva.”> Abnormalno visoke razine estrogena, zajedno s niskom razinom
testosterona, dihidrotestosterona (DHEA) 1 DHEA-sulfata (DHEA-S) mogu potaknuti
egzacerbaciju SLE.”® Muskarci s Kleinefelterovim sindromom radi manjka androgenih
hormona imaju vecu incidenciju autoimunih bolesti vezanu za Tp2 odgovor (ukljucujuéi
SLE).””** Aromataza, enzim koji konvertira androgene u estrogene, ima pojatanu aktivnost u
SLE bolesnika.”® *® Osim $to SLE bolesnici imaju ve¢i omjer estrogena/androgena, imaju i

39-41 . .
U nekih bolesnica sa

drugacdiji metabolizam estrogena u odnosu na zdravu populaciju.
SLE postoje poviSene razine prolaktina koje su povezane s poviSenim titrom protutijela na
DNA stoga je tijek bolesti ubrzan.”” Trudnoca i post-partalni period neosporno se odrazavaju
na aktivnost bolesti.*” U post-partalnom periodu ucestale egzacerbacije bolesti mogu se
pripisati povidenoj razini prolaktina.*’ Takoder visoke razine estrogena mogu objasniti
pogorsanje bolesti tijekom trudnoce. Za SLE je karakteristiCan povisen Tp2 odgovor i
smanjen Tpl odgovora uz sniZzenje CD8 stanica, §to sve skupa utjeCe na poremecaj
humoralnog imunog odgovora.44 Kod SLE bolesnika, estrogen povecava sintezu ukupnog IgG
te poti¢e poliklonalno Sirenje stani¢nih linija koje proizvode IgG protutijela, ukljucujuci
autoreaktivne stanice koje proizvode anti-dsDNA. Testosteron inhibira proizvodnju

imunoglobulina, ukljutujuéi anti-DNA protutijela.*> *°

Kao Sto 1 primjena 5-dihidro-
testosterona smanjuje razinu anti-DNA protutijela.47 Zene oboljele od SLE u odnosu na

muskarce, pokazuju vecu spontanu proizvodnju protutijela, veéi stupanj artritisa,
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limfadenopatije, glomerulonefritisa (GN) te u kona&nici i raniju smrt.*® IstraZivanja su
pokazala da oba spola miSeva genetski sklonih nastanku SLE, nakon primjene estrogena
pokazuju povecani titar anti-dsDNA protutijela te GN u odnosu na kontrolnu skupinu.*’ 48
Takoder, orhidektomirani miSevi u odnosu na ovarijektomirane miSeve imaju raniju smrt.*
Estrogeni induciraju poliklonalnu aktivaciju B limfocita, povec¢avajuci proizvodnju IgG i IgM
protutijela u PBMC oba spola.”’ Estrogen povecava, a testosteron smanjuje proizvodnju
protutijela u PBMC bolesnika sa SLE® E, povecava poliklonsku proizvodnju IgG,
ukljucujuéi anti-dsDNA protutijela. E, takoder poti¢e aktivnost T stanica kao i proizvodnju
IL-10 iz monocita. U kulturama T limfocita bolesnica sa SLE postoji povecana ekspresija
kalcineurina 1 CD40 liganda (CD40L).”" Kalcineurin je jedan od proteina T stani¢nog
aktivacijskog puta koji povecava ekspresiju CD40L ¢ime uzrokuje povecanu proizvodnju

! Zenke miSeva sa SLE razvijaju protutijela, limfadenopatiju, artritis,

protutijela.5
imunokompleksni GN te ranije umiru u odnosu na ekvivalentne muZjake.’> Primjena
estrogena u SLE NZB/NZW (eng. New Zealand black/New Zealand white) muZjaka, uzrokuje
ubrzan razvoj teSkog nefritisa pracenog visokim titrom anti-DNA protutijela i posljedi¢nim
porastom mortaliteta.” S druge strane, primjena Sa-dihidrotestosteronom (DHT) smanjuje
stvaranje anti-DNA protutijela te produzuje prezivljavanje. E, poti¢e sazrijevanje
prekursorskih B limfocita unutar slezene te stimulira razvoj i aktivaciju autoreaktivnih B
limfocita mariginalne zone. Stanice marginalne zone poti¢u patoloski odgovor kroz stvaranje
protutijela u NZB/NZW F1 sorte miSeva.”* > Uginak progesterona jo§ nije dovoljno jasan.
Poznato je da primjena depo preparata progesterona (medroksiprogesterona) kod zenki SLE
mi$eva smanjuje mortalitet premda GN i dalje napreduje.’® Naime, NZB/NZW F1 i MRL/lpr
miSevi spontano razvijaju protutijela koja uzrokuju GN.”’ Kod drugih SLE Zivotinjskih

modela, uoceno je da androgeni odgadaju, dok estrogeni ubrzavaju ekspresiju i mortalitet

oboljelih od autoimunih bolesti.”® U miSeva, koji nisu skloni autoimunim bolestima, E,

—-13 -



svejedno potice lupusu-sklon fenotip odnosno estrogeni poticu sintezu dsDNA protutijela.””
60 Utjecaj spolnih hormona je uocen 1 kod drugih autoimunih bolesti poput Se¢erne bolesti tipa
1 (NOD stakora), poliartritisa (LEW/N Stakora) ili autoimunog tiroiditisa (PVG/c Stakora)

(Ansar AS,1991).

Iako genetska podloZznost i okoli$ni ¢imbenici pridonose nastanku SLE, jedan od vaznih
rizi¢nih ¢imbenika za razvoj SLE jest Zenski spol,* * §to upucuje da spolni hormoni doprinose
razlici uGestalosti bolesti izmedu spolova.®’ Estradiol je Zenski spolni hormon koji se veZe na
estrogenske receptore (ER)®" koji sluZe kao povriina za ostale transkripcijsko regulatorne
proteine.”” Koaktivatori nuklearnih receptora poti¢u transkripciju, dok je nuklearni

. .63, 64
korepresori suprimiraju.

Ligandom aktivirani ER interferiraju s p160 koaktivatorom te
otvaraju kromatin u promotorskoj regiji ciljnih gena.®” Receptor vitamina D je medudjelujuéi
protein (eng. vitamin D receptor interacting protein = DRIP) koji dijeli podjedinicu s
posredujuc¢im kompleksom, ¢ime aktivira RNA polimerazu II i regulatorne gene ovisne o
estradiolu.’® Molekularna osnova poremeéene regulacije T 1 B limfocita u SLE bolesnika
posljedica je neodgovarajuce regulacije brojnih gena.®” Primjerice, u jednom istrazivanju,
mjere¢i 160 uzoraka seruma SLE bolesnika u odnosu na kontrolnu skupinu otkrilo se 30
abnormalno reguliranih proteina ukljuéujuéi citokine, kemokine i &imbenike rasta.”® Pojagana
ekspresija interferona tipa I (IFN), osobito IFN-a upletena je u pocetak razvoja SLE. Lucenje
IFN-a nakon pocetka virusne infekcije normalno se smanjuje ve¢ unutar par sati, ali u SLE
podloZnih pojedinaca razina IFN-a mozZe biti odrzana. Razlog su geni koji kontroliraju IFN-a,
regulirajuci faktor interferona 5 (IRF5), prijenosnik signala i aktivator transkripcije (eng.
signal transducer and activator of transcription = STAT4) te razine interferona ostaju i dalje

povisene.*” 7

,Interferonski potpis* se odnosi na gene koji se poticu rad interferonskog puta
koji korelira s aktivnoS¢éu SLE. Klinicka ispitivanja mjeseCne primjene antagoniste ER

(Faslodex™) tijekom godine dana u SLE bolesnica pokazala su porast aktivnosti bolesti.”!
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Kalcineurin i ekspresija CD154 u istoj studiji su bili inhibirani.”' Rezultati ove studije
sukladni su prethodnom istrazivanjima koja pokazuju da estradiol potice kalcineurin i CD154
gene u T limfocitima SLE bolesnika.”" "> Prema dosada$njim podatcima oéigledno je da su u

SLE bolesnika T-limfociti pojatano osjetljivi na estradiol. ’

1.3.1. Terapijske moguénosti utjecaja na spolne hormone

Utjecaj na spolne hormone u cilju odrzavanja Zensko/muSke hormonalne ravnoteze
predstavlja novu moguénost u lijeCenju SLE bolesnika. Intervencija ukljucuje koriStenje anti-
gonadotropnih lijekova, antagonista ER, androgena i antagonista luGenja prolaktina.”
Inhibitor gonadotropina ciproteron acetat smanjuje klinicku aktivnost SLE kao i razinu
estrogena u cirkulaciji.*’ U mi§jem modelu SLE, blokiranje estrogena s tamoksifenom je
smanjilo aktivnost bolesti vjerojatno kroz interferenciju s ER na limfocitima.” U ljudi sa
SLE, primjena DHEA i DHEA-S ima povoljan uinak u smislu smanjenja ucestalosti
simptoma bolesti te redukcije glukokortikoida u terapiji.74 DHEA i DHEA-S stimuliraju IL-2,
inhibiraju IL-6 i IL-10 uz posljedi¢no smanjenje titra anti-DNA protutijela.’” ** Smatra se da
su Danazol® i 19-nortestosteron manje uéinkoviti od gore navedenih hormona.”
Bromokriptin, agonist dopamina, u miS§jem modelu SLE, smanjuje aktivnost autoreaktivnih B
limfocita kao 1 proizvodnju protutijela 1 prolalktina.76 Prehrana bogata fitoestrogenima iz nekih
biljaka zbog svoje strukture koja je slicna E, predstavlja jo§ jedan od nacina promjene
hormonalnog stanja u SLE bolesnika.”” Na metabolizam estrogena moZe utjecati i enzim
CYPI1AL1 (eng. Cytochrome P450 Family 1 Subfamily A Member 1). Sto je vec¢a aktivnost
enzima CYP1Al manje se E; metabolizira u znatno mo¢niju formu (16-hidroksiestron).
Indukcija enzima zapo€inje u prisutnosti indol-3-karbinola, organske komponente koja se

moZe naéi u obitelji biljaka krstagica (Crucifereae) te omega-3 masnim kiselinama.”’ Zene

oboljele od SLE imaju pojatanu ekspresiju mRNA za kalcijneurin.” Kalcijneurin je bitan dio
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kaskade prijenosnih signala u T-limfocitima koji potice transkripciju gena za sintezu citokina.
Primjena antagonista kalcijneurina takrolimusa (Prograf”) kod lupus sklonih mi$eva rezultira
redukcijom transkripcije T-limfocitnih gena ¢ime se ublazava bolest i produzuje Zivot.”
Kalcijneurin zahtijeva kalcij kao ko¢imbenik, jer je bez dostatne koliine kalcija funkcija
manjkava. Koncentracija unutarstani¢nog kalcija raste kad su T-limfociti izloZeni estrogenu.
Zanimljivo je da su razine unutarstani¢nog kalcija viSe u SLE bolesnika u usporedbi sa

o7, T8
zdravom populacijom.

Takoder je poznato je da antihipertenziv nifedipin
(dihidropiridinski antagonist kalcija) smanjuje razinu unutarastani¢nog kalcija u T

limfocitima ¢ime blokira djelovanje kalcijneurina te se poboljsava tijek SLE u miSeva.

1.4. Interferoni

Interferoni su signalni proteini koje stanice otpusStaju kao odgovor na prisutnost
odredenih patogena poput virusa, bakterija, parazita kao i tumorskih stanica.” Osim uloge da
blokira replikaciju virusa, Stite¢i na taj nacin stanice od virusne infekcije, IFN imaju brojne
druge funkcije. Oni povecavaju obranu organizma aktiviranjem imunih stanica poput NK
stanica 1 makrofaga te potiu prezentaciju antigena i ekspresiju gena glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (eng. Major histocompatibility complex = MHC). Pojedini parametri
upale poput vrucice, boli u misi¢ima i ,,simptoma slicnih gripi* posljedica su oslobadanja
IFN. Interferoni su podijeljeni u tri razreda: tip I IFN, tip II IFN 1 tip III IFN. Dakle, IFN tipa I
1 tipa II su odgovorni za regulaciju i aktivaciju imunog odgovora.79 Ekspresija interferona tipa
I 1 III moze biti inducirana u svim tipovima stanica nakon virusne infekcije, dok je IFN tipa II
potaknut citokinima poput IL-12 i njegova ekspresija je ograni¢ena samo na T-limfocite i NK

stanice.
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1.4.1. IFN tipa I

U IFN tipa I ubrajamo: IFN-q, IFN-p, IFN-g, IFN-k u IFN-0.** Veéinom se IEN tipa I
stvara kad ljudski organizam dode u kontakt s virusima. IFN proizvode fibroblasti i monociti.
Jednom otpusten IFN tipa I aktivira molekule koje spre¢avaju virus da proizvodi i replicira
svoju ribonukleinsku kiselinu (RNA) i deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA). IFN-a se inace
koristi i u terapiji infekcije hepatitisom B i C, dok se IFN-B koristi za lijeCenje multiple

skleroze (MS).79

1.4.2. IFN tipa II

U ovu skupinu spada IFN-y, poznat kao citokin koji se aktivira uz pomoé¢ IL-12.”
Interferone tipa II otpustaju pomoc¢nicki T limfociti (eng. T helper cells) tipa 1, blokirajuci
istovremeno proliferaciju pomoc¢nickih stanica tipa 2. Rezultat je inhibicija Tp2 imunog
odgovora i daljnja indukcija Tj,1 imunog odgovora, §to vodi razvoju bolesti poput MS.*' IFN

tipa Il se veze na interferon-y receptor (IFNGR), koji se razlikuje od receptora za IFN tipa

I79

1.4.3. IFN tipa III

U treci tip interferona spada IFN-A2 1 IFN-A3. Oni su takoder poznati pod nazivom IL-
29, IL-28A i IL-28B.* Ovaj tip IFN djeluje putem receptorskog kompleksa koji se sastoji od
interleukin 10 receptora i B podjedinice (IL10R) te interleukin 28 receptora i o podjedinice
(IFNLRI1). Novija otkrica pruzaju nam informacije o vaznosti IFN tipa III u pojedinim

oblicima virusnih infekcija.* **
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1.5. Djelovanje IFN

Svi IFN dijele zajednicke ucinke poput antivirusnog djelovanja i modulacije imunog
odgovora. Eksperimentalno dokazano davanje IFN tipa I je inhibicija rasta tumora u Zivotinja,
ali isti u¢inak kod ljudi nije potvrden.®> % Virusom inficirane stanice otpustaju dijelove virusa
koji mogu inficirati susjedne stanice. Inficirana stanica moze pripremiti susjednu stanicu
protiv potencijalne infekcije virusom otpustaju¢i IFN. Kao odgovor na IFN, T stanice
proizvode velike koli¢ine enzima protein kinaza R (PKR). Taj enzim (PKR) fosforilira protein
elF-2 (eukariotski inicijator faktora 2) u odgovoru na novu virusnu infekciju. Fosforilirani
elF-2 stvara inaktivni kompleks sa drugim proteinom, elF2B, i na taj nacin smanjuje sintezu
unutar stanice. Inhibicijom sinteze proteina razara se virusom inficirana stanica. I brojni drugi
proteini su potaknuti IFN i poznati su pod nazivom interferon-stimuliraju¢i geni (ISG). Oni

imaju ulogu u obrani organizma od virusa a ujedno utjecu i na funkciju ostalih IEN

Druga vazna funkcija IFN je djelovanje na MHC kompleks (MHC I 1 MHC II).
Povecana ekspresija MHC I povecava prezentaciju virusnih peptida u citotoksiénim T
stanicama ¢ime se povecava prepoznavanje 1 uniStavanje inficiranih stanica. Povecana
ekspresija MHC II, povecava prezentaciju virusnih peptida u T pomo¢nickim stanicama, §to
utjece na otpustanje citokina (IFN i IL) koji sudjeluju u koordinaciji i aktivnosti ostalih
stanica imunoloSkog sustava. IFN-y moZe direktno aktivirati ostale imune stanice, poput
makrofaga i NK stanica. Djelujuci na specificne receptore, IFN aktiviraju prijenosnik signala i
aktivator transkripcije (STAT kompleks). STAT spada u obitelj transkripcijskih faktora koji
reguliraju ekspresiju odredenih gena imunoloSkog sustava. Neki STAT su aktivirani od strane
oba IFN, tipa I i IL.*” Aktivacija STAT zapoginje aktivacijom klasi¢ne Janus kinaze-STAT
(JAK-STAT) signalnog puta.87 U ovom putu, JAK vezana na IFN receptore, fosforilira
STATI1 1 STAT?2. Nakon fosforilacije IFN stimulirani genetski faktor 3 kompleks (ISGF3)

kojega sa€injavaju STAT1, STAT?2 ulazi u stani¢nu jezgru. Unutar jezgre ISGF3 kompleks se
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veZe na specifi¢ne nukleotidne sekvence zvane IFN stimulirajuéi geni (ISG).*” *® Osim JAK-
STAT puta, IFN moze aktivirati i druge signalne putove poput CRKL, MAP kinaza i

fosfatidilinozitol 3-kinazu (PI3K) puta. 87

1.5.1. IFN kao terapija

U lijeenju MS koristi se terapija sa IFN-B.* Ova terapija je u¢inkovita u smanjivanju
relapsa MS kao i usporavanju progresije bolesti.* Terapija IFN koristi se najc¢eS¢e u
kombinaciji s kemoterapijom i zracenjem u lijeCenju pojedinih zlocudnih bolesti poput

e . 90, 91
leukemije, limfoma 1 melanoma.

1.6. Interferoni i SLE

SLE je prototip autoimune bolesti, obiljezene mozaikom autoprotutijela i citokina.”

Poznato je da citokini sudjeluju u patologiji SLE, iako etiologija i mehanizam nastanka SLE
nisu posve razjasnjeni. Visoke razine interferona tipa I i II su nadene u serumu bolesnika sa
SLE.”*** Njihovi se u¢inci djelomiéno preklapaju i odrazavaju na ¢imbenike nespecifi¢nog i
specifiénog imunog odgovora.”” S druge strane, in vitro je potvrdeno poremeéeno stvaranje
IL-12 u SLE bolesnika.”® °" Razumijevanje poremecaja u citokinskoj mrezi u SLE posebno je
vazno radi probira buduceg lije¢enja.”® Dokazana je povezanost ekspresije interferona u
perifernoj krvi bolesnika sa SLE.” Lee i suradnici su pokazali sinergijski u¢inak IFN-y na

IFN-a kao i zna¢ajnu ulogu E, interakcije IFN-o s IFN-y u patogenezi SLE.”®

1.6.1. Interferon-y i SLE

Iako se smatralo da tip I IFN ima vaznu ulogu u autoimunom odgovoru, brojne studije
su pokazale da tip II interferona, IFN-y, ima posebno znacajnu ulogu u razvoju autoimunosti

u bolesti kao §to je SLE.” Ovu &injenicu podupiru i istraZivanja na Zivotinjama, koja su
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pokazala kako je IFN-y neophodan u spontanom i induciranom modelu SLE.” Iako je
ekspresija IFN-y u stanicama prirodenog imunog sustava brza, ekspresija istog u stecenoj
imunosti zahtijeva sloZenu stani¢nu interakciju. Visestruka uloga IFN-y u steenoj imunosti

otvara brojne moguénosti za terapijsku odluku u autoimunim bolestima.”

Skoro 70% gena koji reguliraju IFN-y, ujedno reguliraju i IFN tipa 1'® Takva
podudarnost se moze objasniti koriStenjem istih komponenti JAK-STAT signalnog puta.'?!- 102
Preklapanje tipa I IFN sa IFN-y regulira znafajan broj gena, od kojih mnogi pridonose
djelovanju IFN-y u obrani domaéina od upalnih i autoimunih zbivanja.'” IFN-y dominantno
izluGuju T stanice i NK stanice,'™ te u ne§to manjoj mjeri makrofagi, dendriti¢ke stanice (eng.
dendritic cells = DC) kao i B stanice.*” Sirok odgovor IFN-y posredovan je stani¢nom
ekspresijom stotinjak gena koji reguliraju IFN—y.100 Svoje pleitropno djelovanje IFN-y ima

dijelom 1 zbog receptora koji se nalaze na razliitim stanicama (IFN-yR).'"!

U stecenoj
imunosti IFN-y je produkt CD8" T stanica C¢ime se kontrolira infekcija te CD4" T
pomoc¢nickih stanica (Th1), koje poti€u upalni odgovor, odstranjivanje unutarstani¢nih
patogenih produkata 1 stvaranje imunoglobulina (Ig) razreda IgG2a, IgG2b 1 IgG?».104 IFN-y je
jedan od brojnih citokina koji razlikuju Th1 od ostalih CD4" podskupina, ukljucujuéi Tj2,
Twl7, folikularne T pomoc¢nicke (eng. Follicular T helper = Tp) 1 T regulatorne (Tyey)
stanice.'"® Razlikovanje CD4" T stanica prema Ty1 podskupini je primarno potaknuto IL-12 u
odsutnosti IL-4 i transkripcijskim faktorom rasta (eng. transcriptional growth factor = TGF-
B).'?® Posljedi¢no tome, proizvodnja IFN-y je podrzana brojnim ¢imbenicima ukljudujuéi IL-

12, IL-18, IL-27 i STAT4.!%¢1%
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2. CILJEVI I HIPOTEZE

Glavni cilj istrazivanja je:
—  Ispitati vrijednosti IFN-y, 25-OH Dj; vitamina i E, u skupini SLE bolesnica

generativne dobi s neaktivnim oblikom bolesti u odnosu na kontrolnu skupinu

zdravih ispitanica generativne dobi.

—  Istraziti medusobne odnose IFN-y, 25-OH D; vitamina i E; u skupini SLE
bolesnica generativne dobi s neaktivnim oblikom bolesti u odnosu na kontrolnu

skupinu zdravih ispitanica generativne dobi.

Sporedni ciljevi istrazivanja su:
— Ispitati moguéu povezanost IFN-y, 25-OH D; vitamina i E; s razinom titra

autoprotutijela [ANA (antinuklearna protutijela), anti ds DNA (protutijela na

dvolanc¢anu DNA) , anti Sm (protutijela na Smithov antigen)]

—  Ispitati mogucéu povezanost IFN-y, 25-OH D; vitamina i E, s vrijednostima

komponenti komplementa (C3 i C4).

HIPOTEZA

1. Postoji povezanost IFN-y i 25-OH D3 vitamina odnosno u SLE bolesnica
generativne dobi s neaktivnom bolesti.

2. Postoji povezanost IFN- y i E, u SLE bolesnica generativne dobi s neaktivnom
bolesti.

3. Postoji povezanost E; 1 25-OH D3 vitamina u SLE bolesnica generativne dobi s

neaktivnom bolesti.
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2.1. USTROJ ISTRAZIVANJA

Ovo istrazivanje je po pristupu klinicko, po razini i namjeni primijenjeno, po nacinu

dobivanja podataka opservacijsko, a po specificnom ustroju presjecno korelacijsko.

2.2. ISHOD ISTRAZIVANJA

Glavni ishod je vrijednost IFN-y te njegova povezanost s 25-OH Dj; vitamin, 25-OH

vitaminom D fotal i E; u serumu SLE bolesnica generativne dobi s neaktivnom bolescu.

Ulazni parametri:

a.

Razina 25-OH Ds; vitamina
Razina E,
Razina IFN-y
Indeks aktivnosti bolesti Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDAI
Komponente komplementa (C3 1 C4 )
Specificna autoprotutijela [antinuklearna protutijela (ANA), protutijela na
dvolancanu DNA (anti ds DNA) , protutijela na Smithov antigen (anti Sm)]

anti-kardiolipinska autoprotutijela (aCL)

Izlazni parametri:

odnosi vrijednosti E, IFN- v, 25-OH D3 vitamina i 25-OH vitamina D fotal izmedu

SLE bolesnica generativne dobi 1 zdravih ispitanica.

medusobni odnosi E,, IFN- y, 25-OH D; vitamina i 25-OH vitamina D total izmedu

SLE bolesnica generativne dobi 1 zdravih ispitanica.
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3. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. ISPITANICI

Ciljnu populaciju sacinjavalo je 36 bolesnica generativne dobi s dijagnozom SLE koje
su u remisiji bolesti najmanje godinu dana. Dijagnozu SLE je postavio internist-reumatolog
prema ACR (engl. American College of Rheumatology) klasifikacijskim kriterijima za SLE.
Aktivnost bolesti procijenjena je upitnikom SLEDAI SLEDAI ve¢i od tri smatra se blagim 1
umjerenim oblikom relapsa SLE. Sve bolesnice koje uzimaju drugu imunosupresivnu terapiju,
antikoagulantnu terapiju, nadomjestak vitamina D kao 1 hormonsku nadomjesnu terapiju nisu
ukljucene u studiju. Uklju€ene su bolesnice koje se lijece 1 kontroliraju u poliklinici Zavoda
za reumatologiju 1 klinicku imunologiju, Dnevnoj bolnici i1 stacionaru Zavoda za
reumatologiju 1 klini¢ku imunologiju KBC Split, tijekom ljetnog perioda. Kontrolnu skupinu
saCinjava 37 zdravih Zena odgovaraju¢e dobi, koje ne uzimaju nadomjesne ili druge

hormonske pripravke. Sve sudionice istraZivanja potpisale su informirani pristanak.

3.1.1. Kriteriji ukljucenja:
- jasna dijagnoza SLE prema ACR kriterijima,

- generativna dob Zzene (od 18. godine Zzivota do menopauze pri Cemu se
menopauza definira kao posljednje fizioloSko krvarenje iz maternice koje

prosjecno nastupa oko 51. godine zivota),
- SLE u remisiji minimalno 1 godinu,
- proteinurija manja od 150 mg na dan,
- terapija glukokortikoidima < 5 mg/dan,

- SLEDAI < 2.
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3.1.2. Kriteriji iskljucenja:

- terapija glukokortikoidima > 5 mg/dan,

- hormonsko nadomjesno lijecenje ili uzimanje drugih hormonskih pripravaka,
- uzimanje antikoagulantne terapije,

- uzimanje imunosupresivne terapije osim glukokortikoida,

- tezi poremecaji menstrualnog ciklusa.

3.2. POSTUPCI

Svim bolesnicima su odredeni osnovni laboratorijski parametri: SE, KKS, ureja,
kreatinin, AST, ALT, GGT, AF, CK, LDH, bilirubin, urin, kreatinin klirens, proteini u 24-
satnom urinu, kalcij, fosfati, PTH, lupus antikoagulans (LAC), antikardiolipinska antitijela
(aCL). Navedeni parametri odredeni su u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢ckog bolnickog centra Split 1 Radioizotopnom laboratoriju Zavoda za nuklearnu

medicinu.
3.2.1. Mjerenje estradiola, vitamina D i interferona-gamma u serumu

Odredivanje koncentracije estradiola, 25-OH Dj3 vitamina, 25-OH vitamina D fotal se
prikupljalo izjutra nataste (izmedu 8 1 9 sati). Krv se vadila u standardne epruvete bez aditiva
(BD Vacutainer Systems, Plymouth, UK). Uzorci krvi su nakon 30 minuta stajanja
centrifugirani 15 minuta na 3000 okretaja/minuti ¢ime se odvojio serum za analizu. Uzorci
seruma za odredivanje IFN-y su pohranjeni na temperaturi od -20°C do izvodenja analize.
Uzorak krvi za estradiol se uzimao od 3. do 5. dana menstrualnog ciklusa. Koncentracije
estradiola 1 25-OH vitamina D izmjerene su komercijalno dostupnom kemiluminiscentnom

imunometodom (ECLIA) na analizatoru Elecsys 2010. (Roche Diagnostics GmbH,

—24—



Sandhoferstrasse 116, DE-68305 Mannheim Germany). Koncentracija IFN-y se odredila
enzimimunokemijskom metodom komercijalno dostupnim reagensima (Human IFN-y
Quantikine ELISA) tvrtke R&D (R&D Systems, Inc. 614 McKinley Place NE, Minneapolis,

MN 55413).

3.2.2. Mjerenje autoprotutijela i komponenti komplementa u serumu

Iz drugog uzorka seruma na Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku su
odredena specificna protutijela: ANA, anti ds DNA protutijela, anti Sm i kardiolipinska
protutijela metodom viSestrukog odredivanja autoprotutijela FIDIS Connective 10,
BioMedical Diagnostic SA, France na prilagodenom proto¢nom citometru Luminex 100
(Austin, USA). C3 1 C4 komponente komplementa ¢e biti odredivane laserskom

nefelometrijom (Behring Pro Spec nephelometer).

3.2.3. Statisticka obrada podataka

Podatke smo unijeli u excel tablicu. Podaci su analizirali statistickim paketom PASS
software (Release 11, NCSS, LLC. Kaysville, Utah, USA; 2011). Ispitivane varijable: 25-OH
Ds, IFN-y 1 E; prikazali smo medijanom (interkvartilni raspon). Razlike 25-OH D3, IFN-y 1 E;
izmedu SLE 1 kontrolne skupine analizirane su Mann-Whitney U testom. . Za korelaciju
izmedu numerickih varijabli koristili smo Spermanov koeficijenta korelacije. Cut-off
vrijednosti (vrijednost praga) 25-OH Ds; E, i IFN-y SLE ispitanica u odnosu na kontrolnu
skupinu ispitanica odredene su ROC analizom (Youdenovim indeksom J). Povezanost
serumske razine 25-OH D3, IFN-y i1 E; sa SLE je procijenjena upotrebom multinominalne

binarne logisticke regresije. Rezultati su interpretirani na razini znacajnosti p<0,05.
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4. ETICKA NACELA

Svi postupci kojima su ispitanici u ovom istrazivanju bili podvrgnuti koriste se u
rutinskom dijagnostickom postupku, pracenju i lijeCenju bolesnika sa sistemskom sklerozom i
sistemskim eritemskim lupusom. Tijekom istrazivanja posStovani su eticki i bioeticki principi
— osobni integritet, pravednost, dobrocinstvo i1 neskodljivost u skladu s nurnberskim
kodeksom 1 najnovijom revizijom HelsinSke deklaracije (World Medical Association
Declaration of Helsinki — 52nd WMA Annual assembly, Edinburgh, Scotland, October, 2000)
te u skladu s hrvatskim zakonima (Hrvatski lije¢nicki zbor — Kodeks medicinske etike i
deontologije, Zagreb, 2002.). Dobivena je privola Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog
centra Split. U istraZivanje se bili uklju¢eni samo oni ispitanici koji su prethodno potpisali
informirani pristanak. Materijali ¢e se koristiti isklju¢ivo za dobivanje rezultata i1 oblikovanje

znanstvenog misljenja, a nece se koristiti u svrhu materijalne dobiti.
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5. REZULTATI

Klinicki 1 demografske karakteristike SLE bolesnika su prikazane u Tablici 4.

Tablica4.  Klinicke i demografske karakteristike, laboratorijski nalazi i vrijednosti
25-OH D3, IFN-y i E;u SLE bolesnika i kontrolnoj skupini.

SLE bolesnici Kontrolna Medijan razlike p
(n=36) skupina
(n=37) Aps. Rel.

Dob (godine) 40 (33-43) 39 (32-42)

Trajanje bolesti (godine) 10 (8-13) N/A

Kortikosteroidi (mg) 2,3 (0,00-3,63) N/A

25-OH D3 (ng/ml) 16,5 (12,7-20,9) 22,9 (18,1-26,4) -6,4 28% 0,001
IFN-y (pg/ml) 2,4 (1,0-5,7) 1,0 (1,0-1,0) 1.4 <0,001
E; (nmol/L) 0,53 (0,36-0,61) 0,33 (0,29-0,40) 0,20 61% <0,001
PTH (pg/ml) 13,9 (12,4-16,5) 15,1 (13,1-16,9) -1,2 8% 0,275
ANA (U/ml), n (%) 26 (72,2) N/A

Anti-dsDNA (IU/ml) 44,5 (7,3-245.3) N/A

Anti-dsDNA > 40 IU/ml, n (%) 19 (52,8) N/A

Anti-Sm (AU/ml) 44,5 (7,3-245.3) N/A

Anti-Sm > 40 AU/ml, n (%) 2 (5,6) N/A

C; (g/L) 0,84 (0,73-0,95) N/A

C4 (g/L) 0,13 (0,09-0,20) N/A

1. Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon)

2. 25-OH Dj = 25-hidroksi vitamin D3; IFN-y = interferon gama; E, = estradiol; PTH = paratiroidni hormon;
ANA = antinuklearna protutijela; anti-dsDNA = anti-double-stranded DNA; anti-Sm = anti-Smith; C3i C4 =
komponente komplementa; Aps. = apsolute razlika; Rel. = Aps.*100/ vrijednost“kontrolna skupina“; p =
Mann-Whitney U test asimptotski dvostruki statisti¢ki znacaj; N/A = (eng. not applicable); nije primjenjivo
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Medijan 25-OH D3 bio je za 6,4 ng/ml nizi u SLE bolesnica u odnosu na kontrolu
skupinu (p=0,001). Vrijednost medijana IFN-y (p<0,001) bila je viSa za 2,4 pg/ml a E,
(»<0,001) za 0.20 nmol/L u SLE ispitanica u odnosu na kontrolnu skupinu. Radi daljnje
analize ispitanice smo dodatno podijelili u dvije skupine obzirom na 25-OH Dj; (< 20 ng/ml
: >20 ng/ml).109 Vrijednosti IFN-y, E,, i PTH (p>0,05) se nisu statisticki znacajno
razlikovale u odnosu na razine 25-OH Dj; (<20 ng/ml; >20 ng/ml) u kontrolnoj skupini
ispitanica stoga se kontrolna skupina u daljnjoj analizi nije dijelila na podskupine prema
razinama 25-OH D3 (<20 ng/ml; >20 ng/ml). Usporedivali smo tri skupine: kontrolna skupina,
SLE ispitanice s 25-OH D3<20 ng/ml i SLE ispitanice s 25-OH D3>20 ng/ml. Vrijednosti
IFN-y su se statistiCki znacajno razlikovale izmedu tri ispitivane skupine (p<0,001).
Vrijednost medijana IFN-y u SLE bolesnica sa 25-OH D3;<20 ng/ml bila je za 1,5 pg/ml visa
u odnosu na SLE ispitanice s 25-OH D3>20 ng/ml i u odnosu na kontrolnu skupinu (p=0,008)
(Tablica 5). E; se statisti¢ki znacajno razlikovao izmedu tri promatrane skupine (p=0,001).
Medijan E; u SLE ispitanica s 25-OH D3>20 ng/ml bio je za 0,24 nmol/L ve¢i (p=0,009) u
odnosu na kontrolnu skupinu. Dok je medijan E, u SLE ispitanica s 25-OH D3<20 ng/ml bio
za 0,14 nmol/L ve¢i (p=0,035) nego u kontrolnoj skupini. Vrijednosti PTH se nisu statisticki

znacajno razlikovale izmedu ispitivanih skupina (Tablica 5.).

Napravili smo ROC analizu IFN-y (Slika 1a), E, (Slika 1b) 1 25-OH Dj (Slika Ic) za
SLE u odnosu na kontrolnu skupinu 1 dobili smo slijede¢e rezultate (Tablica 6). Ispitanice
smo podijelili temeljem dobivenih ,,vrijednosti praga* na na one kod kojih je IFN-y < 1.3
pg/ml i IFN-y > 1.3 pg/mL; 25-OH D3<20 ng/ml i 25-OH D3>20 ng/ml te E;<0.345 nmol/L,

i E»>0.345 nmol/L (Tablica 7).

Da bi utvrdili povezanost ispitivanih varijabli sa SLE napravili smo multinominalnu

regresijsku analizu (Tablica 7), koja je pokazala medusobno nezavisnu povezanost IFN-y, 25-
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OH Ds1i E; sa SLE u bolesnica u remisiji. U odnosu na kontrolnu skupinu u tih bolesnica

povecani su izgledi da su plazmatske koncentracije navedenih tvari u slijede¢im vrijednostima

-za IFN-y>1.3 pg/ml izgledi su povecani 10 puta;

-za 25-OH D3<20 ng/ml izgledi su povecani 7.6 puta;

-za E»>0.345 nmol/L izgledi su povecani 5,4 puta.

Tablica S. Raspodjela ispitanica (SLE bolesnice i kontrolna skupina) u odnosu na
koncentraciju 25 OH-D3

SLE ispitanice

Kontrolna skupina

25 OH-D; 25 OH-D; 25 OH-D; 25 OH-D; p*
> 20 ng/ml < 20 ng/ml > 20 ng/ml < 20 ng/ml
(n=9) (n=27) (n=26) (n=11)
1,0 1,0
IFN-y (pg/ml) 1,0 2,5 <0,001
(1,0-4,7) (1,0-6,8) (1,0-1,0) (1,0-1,0)
0,58 0,48 0,33 0,34
E; (nmol/L) 0.001
(0,42-0,63) (0,35-0,59) (0,29-0,38) (0,29-0,55) ’
13,6 14,3 15,1 15,0
PTH (pg/ml) 0,664
(12,9-15,4) (12,2-17,2) (12,8-16,4) (13,2-20,2)

Podaci su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon).

*p se odnosi na usporedbu triju skupina : kontrolne skupine, SLE ispitanice s 25 OH-D3>20

ng/ml 125 OH-D3<20 ng/ml

IFN-y = interferon gamma; E,: estradiol; PTH = paratiroidni hormon; p = Kruskal-Wallis

test
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Tablica 6. Rezultati ROC analize za SLE u odnosu na kontrolnu skupinu.

Vrijednost praga PovrSina ispod
ROC krivulje 95% CI )/
(Cut off) (AUC)
IFN-y 1.3 pg/ml 0,77 (0.65-0.86) <0.001
25-OH D3 20 mg/ml 0,73 (0,61-0,82) <0.001
E; 0.345 nmol/l 0.75 (0.64-0.85) <0.001

AUC = Area under curve; 95% CI = 95% interval pouzdanosti; IFN-y= interferon gama; 25-
OH D3= 25-hidroksi vitamin D5; E,= estradiol.
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Tablica 7. Raspodjela ispitanica (SLE bolesnice i

kontrolna skupina) prema

vrijednostima praga ispitivanih varijabli (IFN-y, 25-OH Dj; i E,); rezultati
multinominale binarne logisticke regresije

SLE Kontrolna
bolesnice skupina OR  (95% CI) P
(n=36) (n=37)
IFN-y
> 1.3 pg/ml 21 (58.3) 3(8.1) 9.91 (2.15-45.69) 0.003
< 1.3 pg/ml 15 (41.7) 34 (91.9) 1
25-OH D3
<20 ng/ml 27 (75.0) 11 (29.7) 7.56 (2.05-27.86) 0.002
> 20 ng/ml 9(25.0) 26 (70.3) 1
E,
>0.345 nmol/L 30 (83.3) 15 (40.5) 5.39 (1.39-20.87) 0.015
<0.345 nmol/L 6 (16.7) 22 (59.5) 1

Podatci su prikazani kao broj (%) ispitanica

OR = Odds ratio;95% CI = 95% interval pouzdanosti omjera izgleda; IFN-y = interferon
gama; 25-OH D3 = 25-hidroksi vitamin D3; E,= estradiol.

—-31 -



1,0 7
o
7
Fd
Fd
7
//
0,8-
//
Fd
7
Fd
//
= 067 Fd
in e
2 7
=N ’
= Fd
@
H S/
o 0,47 /
Fd
Fd
7
Fd
Fd
/7
0,2 i
7
Fd
Fd
Fd
/./
o/
oo T T T T
0o 02 04 05 0s 1,0

1-5Specificnost

Slika 1a) ROC* krivulja IFN-y za SLE u odnosu na kontrolnu skupinu. AUC* = 0.77; 95%
CI 0.65-0.86; p<0.001; Youden index J = 1.3.

*ROC: receiver operating characteristic; IFN-y: interferon-gamma; AUC: area
under curve.
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Slika 1b)  ROC* krivulja E, za SLE u odnosu na kontrolnu skupinu. AUC* = 0.75; 95% CI

0.64-0.85; p<0.001; Youden index J = 0.345.

*ROC: receiver operating characteristic; E,: estradiol; AUC: area under curve.
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ROC* krivulja 25-OH D3 za SLE u odnosu na kontrolnu skupinu. AUC* = 0.73;
95% CI 0.61-0.82; p<0.001; Youden index J = 19.9 za SLE u odnosu na
kontrolnu skupinu.

*ROC: receiver operating characteristic; 25-OH D3:25-hidroksi vitamin Ds;
AUC: area under curve.
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U SLE bolesnica korelacija 25-OH Ds i E; je bila pozitivna, ali ne 1 statisticki znacajna,
jer je bila na rubu statisticke znacajnosti (Spearman's p=0,31; p<0,065). Nije pronadena
korelacija IFN-y sa E; kao ni IFN-y s 25-OH Ds u SLE ispitanica (Tablice 8). Korelacija
izmedu E; i IFN-y je bila pozitivna i statisticki znacajna (Spearman's p=0,25; p<0,05) u svih

ispitanika.

Tablica 8. Korelacija vrijednosti 25-OH D3, IFN-y, E; u SLE bolesnica i kontrolnoj

skupini
Cijeli uzorak SLE bolesnice Kontrolna skupina
(n=73) (n=36) (n=37)
Total Total Total
25-OH D3 IFN-y E, 25-OH D3 IFN-y E, 25-OH D3 IFN-y E,

vit D vit D vit D
25-OH D3 1.00 1.00 1.00
Total vitamin D 0.90**  1.00 0.89**  1.00 0.91**  1.00
IFN-y -0.22*  -0.10 1.00 0.04 0.01 1.00 -0.02 0.09 1.00
E, -0.12  -0.06 0.25*%* 1.00 0.31% 0.29 0.04 1.00 -0.20 -0.22 -0.17 1.00

Podatci su prikazani kao Spearman rho (p) koeficijent of korelacije

25-OH Dj = 25-hidroksi vitamin D;; Total vit D = ukupna koncentracija vitamina D; IFN-y = interferon gama;
E, = estradiol; PTH = paratiroidni hormon; OR = odds ratio, univarijatna binarna logisti¢ka regresija; referentna
vrijednost je bila <20 ng/ml; 95% CI = 95% interval pouzdanosti za OR

* Statisticka znacajnost p<0.1

** Statisticka znacajnost p<0.05

Vitamin D (25-OH D3) je pozitivno korelirao s anti-Sm (p<0,05) kao i s anti-dsDNA
(p<0,01) protutijelima. Estradiol je pozitivno korelirao s anti-dsDNA autoprotutijelima
(p<0,05), ali ne i s anti-Sm protutijelima u SLE bolesnica. Interferon-y nije korelirao s anti-

Sm kao i anti-dsDNA protutijelima u SLE ispitanica. Titar anti-dsSDNA protutijela je
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negativno korelirao s C3 i C4 komponentama komplementa (p<0,01 i p<0,05). Korelacija

IFN-y, 25-OH Ds i E; s razinom titra autoprotutijela (ANA, anti ds DNA i anti Sm) kao i

vrijednostima komponenti komplementa (C3 i C4) je prikazana u Tablici 9.

Tablica 9.

25-OH D3

Vitamin D
ukupni

IFN-y
E;

Cs

Cy

ANA
Anti-Sm

Anti-dsDNA

Korelacija vrijednosti 25-OH D3, vitamina D total, IFN-y, E,, C3, C4, ANA,
Anti-Sm i Anti-ds DNA u SLE bolesnica

25-OH D3

1,00

0,90*

0,04
0,31
0,07
0,09
0,17
0,46+

0,38*

Ukupni
Vit. D

1,00

0,01
0,29
0,05
0,06
0,25
0,61%*

0,467

IFN-y

1,00
0,04
0,10
-0,11
0,16
0,27

0,00

E,

1,00
-0,02
-0,06
0,05

0,19

0,36*

C3

1,00
0,82+
0,16
-0,20

20,437

C4

1,00
-0,31
-0,21

-0,42%

ANA

1,00
0,37+

0,66%*

Anti- Anti-
Sm dsDNA

1,00

0,50%* 1,00

Podaci su prikazani kao Spearman’s rho (p) koeficijent korelacije

25-OH D; = 25-hidroksi vitamin Ds; IFN-y = interferon gamma; E, = estradiol,

C; 1 C4 = komponente komplementa; ANA = antinuklearna autoprotutijela;

anti-Sm = anti-Smith autoprotutijela; anti-dsDNA = anti-double-stranded DNA autoprotutijela.

* Statisticka znacajnost od p<0,05

** Statisticka znacajnost od p<0,01
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6. RASPRAVA

6.1. Vitamin D i SLE

Cilj istrazivanja bio je ispitati razine i mogucu povezanost 25-OH Dj; vitamina, E; i
IFN-y u Zena s neaktivnim SLE. Poznato je da je vitamin D bitan hormon s imuno-
modulirajuéim sposobnostima koji ima vaznu ulogu u bioloskim i biokemijskim putovima.''®-
12 Cinjenica je da kod veéina bolesnika sa SLE postoji smanjene razine vitamina D u
usporedbi sa zdravom populacijom.'” Kako izlaganje UV zrakama moze potaknuti simptome
SLE, preporu¢a se SLE bolesnicima svakodnevno koritenje zastitnih mjera od sunca.''® '
Deficit vitamina D moze biti prisutan i u opc¢oj populaciji, vjerojatno zbog smanjenog
izlaganja suncu, ucestalog koristenja zastitnih krema te nerijetko i smanjenog unosa vitamina
D.** Interes za povezanost vitamina D i SLE pojavila se tijekom zadnjeg desetljeca 20-tog
stolje¢a, kada se vitamin D povezao sa smanjenjem koStane mase.''® Smanjeno izlaganje
suncu jedan je od razloga manjka vitamina D u SLE bolesnika.'"” Brojne studije isticu

. o o . .13, 113, 118
povezanost manjka vitamina D 1 aktivnosti lupusne bolesti.

Kako u nasem radu nije
bilo statisticki znacajne razlike izmedu 25-OH Dj; i 25-OH vitamina D total, kojeg bi
sa¢injavao zbroj vitamina D3 (kolekalciferola) i vitamina D, (ergokalciferola), koristili smo
vrijednosti 25-OH D3 Nekoliko studija upucuje na pozitivnu korelaciju izmedu aktivnog
oblika SLE 1 manjka vitamina D 20 119120 Studija Amitala 1 suradnika® potvrdila je postojanje
negativne korelacije izmedu serumske koncentracije vitamina D i aktivnosti SLE. Takva
korelacija upucuje na moguci protektivni u¢inak vitamina D na tijek SLE. U studiji Moka i
suradnika,'* 25-hidroksivitamin D3 negativno je povezan s klini¢kom aktivnosti bolesti. Petri
sa suradnicima je takoder objavila postojanje negativne korelacije izmedu suplementacije

vitamina D i aktivnosti bolesti.'?!

S druge strane, u randomiziranoj klini¢koj studiji
Karimzadeha i suradnika,'? suplementacija vitamina D nije utjecala na promjenu aktivnosti
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bolesti, Sto je objasnjeno nepoznatim okoliSnim ili bioloskim ¢imbenicima koji bi eventualno
mogli utjecati na aktivnost SLE. Usprkos tome $to su SLE bolesnice u nasSoj studiji imale duzi
vremenski period neaktivnu bolesti, srednja vrijednost vitamina D je bila niza u odnosu na
kontrolnu skupinu. Da bi utvrdili povezanost vitamina D sa SLE napravili smo
multinominalnu regresijsku analizu koja je pokazala da su izgledi da je u bolesnica sa SLE u
remisiji plazmatska koncentracija 25-OH Ds< 20 ng/ml ve¢i 7,6 puta u odnosu na kontrolnu
(zdravu) skupinu. Ovaj rezultat moZe sugerirati blagotvoran uc¢inak vitamina D u odnosu na
bolest. 25-OH D3 je pozitivno korelirao s anti-Sm kao i s anti-dsDNA autoprotutijelima, §to je
u kontradikciji s dosadas$njim izvjeS¢ima o blagotvornom djelovanju vitamina D na tijek
lupusne bolesti. Dolazi u obzir ovdje razmatrati vitamin D kao hormon sli¢nog djelovanja kao

Eo.

6.2. IFN-y i SLE

Sposobnost IFN-y da potice B stanice i produkciju autoprotutijela uz aktivaciju IgG Fc

receptora i komplementa moze takoder pridonijeti tezini bolesti.'®*

Nasi rezultati pokazuju
viSu koncentraciju IFN-y u SLE bolesnica s neaktivhom bolesti u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Analiziraju¢i podskupine, u SLE bolesnica s manjkom vitamina D (25-OH D3 < 20
ng/ml) pronadena je 150% visa razina IFN-y u odnosu na kontrolnu skupinu. Izgled da je u
bolesnica sa SLE u remisiji plazmatska koncentracija IFN-y>1,3 pg/ml ve¢i su 10 puta u
odnosu na kontrolnu (zdravu) skupinu. Nije uoc¢ena korelacija IFN-y sa autoprotutijelima, Sto
se moZze objasniti ¢injenicom da su bolesnice duzi vremenski period imale neaktivnu bolest.
Slozena uloga IFN-y u SLE bolesnika naglaSena je kontradiktornim rezultatima u klini¢kim
studijama koje su istraZivale postojanje korelacije izmedu serumske razine IFN-y i aktivnosti

bolesti kao i korelaciju izmedu ekspresije IFN-y i tezine SLE nefritisa.'*> '**

Uloga
monoklonskih protutijela na IFN-y u cilju lije¢enja SLE jo§ uvijek je u fazi istrazivanja.'*
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6.3. E,iSLE

Poznato je da su estrogeni hormoni s imuno-moduliraju¢im djelovanjem."*® 17p-
estradiol (E,) moZe promicati urodenu imunost poti¢u¢i CD11+ DC IFN-y proizvodnju.'*’
Rastuc¢i broj literaturnih podataka podrzava tezu o izravnom uc¢inku E; na proizvodnju IgG,
kao i stvaranje protutijela. Stoga se smatra da hiperestrogenemija poti¢e B stani¢ni
odgovor.ug’ 129 Medutim, postoje razli¢ita mi§ljenja o utjecaju aktivnosti bolesti na funkciju
jajnika. Pojedina istraZivanja isti¢u vezu izmedu aktivnosti autoimunih bolesti i neredovitog

. .. .- .. .. 130-132
menstrualnog ciklusa, dok u drugim istrazivanjima ta veza nije potvrdena.

Izgledi da je
u bolesnica sa SLE u remisiji plazmatska koncentracija E,>0,345 nmol/L ve¢i su 5,4 puta u
odnosu na kontrolnu (zdravu) skupinu. Takoder smo potvrdili pozitivnu korelaciju E, sa anti-
dsDNA autoprotutijelima, §to je sukladno dosadasnjim saznanjima o utjecaju estrogena na

produkciju autoprotutijela.59

, e . . . . . . v - . 133, 134
Budu¢i da vitamin D i estrogen djeluju preko receptora u imunoloskim stanicama,

posebice B-limfocitima, bitnim za patogenezu lupusne bolesti, moguée natjecanje za
receptorsko mjesto te izmijenjen post-receptorski odgovor mogli bi objasniti ova dogadanja.
Zanimljivo je da se djelovanje vitamin D i estradiola isprepli¢e. Pojedine studije pokazale su
da aktivan oblik vitamina D kalcitriol regulira ekspresiju aromataze.'”> S druge strane,
lijecenje estrogenom rezultira porastom razine vezanog i slobodnog kalcitriola kao i vitamina

136, 137

D vezanog na protein. Utjecaj nadomjesne terapije vitamina D na razinu spolnih

hormona proucavan je u mladih Zena. Uoceno je sniZzenja koncentracije progesterona te u

138

manjem opsegu i estrogena tijekom 4 tjedna primjene vitamina D. " Daljnja istraZivanja uz

koristenje veéih doza vitamina D u SLE bolesnica s aktivnim i neaktivnim oblikom bolesti

. S y .13
vjerojatno bi prosirila nase spoznaje.'”
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7. ZAKLJUCAK

Nase istrazivanje potvrdilo je poremecaj razina vitamina D, estrogena i IFN-y kod SLE
bolesnica u odnosu na zdrave ispitanice. lako su SLE bolesnice imale duzi vremenski period
neaktivnu bolest, srednja vrijednost vitamina D bila je niza u odnosu na kontrolnu skupinu.
Izgledi da je u bolesnica sa SLE u remisiji plazmatska koncentracija 25-OH D3 < 20 ng/ml
veci su 7,6 puta u odnosu na kontrolnu (zdravu)skupinu.

Podaci o utjecaju IFN-y na tijek SLE do sada su u literaturi kontradiktorni. NaSim
istrazivanjem potvrdili smo da je u SLE bolesnica s manjkom vitamina D (25-OH D3 < 20
ng/ml) IFN-y bio 150% visi u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder izgledi da je u bolesnica
sa SLE u remisiji plazmatska koncentracija IFN-y<1,3 pg/ml ve¢i su 10 puta u odnosu na

konrolnu (zdravu) skupinu, §to istie vaznost ovog citokina u lupusnoj bolesti.

Koncentracija E, je bila viSa u svih SLE bolesnica u odnosu na kontrolnu grupu, $to je
sukladno dosadasnjim spoznajama o utjecaju estrogena na produkciju autoprotutijela i razvoj
autoimune bolesti. Izgledi da je u bolesnica sa SLE u remisiji plazmatska koncentracija
E»>0,345 nmol/L ve¢éi su 5,4 puta u odnosu na kontrolnu (zdravu)skupinu. E, je pozitivno
korelirao s dsDNA protutijelima. Zanimljivo je da je vitamin D pozitivno korelirao anti-Sm 1
anti-dsDNA S§to bi mogli objasniti ¢injenicom da vitamin D i E, imaju receptore na istim
imunoloskim stanicama, te je moguce krizno djelovanje. UvaZavajuéi ogranicenja istraZivanja
poput relativno malog broja ispitanika te presjecnog dizajna istraZivanja, drZzimo da smo

rasvijetlili dio odnosa IFN-y, E; i vitamina D za tijek lupusne bolest.
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8. SAZETAK

Uvod: SLE, kao i produkcija autoprotutijela, neosporno su povezani sa zenskim
spolnim hormonima, osobito E,. Povoljan ucinak vitamina D na tijek autoimunih bolesti
potvrden je kroz brojne studije, dok se utjecaj upalnih citokina, osobito interferona, jos uvijek
ispituje.

Cilj: Ispitati serumske razine 25-hidroksi vitamina D3, estradiola i interferona-gama kao
1 mogucéu povezanost navedenih parametara u SLE bolesnica generativne dobi s neaktivnim

oblikom bolesti.

Metode: U studiju je ukljuc¢eno 36 SLE bolesnica kao i 37 zdravih ispitanica. Serumske
koncentracije 25-OH Dj;, E; i IFN-y odredene su metodom radioimunotesta (engl.
radiommunoassay, RIA) 1 enzimskog imunotesta (engl. enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA).

Rezultati: Koncentracija 25-OH D3 bila je niza u SLE u odnosu na kontrolne ispitanice
(p=0,001), dok je koncentracija E, bila viSa u SLE u usporedbi s kontrolnom grupom
(»<0,001). U vitamin D deficijentnih SLE bolesnica (25-OH D3<20 ng/ml), IFN-y je bio
150% visi u odnosu na SLE bolesnice, koje su imale 25-OH D3>20 ng/ml, kao i u odnosu na
kontrolne ispitanice (p=0,008). Koncentracija E, bila je viSa u svih SLE bolesnica
usporeduju¢i s kontrolnom grupom, neovisno o vrijednostima vitamina D (p=0,009 i

p=0,035). Na cijelom uzorku dokazana je pozitivna korelacija E, 1 IFN-y (p=0,027 1 p<0,05).

Vitamin 25-OH Ds je pozitivno korelirao s dsDNA 1 Sm protutijelima, dok je E; je

pozitivno korelirao smo s dSDNA protutijelima.

Zakljucak: Razine estradiola i IFN-y poviSene su u Zena generativne dobi s neaktivnim

oblikom SLE, dok su razine vitamina D sniZene u istih u usporedbi s zdravim ispitanicama.
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IFN-y je visi pri nizim razinama vitamina D, §to bi moglo upucivati na zastitnu ulogu ovog
vitamina u autoimunoj upali. Ovo istraZivanje istiCe vaZnost poznavanja vrijednosti i

medusobnog odnosa vitamina D, E; i IFN-y u razumijevanju i pra¢enju SLE.

Kljuéne rijeci: sistemski eritemski lupus, interferon-gamma, estradiol, vitamin D.
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9. SUMMARY

Background: Systemic lupus erythematosus (SLE), along with autoantibody
production, is undeniably associated with levels of female sex hormones, specifically E..
Beneficial effects of D vitamin on the course of autoimmune disorders have been confirmed
through numerous studies, while the effect of inflammatory cytokines, especially IFN-y, is

still under study.

Objectives: The aim of this study was to determine the serum levels of 25-hydroxy-
vitamin D3, oestradiol and interferon-gamma in female SLE patients of childbearing age with

inactive disease, as well as their interconnection.

Methods: In total, 36 SLE and 37 control subjects were enrolled in the study. Serum
concentrations of 25-OH Ds; E, and IFN-y were measured by radioimmunoassay using a

gamma-counter and enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: The concentration of 25-OH D3 was lower in SLE patients compared to the
control group (p=0.001), while E, was higher (p<0.001). In vitamin D deficient (25-OH D3 <
20 ng/ml) SLE patients, IFN-y was 150% higher compared to patients with 25-OH D3 > 20
ng/ml and the control group (p=0.008). The concentration of E, was greater in all SLE
patients compared to the control group, independent of the vitamin D level (p=0.009 and
p=0.035, respectively). We found a positive correlation between E; and IFN-y in SLE patients
and the control group (p=0.027and p<0.05, respectively). Vitamin 25-OH D3 positively
correlated with dsDNA and Sm antibodies, while E, was positively correlated only with

dsDNA antibodies.

Conclusions: Concentration of oestradiol and IFN-y was elevated in SLE patients with

inactive disease, while the concentration of vitamin D was decreased compared to healthy
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subjects. IFN-y was elevated with decreased levels of vitamin D, which may indicate
protective role of vitamin D in autoimmune inflammation. This study promotes the
significance of learning the interaction between vitamin D, E, and IFN-y in understanding and

monitoring the SLE.

Key words: systemic lupus erythematosus, interferon-gamma, estradiol, vitamin D.
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