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1. UVOD



1.1. Definicija

Sjogrenov sindrom (engl. Sjogren's syndrome - SS) je kroni¢na, sporo napredujuca
autoimuna bolest karakterizirana limfocitnom infiltracijom egzokrinih Zlijezda Sto rezultira
suho¢om usta (kserostomijom) i suhim o¢ima (kseroftalmijom). Bolest ima Siroki klinicki
spektar, od ograni¢ene autoimune egzokrinopatije do sistemske bolesti [1]. U sistemskom
obliku bolesti mogu biti zahvac¢ena pluca, bubrezi, Stitnjaca, mi$ici, srce, ziv€ani sustav i
koza, a Cesto su prisutni simptomi umora, depresije, kognitivnih poremecaja, koznih lezija,
boli i blagog artritisa [2]. Bolest se moze javiti samostalno i tada se naziva primarnim
Sjogrenovim sindromom (engl. primary Sjogren's syndrome - pSS). Kada se javlja u sklopu
drugih autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa (engl. rheumatoid arthritis - RA),
sistemskog eritemskog lupusa (engl. systemic lupus erythematosus - SLE) ili progresivne
sistemske skleroze (engl. systemic sclerosis - SSc) naziva se sekundarnim Sjogrenovim

sindromom (engl. secondary Sjogren's syndrome - sSS) [3].

Prvi opis ove bolesti dao je Mikulicz 1892. godine. Mikuliczev sindrom obuhvacao je
lokalizirano zahvacanje Zlijezda slinovnica bez sistemskih znakova bolesti §to nije pruzalo
dovoljno dijagnosti¢kih i terapijskih informacija. Svedski oftalmolog Henrik Sjogren 1933.
godine opisao je suhocu usta i oiju u 19 zena. Sjogren je takoder prvi uveo termin

keratokonjuktivitis sicca [4].

1.2. Epidemiologija

Prevalencija pSS-a je ~ 0.5-1 %, a sekundarni se oblik razvija u 5-20 % bolesnika [1].
pSS se znatno CeSée razvija u Zena u odnosu na muskarace; razlika u spolu krece se u
omjerima 9:1 1 19:1. Prosjecna dob u vrijeme postavljanja dijagnoze pSS je 56 godina, dok se
drugi vrhunac bolesti javlja izmedu 20 i 40 godine. Medutim, prvi simptomi mogu se pojaviti
godinama prije postavljanja dijagnoze [5]. Pojedina istrazivanja ukazuju da omjer spolova i
dobna raspodjela ovise o etni¢koj pripadnosti i geografskom podrucju ispitane populacije. SS

rijetko se javlja u djece, no pocetak je moguc¢ ve¢ u petoj godini zivota [6].



1.3. Patofiziologija

Patofiziologija SS-a vrlo je slozena. Unato¢ velikom napretku u razumijevanju
autoimunih zbivanja, etiopatogeneza bolesti 1 dalje je nejasna. Smatra se da u bolesnika s
genetskom predispozicijom kombinacija virusnih infekcija, hormona 1 okoliSnih ¢imbenika
vodi k aktivaciji epitelnih stanica i pojacanoj ekspresiji toll-like receptora (engl. toll-like
receptors - TLRs). TLRs su transmembranski proteini ukljuceni u pokretanje imunoloskog
odgovora. Inicijalna faza bolesti obiljezena je strukturalnim promjenama zlijezda Sto
podrazumijeva izmjenu ekstracelularnog matriksa i promjenu medustanicne komunikacije.
Moguce je da te promjene uzrokuju epigeneticko reprogramiranje genske ekspresije. Pojacana
ekspresija TLRs pobuduje prirodeni imunitet koji dovodi do aktivacije limfocita T i stvaranja
proupalnih citokina. Osim §to poticu aktivaciju i proliferaciju limfocita B, limfociti T izlucuju
1 citokine koji stimuliraju epitelne stanice. Rezultat te stimulacije je stvaranje proapoptoti¢nih
molekula i ekspresija autoantigena koji dovode do aktivacije dendriti¢kih stanica. Ove stanice
proizvode brojne citokine, ukljucujuéi i faktor aktivacije B stanica (eng. B-cell activating
factor - BAFF) koji stimulira sazrijevanje promijenjenih B limfocita koji postaju
autoreaktivni. Naposljetku, to dovodi do stvaranja specifi¢nih autoprotutijela koja na razlicite
naCine poti€u oStecenje tkiva [7]. NajCeS¢a autoprotutijela u SS-u su autoprotutijela na
specificne ribonukleoproteine Ro i La. Postoje dokazi koji govore kako anti SSA/Ro i anti
SSB/La protutijela igraju vaznu ulogu u lokalnom autoimunom odgovoru, $toviSe nadena su u

zlijezdama slinovnica u oboljelih od SS-a [8].

1.4. Klinicke manifestacije
1.4.1. Kserostomija

Vise od 90% bolesnika sa SS-om imaju simptome suhoce usne Supljine koji su
posljedica funkcionalnih promjena Zlijjezda slinovnica. Simptomi ukljuuju suhocu usta,
poteskoca u procesu Zvakanja te potrebe unosenja vise tekucine kako bi lakse progutali hranu.
U ranoj fazi bolesti kserostomija je obi¢no blaza, ali s progresijom bolesti i oSte¢enjem
zlijezda slinovnica, kserostomija se pogorsava te je pracena stalnim osjeCajem Zarenja usta,
izmjenama okusa, pojavom fisura na jeziku te angularnih heilitisa. Daljnjim napredovanjem
kserostomija dovodi do brojnih komplikacija kao §to su propadanje zubi, atrofija jezicnih

papila, povecana ucestalost infekcija sluznice usne Supljine, u prvom redu kandidijaze [9].



1.4.2. Oteklina Zlijezda slinovnica

Oteklina parotida (Slika 1) 1 drugih vec¢ih zlijezda slinovnica obi¢no je asimptomatski i
obostran. Ako je otok izrazeniji te pracen s boli 1 trizmusom potrebno je iskljuciti bakterijski

sijalodenitis. Perzistentno, unilateralno povecanje Zlijezda budi sumnju na limfom [10].

Slika 1. Povecana parotidna zlijezda; slika: vlastiti izvor

1.4.3. Kseroftalmija

Kseroftalmija ili suhoca o€iju je Cesto slabije izraZzena od kserostomije. Bolesnici
najces¢e navode osjecaj ‘pijeska, odnosno stranog tijela u ocima’, ali i druge simptome kao
Sto su fotofobija, Zarenje, te nedostatak suza. Kseroftalmija nastaje zbog limfocitne infiltracije
suznih zlijezda koja dovodi do destrukcije Zlijezda i smanjenog stvaranja suza. Nedostatan
protok suza dovodi do erozija roznice i epitela spojnice, stanja poznatog kao

keratoconjunctivitis sicca [9].
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1.4.4. Izvanzlijezdane manifestacije SS-a

Muskuloskeletni sustav

Bolovi u zglobovima prisutni su u 30-60% bolesnika s pSS-om [11]. Cesto se moze
uociti simetri¢ni, periferni poliartritis malih zglobova Saka koji prethodi simptomima suhoce
Obicno nije deformiraju¢i niti erozivan, a zahvata metakarpofalangealne (engl.
metacarpophalangeal - MCP), proksimalne interfalangealne (engl. proximal interphalangeal
- PIP) zglobove i zapes¢a [11,12]. Bolovi u miSi¢ima, miSi¢na slabost i umor takoder su

ucestale tegobe ovih bolesnika [13].

Koza

Osim sindroma suhoce, kozne manifestacije SS-a ukljucuju i imunoloski posredovana
upalna stanja poput vaskulitisa te druge pridruZzene poremecaje kao Sto je Raynaudov
fenomen. Vaskuliticne promjene najces¢e se javljaju na donjim udovima u obliku
leukocitoklasti¢nog vaskulitisa [14]. Raynaudov fenomen vrlo je Cest u pSS-u i obicno
prethodi simptomima suhoc¢e. Suha koza zabiljeZena je u 50% bolesnika s SS-om, a nejasno je
nastaje li uslijed limfocitne infiltracije zlijezda ili disfunkcionalnog znojenja [15, 16]. Ostale

kozne manifestacije uklju¢uju nodozni eritem, vitiligo i digitalne ulceracije [14].

Bubrezi

Ucestalost zahvacenosti bubrega u SS varira od 4 do 67% $to se objasnjava razlikama
u dijagnostickim kriterijima i protokolima istrazivanja. Tubularni intersticijski nefritis (engl.
tubulointerstitial nephritis - TIN), koji je histopatoloski obiljezen peritubularnom
infiltracijom limfocita i fibrozom, najc¢es¢a je bubrezna manifestacija u bolesnika sa SS-om.
Glavna klinicka prezentacija TIN-a je renalna tubularna acidoza (engl. renal tubular acidosis
- RTA), a nastaje zbog oste¢enja bubreznih tubula. Posljedica RTA je zadrzavanje kiselina ili
gubitak bikarbonata te se ocituje slaboSc¢u ili paralizom zbog gubitka kalija, bubreznim
kolikama zbog nefrokalcinoze te poliurijom/polidipsijom zbog nefrogenog dijabetesa

insipidusa [16,17].

Distalna tubulna acidoza je takoder ¢esta u bolesnika sa SS-om, a javlja se u otprilike
oko 20% slucajeva. Najcesce je asimptomatska i bez klinickog znacenja. Glomerulonefritis je

rijedak u SS-u, a manifestira se proteinurijom, nefrotskim sindromom, hematurijom,
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arterijskom hipertenzijom i zatajivanjem funkcije bubrega [18]. Prisutnost glomerulonefritisa
u bolesnika sa SS-om znacajno pridonosi povecanju stope morbiditeta i mortaliteta te utjece

na prognozu bolesti [19].

Respiratorni sustav

Zahvacenost pluca se definira prisutnoS¢u respiratornih simptoma potvdenih
dijagnostickim testovima (funkcionalnim i radiografskim). Ucestalost respiratornih simptoma
u bolesnika s pSS-om varira od 9 do 75% dok se klinic¢ki zn¢ajne manifestacije pojavljuju u 9
do 12% bolesnika. [20].

Smanjena sekrecija nazalnih epitelnih stanica dovodi do stvaranja krasta u nosnicama,
epistakse 1 recidiviraju¢ih sinusitisa. Trahealna suhoéa rezultira suhim neproduktivnim
kaSaljem i otezanim disanjem [21]. Cesto se uo¢ava opstrukcija malih dignih putova uslijed
bronhijalne hiperreaktivnosti, dok tezi oblici opstrukcije mogu nastati zbog limfocitne
hiperplazije. Intersticijska bolesti pluca (engl. interstitial lung disease - ILD) je rjeda
manifestacija SS-a. Klinicke manifestacije ILD-a su suhi kaSalj, dispneja u naporu, a
radioloski se nalaze najcesce bilateralni pluéni infiltrati. U kasnijim stadijima bolesti dolazi 1

do razvoja fibroze [22].

Probavni sustav

Gastrointestinalne manifestacije u bolesnika sa SS-om ukljucuju disfagiju, dispepsiju,
mucninu i bol u epigastriju, Sto moze biti povezano s hiposalivacijom, smanjenim motilitetom
jednjaka, gastritisom te smanjenom proizvodnjom zeluCane kiseline. Bolesnici sa SS-om
podlozniji su nastanku gastroezofagealnog refluksa zbog sline koja ima neutraliziraju¢i uc¢inak
na zelu€anu kiselinu [23]. Mogu biti prisutni nespecifi¢ni poremecaji jetrene funkcije, a Ceste

pridruzene bolesti su autoimuni hepatitis i primarna bilijarna ciroza [9].

ZivCani sustav

NeuroloSke manifestacije se nalaze u oko 20 do 60% bolesnika sa SS-om. Spektar

neuroloskih poremecaja u sklopu SS-a je iznimno Sirok, od perifernih neuropatija do

12



poremecaja srediSnjeg zivéanog sustava te mogu biti uzrokovane i vaskulitisom [24].
Najcesci oblik je periferna senzorna neuropatija (engl. peripheral sensory neuropathy - PSN) i
smatra se karakteristicnim neuroloSkim obiljezjem SS-a. PSN obiljezavaju klinicki simptomi
simetri¢ne 1 distalne parestezije, neuropatska bol 1 osjecaj peCenja stopala, a klinickim se
pregledom mogu dokazati smanjeni ili odsutni duboki tetivni refleksi [25]. Uz PSN najcesce
se mogu javiti opticki mijelitis te neuralgija trigeminusa [26]. Zbog oSteCenja zivCanih
vlakana (najceS¢e su zahvaceni kranijalni Zivci: kohlearni Zivac, trigeminalni Zivac i li¢ni
zivac) bolesnici s pSS-om cesto pokazuju kognitivne promjene kao S§to su poremecaji
koncentracije 1 pamcéenja te vizualno-prostorni poremecaji. Bolesnici opisuju i deficite

kratkoro¢nog te dugoro¢nog pamcenja uz ¢esto prisutne depresivne poremecaje [24].

Hematoloski sustav

HematoloSki poremecaji su Cesti u bolesnika s pSS-om, te se u gotovo trecine
razvija citopenija koja ukljucuje leukopeniju, anemiju i trombocitopeniju. Leukopenija se
javlja u oko 20 do 60% bolesnika i povezana je s pozitivnim anti SSA protutijelima te veéim
zljezdanim oStecenjima. Anemije su najceSce blage 1 asimtomatske, a mogu se nac¢i u oko 11
do 19% pSS bolesnika [27]. Poliklonska hipergamaglobulinemija nalazi se u 80 % bolesnika
[9].

Bolesnici sa SS-om imaju 20 do 40 puta veci rizik za razvoj non-Hodgkinova limfoma
(engl. non-Hodgkin lymphoma - NHL) u usporedbi s opéom populacijom. NHL smatra se
najtezom kliniCkom manifestacijom SS-a, a prevalencija NHL u SS-u iznosi oko 4 % i javlja
se u prosjeku 7,5 godina nakon postavljanja dijagnoze. Najucestaliji histoloski tip NHL-a u
bolesnika sa SS-om je ekstranodalni B-stani¢ni limfomi marginalne zone vezan uz limfati¢no
tkivo sluznice - MALT limfom (engl. mucosa-associated lymphoid tissue). Klinicki je
najcesce indolentan, a pored zlijezda slinovnica lokaliziran je i u izvan limfati¢énim tkivima
kao sto je zeludac ili bubreg. Na veci rizik razvoja HNL-a ukazuju niske razine Ca, mjeSana
monoklonalna krioglobulinemija, visoke razine P2-mikroglobulina, CD4 limfocitopenija,
prisutnost monoklonalnih lanaca u serumu i u urinu, pezistentno povecanje parotide,

palpabilna purpura, ulceracije na nogama i splenomegalija [28,29].
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Ostale izvanzlijezdane manifestacije

Endokrinoloski poremecaji javljaju se u oko 20% bolesnika sa SS-om. Najcesci
pridruzeni poremecaj je hipotireoza [30]. Zahva¢en moze biti i genitalni sustav. U mnogih
premenopauzalnih Zena oboljelih od SS-a javlja se vaginalna suhoca, posljedi¢na
dispareunija, te ucestala endometrioza [31]. Trudno¢a nema utjecaja na tijek bolesti, ali u
djeteta postoji rizik od razvoja neonatalnog lupusa i1 prirodenog atrioventrikularnog bloka
povezanog s visokim morbititetom 1 mortalitetom. Taj se rizik povecava uz prisutnost anti-

SSA/Ro protutijela [32].

1.5. Dijagnostic¢ki Kriteriji

Postavljanje dijagnoze SS-a se temelji na klasifikacijskim kriterijima za Sjogrenov
sindrom: revidiranu verziju europskih kriterija predlozenu od strane americko-europske

konsenzusne grupe.

Klasifikacijski kriteriji SS-a prikazani su u Tablici 1 te ukljuCuju subjektivne i
objektivni znakove kserostomije i kseroftalmije, patohistoloSku analizu Zlijezda slinovnica 1

prisutnost autoprotutijela [33].

Tablica 1. Revidirani medunarodni klasifikacijski kriteriji za Sjogrenov sindrom

I.  Oc¢ni simptomi - potvdan odgovor na barem jedno od sljedecih pitanja:
1. Jeste li imali svakodnevno suhe o¢i dulje od 3 mjeseca?
2. Imate li povremeni osjet ‘pijeska u o¢ima’?
3. Upotrebljavate li umjetne suze vise od 3 puta dnevno?

II. Oralni simptomi - potvdan odgovor na barem jedno od sljedecih pitanja:
1. Jeste li svakodnevno imali osjecaj suhih usta dulje od 3 mjeseca?
2. Jeste li imali povremeno ili stalno natecene zlijezde slinovnice kao odrasla
osoba?
3. Pijete li Cesto tekuc¢inu kako biste lakSe progutali hranu?

ll. O¢ni znakovi - pokazatelji zahvacenosti oka definirani kao pozitivan rezultat barem
jednog od dvaju slijedecih testova:
1. Schirmerov test napravljen bez anestezije (< Smm u 5 minuta)
2. Rose bengal bodovna ljestvica ili neka druga o¢na bodovna ljestvica (> prema
van Bijsterveldovu score sistemu)
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IV. Histopatologija malih Zlijezda slinovnica (dobivena biopsijom bukalne sluznice koja
izgleda normalno) pokazuje fokalni limfocitni sijaloadenitis, vrednuje se s focus
scorom > 1, a koji je definiran kao broj limfocitnih fokusa koji sadrze vise od 50
limfocita na 4 mm? zlijezdanog tkiva.

V. Zahvacenost Zlijezda slinovnica: objektivan dokaz zahvacenosti zZlijezda slinovnica
definiran kao pozitivan rezultat barem jednog od sljedecih dijagnostickih testova:
1. Nestimulirano lu¢enje sline (< 1,5 ml u 15 minuta)
2. Sijalografija parotide kojom se uocavaju difuzne sijalektazije (punktiformni,
kavitarni uzorak) bez znakova destrukcije u velikim vodovima
3. Scintigrafija slinovnica koja pokazuje odgodeni unos, smanjenu koncentraciju
1/ili odgodeno izlucivanje kontrasta

V1. Antitijela; prisutnost u serumu sljedecih antitijela:
Antitijela na SSA/Ro ili SSB/La antigen ili oba

U oboljelih koji nemaju povezanu bolest, primarni SS se definira kao:

a) Prisutnost 4 od 6 kriterija uz obvezno pozitivne kriterije IV (histopatologija) ili VI
(serologija)

b) Prisutnost bilo koja 3 od 4 objektivna kriterija (III, IV, V, VI)

U oboljelih s povezanim bolestima (npr. druga dobro definirana bolest vezivnog tkiva)
prisutnost kriterija I ili II uz prisutnost bilo koja 2 od III, IV i V kriterija su dovoljni za

postavljanje dijagnoze sekundarnog SS [33].

1.5.1. Schirmerov test

Ovim testom odreduje se vodena komponenta suznoga filma. Provodi se
postavljanjem sterilnog filter-papira na prijelazu srednje i vanjske tre¢ine donje vjede. Nakon
pet minuta papir se ukloni 1 ocita se duzina navlazenog dijela papira u milimetrima. Normalno
se filtar-papir navlazi 15 mm od ruba vjede u pet minuta. Ako je ona < 5 mm, test se smatra

pozitivnim [34].
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1.5.2. Biopsija Zlijezda slinovnica

Biopsija zlijezda slinovnica dugo se smatrala zlatnim standardom u dijagnostici pSS.
Medutim, u klinickoj je praksi njezina primjena Cesto rezervirana za bolesnike u kojih
dijagnoza ostaje nejasna nakon temeljite klinicke 1 laboratorijske procjene. Izraz zariSni
(fokalni) limfocitni sialoadenitis odnosi se na histopatoloski obrazac prisutnosti jednog ili vise
upalnog zariSta u biopsiji, dok se okolno tkivo sastoji uglavnom od nepromijenjenog
parenhima. S druge strane, zariSte ili fokus definira se kao nakupina od > 50 limfocita.
Patohistoloski nalaz smatra se pozitivnom ako je u preparatu prisutno > 1 fokusa s vise od 50

limfocita na 4 mm? tkiva [35].

1.5.3. Sijalometrija i sijalografija

Nestimularno lucenje sline (sijalometrija) jednostavan je, neinvazivan test koji mjeri
ukupnu koli¢inu sline koju bolesnik izbaci u mjernu epruvetu tijekom jedinice vremena u
sjede¢em polozaju. Kod izvedbe testa vazno je da ispitanik najmanje dva sata prije testa nista
ne jede, ne pije, ne pusi 1 ne pere zube. Pozitivnim se testom smatra izlu¢enje > 1.5 ml sline u

15 minuta [36].

Sijalografija je kontrastno radiografsko snimanje slinovnica, obi¢no parotide, nakon
retrogradnog ubrizgavanja kontrastnog sredstva u izvodni kanal. Kontrast se distribuira kroz
sustav kanala, §to omogucuje analizu arhitekture 1 organizacije zljezdanih kanala. U bolesnika
sa SS-om mogu se naci dilatirani 1 tortuozni kanali¢i, s neravnomjernom raspodjelom

kontrastnog sredstva [37, 38].

1.5.4. Scintigrafija slinovnica

Scintigrafija pruza funkcionalnu procijenu svih Zlijezda slinovnica analizom unosa i
izlu¢ivanja 99 mTc-pertehnata iz slinovnica 60 minuta nakon njegove intravenske aplikacije.
U bolesnika sa SS-om se opisuje odgodeni unos, smanjena koncentracija i/ili odgodeno

izluCivanje markera. Scinitigrafija je visoko osjetljiva, ali slabije specificna metoda [39].
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1.5.5. Serologija

Jedan od kriterija za dijagnozu pSS-a su pozitivna anti SSA/Ro i/ili pozitivna anti
SSB/La antitijela. Ovisno o koriStenoj laboratorijskoj metodi anti SSA/Ro i anti SSB/La
antitijela mogu biti pozitivna u 50 do 70% bolesnika s pSS-om [40]. Anti SSA/Ro su neovisna
od anti SSB/La antitijela [41], dok je obrnuta situacija rijetka Sto potvrduje i nedavna analiza
kohorte medunarodnog klinickog kolaborativnog saveza Sjogrenovog sindroma (engl.
Sjogren’s International Collaborative Clinical Alliance - SICCA) koja je zakljucila da osobe
s anti SSB/La, ali bez anti SSA/Ro nisu imale bolest [42]. S druge strane Venables i sur. su
pokazali da su pozitivna anti SSB/La u prisutnosti anti SSA/Ro prediktor za prepoznavanje

bolesnika sa SS-om [43].

Studija Theander-a i1 sur. usporedila je podatke iz registra primarnog Sjogrenovog
sindroma u Malmou i 3 Svedske biobanke zdravstvene skrbi. Uzorci seruma su analizirani na
antinuklearna protutijela (engl. antinuclear antibodies - ANA), reumatoidni faktor te anti
SSA/R060, anti SSA/R052 1 anti SSB/La antitijela. Od 117 pSS bolesnika u registru koji su
imali uzorke seruma u biobankama prije dijagnosticiranja bolesti, 81% ih je imalo pozitivna
autoantitijela prije pojave simptoma bolesti. Pozitivna anti SSA/Ro i1 anti SSB/La
autoantitijela pojavljuju se i 18 do 20 godina prije postavljanja dijagnoze [44, 45]. Prediktor
za konacni razvoj bolesti su vrijednosti anti SSA/R060 i anti SSA/R052 antitijela [44].

Ro/La Cestica je protein-RNA kompleks nastao spajanjem Ro60 i La proteina s malom
citoplazmatskom RNA [46]. Ro52 i Ro60 su inCe unutarstani¢ni proteini. Ro52, poznat kao
TRIM21, je ubikvitin E3 ligaza, ukljucena u regulaciju imunoloskih odgovora posredovanih
regulatornim faktorom interferona, koji je uglavnom izraZzen u imunoloskim stanicama [47,

48].

Anti SSA/Ro i1 anti SSB/La autoantitijela su povezani s mladom dobi u trenutku
postavljanja dijagnoze, duzim trajanjem bolesti, tezom disfunkcijom egzokrinih Zzlijezda,
rekurentnim povecanjem parotidne zlijezde i obilnijim limfocitnim infiltratima u malim
zlijezdama slinovnicama [49, 50]. Naime, Ramos-Casals M. i sur pokazali su da bolesnici s
pozitivnim anti SSA/Ro 1 anti SSB/La protutijelima imaju manje godina pri postavljanju
dijagnoze pSS-a te imaju znacajno vecu vjerojatnost za razvoj svih klinickih manifestacija
bolesti. To ukljucuje povecanje parotida, Raynaud-ov sindrom, artritis, vaskulitis, bubreznu

tubularnu acidozu, perifernu neuropatiju, citopenije i pozitivan reumatoidni faktor [51].
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Davidson 1 sur. su tijekom desetogodisSnjeg pracenja 100 bolesnika s pSS-om utvrdili da su

sistemske, izvanzljezdane manifestacije razvili samo bolesnici s pozitivnim anti SSA/Ro [52].

U bolesnika s pSS-om je ¢esto pozitivan reumatoidni faktor (engl. rheumatoid factor -
RF) i povezan je s prisutno$¢u anti SSA/Ro i anti SSB/La te sistemskom boles¢u [53]. Stoga
je pozitivan RF prognosticki pokazatelj u pSS-u, medutim nije dovoljno osjetljiv za pSS jer se

¢esto nalazi u drugim bolestima [54].

1.6. Procjena aktivnosti bolesti i oSteenja u pSS-u

Za procjenu aktivnosti bolesti u SS-u primjenjuje se EULAR indeks aktivnosti bolesti
(engl. EULAR Syogren syndrome disease activity index - ESSDALI), koji ukljucuje 12 domena:
konstitucijsku, hematolosku, biolosku, zljezdanu, zglobnu, koznu, pluénu, bubreznu i misi¢nu
domenu, ukljucuje i limfadenopatiju te zahvacenost perifernog i srediSnjeg ziv€anog sustava
(Tablica 2) [55].

Stupanj kroni¢nog ireverzibilnog osStec¢enja u primarnom SS-u procijenjuje se pomocu
indeksa oStecenja (engl. Syogren syndrome disease damage index - SSDDI), koji se sastoji od
tri domene: oc¢ne, oralne i sistemske domene. Sistemska domena ukljucuje neuroloska,
bubrezna, pluéna, kardiovaskularna, gastrointestinalna, miSi¢no-kostana, endokrina 1 maligna

oStecenja (Tablica 3) [56].

Tablica 2: EULAR Sjégren-ov sindrom indeks aktivnosti bolesti (ESSDAI)

Domena Aktivnost Opis

Konstitucijska Nema =0 Odsutnost navedenih simptoma

Iskijucenje temperature Niska =1 Blaga do srednje poviSena temperatura (37.5°—

zbog infekcije ili 38.5°C)/nocno znojen;e i/ili neZeljeni gubitak tjelesne

samovoljnjog gubljenja tezine za of 5 to 10%

tjelesne teZine
Umjerena = 2 | Visoko povisSena temperatura (>38.5°C)/no¢no znojenje i/ili

nezeljeni gubitak tjelesne tezine >10%

Limfadenopatija Nema =0 Odsutnost navedenih znacajki/obiljezja
Iskljucenje infekcija Niska=1 Limfadenopatija > 1 cm u bilo kojoj nodalnoj regiji, > 2 cm
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Domena Aktivnost Opis
u ingvinalnoj regiji
Umjerena = 2 | Limfadenopatija > 2 cm u bilo kojoj nodalnoj regiji, ili > 3
cm u ingvinalnoj regiji i/ili splenomegalija (klinicki
jasna/opipljiva ili utvrdena slikovnom metodom)
Visoka =3 Trenutni maligni poremecaj proliferacije B-stanica
Zljezdana Nema =0 Odsutnost oteklina zljezda
Iskljucenje litijaze ili Niska=1 Mala oteklina Zlijezda s pove¢anom parotidom (< 3 c¢cm), ili

infekcija slinovnica

limitirano/ograni¢eno submandibularno ili lakrimalno

oteknuce

Umjerena = 2

Velika oteklina Zlijezda s pove¢anom parotidom (> 3 cm),

ili zna¢ajno submandibulano ili lakrimalno oteknuce

Zglobna

Iskljucenje osteoartritisa

Nema =0

Odsutnost trenutno aktivnih zglobnih promjena

Niska=1

Artralgija u rukama, Sakama, zglobovima i stopalima

popracena jutarnjom ukocenos¢u (>30 min)

Umjerena = 2

1 do 5 (od 28) zglobova sa sinovitisom

Visoka =3 > 6 (od 28) zglobova sa sinovitisom
Kozna Nema =0 Odsutnost trenutnih koznih promjena
Niska =1 Erythema multiforme
Umjerena = 2 | Ograniceni kozni vaskulitis, ukljucujucu urtikarijalni
vaskulitis ili purpura ogranicena na stopala i gleznjeve, ili
subkutni koZni lupus
Visoka =3 Difuzni kozni vaskulitis, ukljuéujucéi urtikarijalni vaskulitis
ili difuzna purpuru, ili ulceracije povezane s vaskulitisom
Pulmoloska Nema =0 Odsutnost pulmoloskih promjena
Oznaciti kao “Bez Niska=1 Perzistentni kasalj ili bronhijalni dogadaji bez radiografskih

aktivnosti” stabilne
dugotrajne znacajke
povezane s oSteCenjem, ili

respiratornim

abnormalnosti ili radioloskih ili HRCT dokaza intersticijske
pluéne bolesti bez zaduhe i s normalnom plu¢nom

funkcijom

Umjerena = 2

Umjereno aktivni pulmoloski dogadaj, kao intersticijska
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Domena Aktivnost Opis

dogadajima ne vezanim plu¢na bolest dokazana HRCT-om sa kratkocom udaha

za samu bolest tijekom vjezbe (NHYA II) ili patoloske vrijednosti testova

(konzumacija duhana) plu¢ne funkcije: 70% >DLco> 40% or 80%>FVC>60%

Visoka =3 Teske pluéne promjene, kao intersticijska pluéna bolest

dokazana HRCT sa skra¢enjem udaha u mirovanju (NHYA
111, IV) ili patoloske vrijednosti testova plu¢ne funkcije:
DLco< 40% or FVC< 60%

Bubrezna Nema =0 Odsutnost trenutnih bubreznih promjena s proteinurijom<

Oznaciti kao “Bez 0.5 g/d, bez hematurije, bez leukociturije, bez acidoze i bez

aktivnosti” stabilne dugotrajne stabilne proteinurije povezane s oSteenjem

dugotrajne znacajke Niska =1 Blaze bubrezno ostecenje, ograni¢eno na tubularnu acidozu

povezane s oStecenjem |
bubreznim dogadajima
nevezanim za samu
bolest.

Ako je napravijena
biopsija, aktivnost se
odreduje na temelju

histoloskih promjena

bez bubreznog zatajenja ili glomerularnih promjena s
proteinurijom (izmedu 0.5 1 1 g/d) i bez hematurije i

bubreznog zatajenja (GFR >60 ml/min)

Umjerena = 2

Umjereno bubrezno osteéenje, kao tubularna acidoza s
bubreznim zatajenjem (GFR <60 ml/min) ili glomerularno
ostecenje s proteinurijom izmedu 1 and 1.5 g/d i bez
hematurije i renalnog zatajenja (GFR >60 ml/min) ili
histoloski dokaz izvanmembranskog glomerulonefritisa ili

tubulointersticijskog nefritisa

Visoka=3

Tesko ostecenje glomeluralne filtracije s proteinurijom >1.5
g/d hematurijom ili bubreznim zatajenjem (GFR <60
ml/min), ili histoloski dokaz proliferativnog
glomerulonefritisa ili krioglobulinemija povezana s

bubreznim oste¢enjem

Misi¢na
Iskljuciti slabost zbog

kortikosteroida

Nema =0

Odsutnost aktivnih misi¢nih promjena

Niska =1

Blago aktivni miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili
biopsijom bez pojave slabosti i kreatin kinaze (N <CK <

2N)

Umjerena = 2

Umjereno aktivni miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili

biopsijom uz pojavu slabosti (maximal deficit of 4/5), ili
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Domena Aktivnost Opis
povisenom kreatinin kinazom (2N<CK <4N),
Visoka =3 Visoko aktivan miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili-
ili biopsijom uz pojavu slabosti (deficit < 3/5) i poviSena
kreatinin kinaza (>4N)
Periferni Ziv¢ani sustav | Nema =0 Odsutnost aktivnih PNS promjena
(engl. peripheral nervous Niska=1 Blago aktivni poremecaj perifernog zivéanog sustava, kao

system — PNS)

Oznaciti kao “Bez
aktivnosti” stabilne
dugotrajne znacajke
povezane s oSteCenjem ili
PNS poremecaj nevezan s

bolescu

aksonalna senzorna polineuropatija dokazana EMNG-om ili

trigeminalna (V) neuralgija

Umjerena = 2

Umyjereno aktivni poremecaj perifernog ziv€anog sustava
dokazan EMNG-om, kao aksonalna senzorno-motorna
polineuropatija s maksimalnim motorickim deficitom 4/5,
senzorna neuropatija s prisutnim krioglobulinemijskim
vaskulitisom, ganglionopatija sa simptomima ograni¢enim
na na blagu do umjerenu ataksiju, upalna demijelinizacijska
polineuropatija (CIDP) s umjerenim funkcionalnim
ostecenjima (maksimalni motoricki deficit 4/5 ili blaga
ataksija) ili kranijalni ziv€ani poremecaj perifernog

podrijetla (osim trigeminalne (V) neuralgije)

Visoka =3 Visoko aktivan PNS poremecaj dokazan EMNG-om, kao
aksonalna senzorno-motorna neuropatija s motorickim
deficitom <3/5, periferni ziv¢ani poremecaj uslijed
vaskulitisa (multipli mononeuritis, itd.), ozbiljna ataksija
zbog ganglionopatije, upalne demijelinizacijska
polineuropatije (CIDP) sa ozbiljnim funkcionalnim
oste¢enjima: motoricki deficit <3/5 ili ozbiljna ataksija

Sredi$nji Ziv¢ani sustav | Nema =0 Odsutnost aktivnih CNS promjena
(engl. central nervous Niska=1 Umjereno aktivne CNS znacajke, kranijalni ili sredisnji
system — CNS) zivCani poremecaj, optic¢ki neuritis ili sindrom slican
Oznaciti kao “Bez multiploj sklerozi sa simptomima ograni¢enim na senzorna
aktivnosti” stabilne ostecenja ili dokazana kognitivna oStecenja
dugotrajne znacajke

Visoka =3 Visoko aktivne CNS znacajke, kao cerebralni vaskulitis s
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Domena Aktivnost Opis

povezane s oStecenjem ili cerebrovaskularnim dogadajem ili tranzitnom ishemijskom

CNS poremecaj atakom, napadajima, transverzalni mijelitis limfocitni

nepovezan s bolescu meningitis, sindrom sli¢an multiploj sklerozi s motorickim
defecitima

Hematoloska Nema =0 Odsutnost autoimune citopenije

Za anemiju, neutropeniju Niska=1 Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom (1000 <

i trombopeniju, u
razmatranje se uzima
samo autoimuna
citopenija,

Izuzima se deficijencija
Zeljeza i citopenija

izazvana lijekovima

neutrofili < 1500/mm3), i/ili anemija (10 < hemoglobin <
12 g/dl), i/ili trombocitopenija (100,000 < trombociti <
150,000/mm3) ili limfopenija (500 < limfociti <
1000/mm3)

Umjerena = 2

Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom (500 <
neutrofili < 1000/mm3), i/ili anemija (8 < hemoglobin < 10
g/dl), i/ili trombocitopenija (50,000 < trombociti <
100,000/mm3) ili limfopenija (<500/mm3)

Visoka =3 Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom
(neutrofili < 500/mm3), ili/i anemija (hemoglobin < 8 g/dl)
1/ili trombocitopenija (trombociti <50,000/mm3)
Bioloska Nema =0 Odsutnost bioloskih znacajki
Niska=1 Klonalna komponenta i/ili hipokomplementemija (nizak C4

ili C3 ili CH50) i/ili hipergamaglobulinemija ili visoke IgG
vrijednosti izmedu 16 and 20 g/L

Umjerena = 2

Prisutnost krioglobulinemije i/ili hipergamaglobulinemije
ili visokih IgG vrijednosti > 20 g/L, i/ili nedavno otkrivena
hipogamaglobulinemija ili nedavno sniZenje IgG

vrijednosti (<5 g/L)

Kratice: HRCT=kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije; NHYA=New York kardioloSka asocijacija;
DLco=difuzijski kapacitet za ugljikov monoksid; FVC= forsirani vitalni kapacitet; GFR= brzina glomerularne
filtracije; EMG= elektromiografija, CK= kreatin kinaza, EMNG= elektromioneurografija; CIDP= kroni¢na
upalna demijeliniziraju¢a polineuropatija; C3=komponenta komplement 3; C4=komponenta komplement 4;
CHS50=ukupna aktivnost komplementa; IgG= imunoglobulin G;
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Tablica 3. Indeks oStec¢enja bolesti u Sjogren-ovom sindromu (SSDDI)

Ostecenja usne Supljine/slinovnica Bodovi
Sijalometrija < 1.5 ml/15 min 1
Gubitak zubi 1

Okularna oStecenja

Schirmer-ov test <5 mm u 5 min 1

Ulceracija roZnice, katarakta, kroni¢ni blefaritis 1

Neuroloska oStecenja

Promjene u sredi$njem zivéanom sustavu 2

Periferna neuropatija 1

Pleuropulmoloska oSte¢enja

Pleuralna ili intersticijska fibroza ili funkcionalno oStecenje 2

BubreZna oStecenja

bilo §to od: povecane razine serumskog kreatinina, 2
smanjena glomerularna filtracija,
tubularna acidoza, nefrokalcinoza

Limfoproliferativne bolesti

bilo $to od: limfom B stanica, multipli mjelom, Waldenstromova 5
makroglobulinemija

* trebalo bi biti <5 mm po Americko-Europskim kriterijima

1.7. Ateroskleroza

Ateroskleroza je kroni¢na upalna, fibroproliferativna bolest velikih i srednjih arterija
koju pokrecu lipidi. Osnovni patoloski proces u aterosklerozi je talozenje lipida u stijenci
arterije uz proliferaciju glatkih misiénih stanica i fibroznog matriksa. Napredovanje procesa

dovodi do stvaranja aterosklerotskog plaka. Ruptura nestabilnog aterosklerotskog plaka i
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agregacija trombocita uzrokuje stenozu ili okluziju krvnih zila, $to dovodi do akutne

kardiovaskularne bolesti [57,58].

Posljednjih desetlje¢a ateroskleroza se smatra kronicnom upalnom boles¢éu [59] jer
upala igra vaznu ulogu u svim fazama aterosklerotskog procesa [60]. Ateroskleroza moze
zahvatiti sve velike 1 srednje velike arterije, uklju¢ujuci koronarne, karotidne i1 cerebralne
arterije te glavne arterije ekstremiteta. Vodeci je uzrok morbiditeta 1 mortaliteta u vecini
razvijenih zemalja. Smrtnost u starijoj zivotnoj dobi koja se mozZe pripisati aterosklerozi je u
padu. No, unato¢ tome u 2019. godini kardiovaskularne bolesti, prvenstveno koronarna i
cerebrovaskularna bolest su uzrokovale oko 18 milijuna smrti diljem svijeta (> 30% svih
smrti) [61]. Prevalencija ateroskleroze brzo raste u zemljama s niskim i srednjim prihodima.
Na porast arteroskleroze, uz ¢imbenike kao $to su pusenje, hipertenzija i dijabetes utjece i
produzenje zivotnog vijeka. Dakle, moZe se re¢i da je ateroskleroza jo$ uvijek vodeéi uzrok

smrti u svijetu [62].

Medu mnogim ¢imbenicima kardiovaskularnog rizika, povisena razina kolesterola u
plazmi je dovoljna da potakne razvoj ateroskleroze, Cak i u odsutnosti drugih poznatih
¢imbenika rizika. Cini se da drugi ¢imbenici rizika, kao $to su hipertenzija, dijabetes, pusenje,
muski spol i upalni parametri (npr. C reaktivni protein, citokini) ubrzavaju bolest potaknutu
aterogenim lipoproteinima. Najvazniji lipoprotein u tom procesu je lipoprotein niske gustoce
(engl. low-density lipoprotein - LDL). Mehanizam djelovanja aterogenih lipoproteina nije
potpuno jasan. Moguce je da povecavaju aterogenost LDL-a (npr. veli¢inu Cestica, broj i
sastav) ili povecavaju osjetljivost arterijske stijenke (npr. propusnost, glikaciju, upalu). No,
vaznost drugih ¢imbenika rizika, osim kolesterola, jasno je dokumentirana velikim razlikama

u izrazenosti bolesti medu pojedincima s istom razinom kolesterola [63].

Ranije spomenuti ¢imbenici rizika ateroskleroze (dislipidemija, dijabetes, puSenje
cigareta, hipertenzija) te uzrocnici oksidativnog stresa (superoksidni radikali), angiotenzin
II te sistemska upala inhibiraju proizvodnju duSikovog oksida (engl. nitric oxide - NO) i
stimuliraju proizvodnju adhezijskih molekula, proupalnih citokina, kemotaktickih proteina i
vazokonstriktora. Konac¢ni uc¢inak je endotelno vezanje monocita i T stanica, migracija tih
stanica u subendotelni prostor te zapoCimanje i odrzavanje lokalnog vaskularnog upalnog

odgovora [64].
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Monociti u subendotelu pretvaraju se u makrofage. Lipidi u krvi, osobito LDL
kolesterol i kolesterol lipoproteina vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoprotein -
VLDL), takoder se vezu za endotelne stanice i oksidiraju se u subendotelu. Unos
oksidiranih lipida 1 transformacija makrofaga u pjenaste stanice prepune lipida rezultiraju
tipicnim ranim aterosklerotskim lezijama koje se nazivaju masne pruge. Raspadnute
membrane eritrocita koje su rezultat rupture vasa vasorum i krvarenja unutar plaka mogu
biti vazan dodatni izvor lipida [65]. Makrofazi stvaraju proupalne citokine koji poticu
migraciju glatkih miSiénih stanica iz medije. Nastali citokini dalje privlace 1 stimuliraju rast
makrofaga. Razni ¢imbenici poti¢u umnazanje glatkih miSi¢nih stanica 1 povecanje
stvaranja gustog izvanstanicnog matriksa. Rezultat je subendotelni plak s fibroznom kapom,
graden od glatkih miSi¢nih stanica okruzenih vezivnim tkivom te unutarstani¢nim i
izvanstani¢nim lipidima. Proces slican stvaranju kosti uzrokuje kalcifikaciju unutar plaka
[66]. Vaskularna kalcifikacija obiljezena je taloZzenjem minerala hidroksiapatita u obliku
kalcij-fosfatnih kompleksa u arterijama. Transdiferencijacija izmedu vaskularnih glatkih
miSi¢nih stanica i stanica slicnih osteoblastima smatra se bitnom u nastanku i napredovanju

ateroskleroze [67].

Disfunkcija endotelnih stanica arterija je najranija promjena u procesu ateroskleroze
[68]. Nedostatak endotelne proizvodnje NO ili njegove bioraspolozivosti, kako u ljudi tako i u
zivotinja, moze prethoditi stvaranju klinicki znacajnih aterosklerotskih lezija [69]. Kako bi
sintetizirale NO, endotelne stanice metaboliziraju L-arginin pomoc¢u endotelne izoforme
sintaze dusSikovog oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase - eNOS) [70, 71]. Bazalna
razina stvaranja NO od strane endotelnih stanica doprinosi regulaciji vazomotornog tonusa i
ocuvanju netrombogene uloge vaskularne ovojnice. Sintezu NO stimuliraju receptorski ovisni
agonisti acetilkolin 1 bradikinin, receptorski neovisni agonisti poput kalcijevih ionofora, kao i
razlicite promjene u krvotoku [72]. Posebno zna¢ajno za vaskularnu homeostazu je djelovanje
NO na glatke miSi¢ne stanice, trombocite i leukocite [68]. Klinicki zna¢aj NO kod
aterosklerozom uzrokovane kardiovaskularne bolesti prvi su pokazali Ludmer i suradnici

koriste¢i koronarnu angiografiju [73].

25



1.8. Adropin

Godine 2008. Kumar i sur. identificirali su novi peptid nazvan adropin [74] koji se
sastoji od 43 aminokiseline, a nastaje proteolitickim cijepanjem prekursora od 76
aminokiselina. Naime, aminokiselinska sekvenca adropina visoko je ocuvana medu vrstama te
je identi¢na u Stakora, miSa, covjeka i svinje [74]. Adropin je kodiran genom povezanim s
energetskom homeostazom (engl. energy homeostasis-associated gene - ENHO), koji se
uglavnom eksprimira u mozgu 1 jetri. Medutim, nalazi se 1 u perifernim tkivima kao Sto su
srce, plu¢a, medula bubrega, misi¢i, mononuklearne stanice periferne krvi i stanice karcinoma

dojke [74-76]. Nadalje, adropin je prisutan u cirkulacijskom sustavu zivotinja i ljudi [74,77].

Osim dobro utvrdene uloge adropina u metabolickoj regulaciji, osobito ucinka na
metabolizam glukoze i inzulinsku osjetljivost u srcu, jetri i skeletnim misi¢ima, podaci
pokazuju da adropin ima vazan utjecaj na kardiovskularne procese [75-79]. Naime, pokazalo
se da stimulacija putova posredovanih adropinom poboljSava endotelnu funkciju i smanjuje
upalu, Cime se ublazavaju njezini Stetni ucinci. Unato¢ tome, joS smo daleko od
implementacije adropina u rutinsku klinicku praksu, posebice u smislu terapije, budu¢i da je

terapijska uloga peptidnih hormona ograni¢ena njihovim farmakokinetickim svojstvima [80].

Na razine adropina u serumu utjece prehrana te ovise o prisutnosti metabolicke bolesti.
Misevima koji su hranjeni hranom bogatom mastima tijekom 48 sati razine adropina u serumu
su bile povisene [81]. Nasuprot tome, u misSeva s pretiloS¢u izazvanom prehranom s visokim
udjelom masti, razine adropina u serumu su niske (<1 ng/mL). Negativna korelacija izmedu
razine adropina i indeksa tjelesne mase (ITM) takoder je potvrdena u studijama na ljudima

[82-86], Sto upucuje da je niska razina adropina znak pretilosti.

Stovise, ¢ini se da adropin sudjeluje u odrZavanju energetske homeostaze i inzulinskog
odgovora te je usko povezan s razvojem i progresijom aterogeneze [74]. Nize razine adropina
dovode do ostecenja 1 disfunkcije endotela [87]. Dakle, smanjene razine adropina u serumu
slabe endotelnu zastitu i mogu potaknuti ili ubrzati aterosklerozu [88-90] zbog utjecaja na
homeostazu lipida. U bolesnika na hemodijalizi je utvrdeno da adropin ima negativnu
korelaciju s trigliceridima (engl. triglycerides — TG), LDL-om 1 totalnim kolesterolom (engl.
total cholesterol - TC), dok ima znacajnu pozitivnu korelaciju s lipoproteinom visoke gustoce
(engl. high-density lipoprotein — HDL) tj. HDL kolesterolom [91]. Negativna korelacija

izmedu LDL-a i adropina utvrdena je u studiji Ghoshal i sur. koja je pokazala da niske razine
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adropina mogu biti koristan biomarker za prepoznavanje pretilih bolesnika s povisenim LDL-
om [92]. Spomenuta veza lipida i adropina otkrivena je u jo$ nekoliko istrazivaja [93,81].
Adropin modulira metabolizam lipida reguliranjem ekspresije jetrenih lipogenih gena i
receptora za aktivator proliferacije peroksisoma tip gama (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor gamma - PPARYy), glavnog regulatora lipogeneze. Stoga bi primjena
adropina mogla postati nova linija terapije protiv bolesti povezanih s pormecajem
metabolizma glukoze i lipida [94]. Naime, studija na Zivotinjama koju su proveli Akcilar i
sur. pokazala da je intraperitonealna primjena niske doze adropina Stakorima s
hiperlipidemijom je bila iznimno ucinkovita u smanjenju razina serumskih TG, TC i LDL

kolesterola te povecanju razine HDL kolesterola [95].

Endotel ima srediSnju ulogu u odrzavanju vaskularne homeostaze, a oStecenje
endotelne funkcije pridonosi razvoju i napredovanju razliitth poremecaja. Najznacajniji
poremecaji su oni u kardiovaskularnom sustavu te zapocinju s oSte¢enjem stanica endotela 1
razvojem ateroskleroze [96]. NO je najbitniji faktor za odrzavanje vaskularne homeostaze, a
nastaje u endotelnim stanicama za vrijeme pretvorbe L-arginina u L-citrulin uz pomo¢ eNOS-
a. [97]. NO difuzijom ulazi u vaskularne miSi¢ne glatke stanice (engl. vascular smooth muscle
cells — VSMC) te unutarstani¢nim procesima uzrokuje relaksaciju VSMC [98]. Dodatno, NO
sprijeava migraciju i adheziju leukocita, proliferaciju glatkih miSiénih stanica, adheziju 1
agregaciju trombocita, te se suprotstavlja apoptozi i upali s ukupnim antiaterogenim u¢inkom
[99]. Bioraspolozivost eNOS-a najvazniji je predstavnik endotelne funkcije. Reguliran je s
najmanje tri razli¢ita mehanizma: transkripcijskom regulacijom eNOS-a, posttranskripcijskom
aktivacijom eNOS-a i smanjenjenjem razgradnje NO posredovane reaktivnim vrstama kisika

(engl. reactive oxygen species — ROS) [100].

Prvu studiju koja se bavila ulogom adropina u mogucoj zastiti endotela proveli su
Lovren i sur. [87]. Autori su pretpostavili da bi adropin mogao imati protektivnu ulogu u
kardiometaboli¢kim bolestima. Njihovi rezultati impliciraju da adropin utjece na endotelnu
sintezu NO posttranskripcijskom stimulacijom eNOS-a preko dva razliita puta — preko
fosfoinozitid-3-kinaza-protein kinaza B (engl. phosphoinositide-3-kinase—protein kinase B -
PI3K-Akt) i kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase - ERK1/2). Ova dva puta aktiviraju se s istim regulatorom, adropinskim receptorom -
receptor faktora rasta vaskularnog endotela tipa 2 (engl. vascular endothelial growth factor

receptor type 2 - VEGFR2). Osim toga, adropin takoder moze ukljuciti nekoliko putova
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neovisnih o NO, pridonose¢i regulaciji funkcije endotela putem VEGFR2-PI3K-Akt sustava.
Lovren 1 sur. pokazali su da adropin potice endotelne funkcije kao Sto su proliferacija,
migracija, formiranje kapilarnih cjev€ica, smanjena propusnost i apoptoza, kao i poboljSani
angiogenetski potencijal [87]. Nadalje, autori su pokazali da adropin smanjuje upalni odgovor
endotelnih stanica 1 makrofaga porijeklom iz monocita te smanjuje adheziju endotelnih
stanica. Konac¢no, pokazali su da adropin potiskuje proliferaciju VSMC i povecava ekspresiju
fibronektina i elastina u VSMC regulacijom PI3K-Akt puta, modulirajuéi tako stabilnost
plaka 1 vaskularnu elasti¢nost. U in vivo dijelu gore navedene studije, autori su pokazali da je
infuzija adropina znacajno smanjila razvoj aterosklerotskih lezija u Apoe—/— (engl.
atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient) miSeva [87]. Apoe—/— miSevi su miSevi koji
imaju slab klirens lipoproteina s naknadnim nakupljanjem Cestica obogacenih esterima
kolesterola u krvi, Sto poti¢e razvoj aterosklerotskih plakova [87]. Rezultati nedavnog
istrazivanja pokazuju pokazali da adropin ublazava vaskularnu kalcifikaciju in vivo. Adropin
je takoder inhibirao osteogenu diferencijaciju i kalcifikaciju VSMC in vitro. Lentivirusna

transfekcija 1 mala interferiraju¢a RNA koriStene su za prekomjernu ekspresiju adropina [67].

Klinicki aspekt uloge adropina u endotelnoj disfunkciji takoder se istrazuje posljednjih
godina. S obzirom na ucinke adropina na metabolizam NO, bila je upitna njegova uloga u
regulaciji krvnog tlaka. Neki autori su utvrdili niZze razine adropina u bolesnika s arterijskom
hipertenzijom u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika koji su bili normotenzivni
[101,102]. Gu i sur su pokazali da adropin moze biti neovisni prediktor hipertenzije, a takoder
negativno korelira s krvnim tlakom te utjeCe na njega Stite¢i endotelnu funkciju [101].
Nasuprot tome, Celik i sur. su pokazali da hipertenzivni bolesnici imaju visoke razine
adropina [103]. Nadalje, lijeCenje hipertenzivnih bolesnika s antihipertenzivima kao Sto su
valsartan 1 amlodipin dovodi do povecanja razine adropina u serumu [103]. Utvrdena je
znafajna negativna korelacija izmedu razine adropina i predijaliznog sistolickog 1

dijastolickog krvnog tlaka u bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi [91].

Sato 1 sur. proveli su studiju gdje je adropin, primjenjen subkutanom
intraperitonejskom infuzijom u dozama od 5 do 10 ug/kg/h, pokazao je znacajne ucinke na
krvni tlak u Apoe—/— miSeva [104]. Infuzija adropina od 5 pg/kg/h nije znacajno sprijecila
povecanje aterosklerotske lezije aorte i promjenu veliCine aterosklerotskog plaka u navedenoj
studiji. Medutim infuzija adropina od 10 pg/kg/h =znacajno je smanjila podrucje
ateroskleroti¢ne lezije aorte s tendencija smanjenja veli¢ine plaka. Infuzija adropina od 10
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ug/kg/h znacajno je smanjila 1 sadrzaj monocita-makrofaga te VSMC unutar plaka. Zapravo,
studija je pokazala da adropin ima viSestruke ucinke na najvaznije vaskularne stanice koje
sudjeluju u patogenezi ateroskleroze (endotelne stanice, makrofage i VSMC). Isto tako, Sato i
sur. su prvi pokazli da adropin suzbija aterosklerozu neovisno o metabolizmu glukoze i lipida

te krvnom tlaku [104].

Fujie 1 sur. su potvrdili povezanost razina adropina s poviSenim razinama nitrita/nitrata
u krvi te smanjenom kruto$¢u arterija. Pokazali su da aerobni trening povecava razine
adropina 1 nitrita/nitrata Sto posljedicno snizava krutost arterija. Povecanje serumskih razina
adropina uslijed aerobnog treninga najvjerojatnije dovodi do smanjenja arterijske krutosti
posredovane NO biodostupnoséu. Stoga je moguce da adropin potiCe smanjenje arterijske
krutosti preko NO-ovisne signalizacije. [105]. U skladu s ovim podacima, tjelesna vjezba
regulira cirkulirajuéi adropin u ljudi, $to je popraceno poboljSanom funkcijom endotela krvnih

zila [106].

Uloga adropina u autoimunim bolestima je popuno neistrazena. Yolbas i sur. nisu
pokazali znaCajnu razliku u razinama adropina u serumu bolesnika s RA 1 SLE 1 zdravih
kontrola. Ekspresija gena ENHO bila je znacajno veca u bolesnika s RA u usporedbi sa
zdravom kontrolnom skupinom, no to nije bilo pra¢eno poviSenim razinama adropina u
serumu [107]. S druge strane, povecana razina adropina u serumu nadena je u kohorti
bolesnika sa SSc 1 Behcetovom boleS¢u (engl. Behcet's disease - BD) u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Povecanje razine adropina u SSc 1 BD bi se moglo objasniti upalnim
procesima na krvnim zilama koji su sastavni dio ovih bolesti [76, 95]. Za razliku od Yolbas-a
i sur., studija Simac i sur. je nala niZe razine adropina u bolesnika s uznapredovalim RA

[108].

Ukratko, na temelju dosadaSnjih istraZzivanje se moze pretpostaviti da su razine
adropina u krvozilnom sustavu smanjene u bolesnika s kardiovaskularnim bolestima te da bi
mogle biti prediktori kasnih komplikacija povezanih s kardiovaskularnim bolestima [109].
Dakle, adropin je vazan Cuvar vaskularnog zdravlja i budué¢i da razine adropina u plazmi
koreliraju s indeksima endotelne disfunkcije mogao bi posluziti kao koristan biomarker
kardiovaskularne patologije u nadolaze¢oj buduc¢nosti [110]. Ulogu adropina u autoimunim

bolestima je potrebno jos istraziti.
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1.9. Homocistein

Homocistein je neesencijalna aminokiselina koja nastaje biosintezom i metabolizmom
metionina (engl. methionine - Met). Unutar Met metabolickog puta, homocistein se moze
nepovratno razgraditi u cistein (engl. cysteine - Cys) putem transsulfuracije ili ponovno
metilirati natrag u Met. Homocistein je izuzetno vazan za homeostazu stanice, iako je njegova

fizioloska aktivnost klju¢na za Met koji igra vitalnu ulogu za odrZivost stanice [111].

Hiperhomocisteinemija se smatra biomarkerom za nekoliko patoloskih poremecaja u
kojima se visoke razine homocisteina u plazmi mogu jednostavno pratiti testiranjem krvi
[112]. FizioloSske razine homocisteina se krecu izmedu 5 1 15 pmol/l, dok se
hiperhomocisteinemija smatra blagom kada su vrijednosti u rasponu od 15 do 30 pmol/l,
umjerenom za vrijednosti izmedu 30 i 100 pmol/l i teSkom za vrijednosti vec¢e od 100 umol/l
[113]. Trajno povisSeni homocistein potiCe stvaranje aterosklerotskih plakova,
aterotrombotickih dogadaja usljed endotelne disfunkcije. Takoder dijeluje prouplano i
pokazuje tzv. trombofilni profil [112]. Uz tradicionalne ¢imbenike rizika, prepoznata je uloga
homocisteina u procesu aterogeneze. Stoga su se Svjetska zdravstvena organizacija (engl.
World Health Organization - WHO) 1 Ministarstvo zdravstva odlucili razmotriti homocistein

kao znacajni rizik kardiovaskularnih bolesti [114].

Homocistein doprinosi razvoju kardiovaskularnih bolesti induciraju¢i endotelnu
disfunkciju smanjenjem NO, najsnaznijeg vazodilatatora kojeg proizvodi endotel, te
oksidativnim stresom uslijed povecanog stvaranja ROS-a [112,115]. Osim toga, homocistein
mijenja metabolizam lipida pokretanjem procesa oksidativne razgradnje lipida endotelne
membrane, Sto dovodi do gubitka funkcije stanicnih membrana [116]. Homocistein inhibira
proizvodnju NO na dva nacina, inhibicijom razine ekspresije eNOS-a podrzavajuci
prekomjernu ekspresiju caveolina-1 koji veze i inaktivira eNOS [117,118] ili smanjenjem
kationskog transportera aminokiselina koji arginin ¢ini dostupnim za sintezu NO putem
eNOS-a [119]. Homocistein moze potaknuti progresiju ateroskleroze povecanjem ekspresije
kemokina i adhezijskih molekula koje induciraju nakupljanje cirkuliraju¢ih upalnih krvnih
stanica Sto u konacnici dovodi do endotelne disfunkcije. Nadalje, pokazalo se da je visoka
cirkuliraju¢a koncentracija homocisteina u endotelu odgovorna za povecanu proliferaciju
glatkih miSi¢énih stanica koje, zajedno s promjenom normalne funkcije trombocita, mogu

doprinijeti podetku stvaranja aterosklerotskog plaka [115]. Stovise, ¢ini se da homocistein
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pogoduje proliferaciji i aktivaciji monocita $to dovodi do vece proizvodnje upalnih citokina

[120].

Mnoge novije studije poduprle su teoriju o korelaciji izmedu poviSenih razina
homocisteina i visokog krvnog tlaka, oba neovisna ¢imbenika rizika za kardiovaskularne

bolesti [121,122].

Pokazalo se da su poviSene razine homocisteina umjereno jak i neovisan ¢imbenik
kardiovaskularnog rizika u zdravoj populaciji. Takoder su se pokazale kao faktor rizika za

arterijsku hipertenziju [123].

Reumatske bolesti ¢esto su povezane s visokom prevalencijom koronarnih dogadaja
[124]. Stovise, bolesnici s RA i SLE razvijaju preuranjenu aterosklerozu i imaju poveéanu

smrtnost [125].

Sabio i1 sur. pokazali su da je homocistein neovisno povezan sa SBP-om i
hipertenzijom u Zena sa SLE-om, ali ne i u kontrolnoj skupini. PoviSene razine homocisteina
mogu povecati rizik za arterijsku hipertenziju u SLE-u, a takoder je utvrdeno da su nezavisan
¢imbenik rizika za progresiju ateroskleroze [123]. Studija provedena na bolesnicima s RA
takoder je pronasla povezanost arterijske hipertenzije s poviSenim koncentracijama

homocistein [126].

Pokazano je da bolesnici s RA imaju znacajno vece vrijednosti homocisteina u odnosu
na kontrolnu skupinu [127], dok je objavljeno da bolesnici sa SLE imaju prevalenciju infarkta
miokarda u rasponu od 4 do 45% ovisno o vrijednostima njihovog homocisteina. Sto je
homocistein veci, postotak infarkta miokarda u ovih bolesnika raste [128]. Dakle, homocistein
se pokazao faktorom rizika za kardiovaskularne bolesti u bolesnika s RA i SLE. Kao §to je
prije pokazano, povecanje razine homocisteina ima izravno toksi¢no djelovanje na endotelne

stanice 1 potice oksidaciju LDL te ima protromboticke uc¢inke [128].

1.10. Debljina intime-medije karotidnih arterija

Postoje mnoge metode za pracenje 1 mjerenje ateroskleroze 1 subklinicke

ateroskleroze. Po preporuci Ameri¢kog udruzenja za srce (engl. American Heart Association
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— AHA), ne-invazivna metoda kojima subklinicka ateroskleroza moze biti potvrdena i1 pra¢ena
je ultrazvuk karotidnih arterija na nekoliko razina kroz dva bitna parametra, debljina intime-
medije karotidne arterije (engl. carotide intima-media thickness — CIMT) i postojanje plakova

[129].

Doppler karotidnih arterija je neinvazivna tehnika koja koristi ultrazvuk u procjeni
prohodnosti karotidne arterije. Debljina intime-medije karotidne arterije je indikator
kardiovaskularnog rizika i odlicna mjera za pracenje vaskularnog oStecenja [130], te se koristi

kao surogat marker za aterosklerozu [131].

Ultrasonografijom se moze odrediti zajednicka debljina arterijskog intimalnog i
medijalnog sloja, koja se obi¢no mjeri u zajednickoj karotidnoj arteriji [132]. Debljina
karotidne intime-medije odrazava difuzno zadebljanje sloja intime koje se vidi kod
ateroskleroze 1 potvrdena je kao mjera rizika za kardiovaskularne dogadaje [133] i opterecenje

aterosklerotskom boles¢u [134].

CIMT je valjani surogat marker vaskularne bolesti u populaciji bolesnika ali i u op¢oj

populaciji. Povecani CIMT predvida morbiditet i rizik smrtnosti od vaskularne bolesti [135].

Belibou i sur. dobili su rezultate koji podrzavaju vrijednosti CIMT-a i postojanje
karotidnog plaka kao surogat biomarkere ateroskleroze u zena sa SLE-om. Ultrazvuk karotida
pokazao je zadebljanje intime-medije u viSe od polovice Zena (51,4%), a karotidni plakovi
zabiljezeni su u 31,4% bolesnica sa SLE-om [129]. ViSe studija istraZivalo je subklinicku
aterosklerozu i u bolesnika s pSS-om mjerenjem vrijednosti CIMT-a. Vaudo i sur. bili su prvi
koji su proucavali subklini¢ko kardiovaskularno oste¢enje organa u pSS-u. Vise od polovice
bolesnica imalo je zadebljanje intime-medije karotide. Pacijentice sa zadebljanjem intime-
medije karotide su imale povecanu vrijednost cirkuliraju¢ih anti SSA antitjela, a
multivarijantna analiza rezultata je pokazala da su anti SSA antitijela neovisni prediktori
zadebljanja karotidne arterije [136]. JoS su dvije studije pokuSale dokazati subklinicku
aterosklerozu u bolesnika s pSS-om mjerenjem debljine intime-medije karotidne arterije ali
poveznicu nisu uspijeli dobiti [137, 138]. Nadalje, Zaradi 1 sur. proveli su duplex doppler
sonografsku studiju karotida kako bi se procijenila debljina intime-medije. Nije pronadena
znacajna razlika u CIMT-u izmedu pSS-a i kontrolne skupine. Nedostatak znacajne razlike u
subklini¢koj aterosklerozi izmedu starijih bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine ispitanika,

ukazuje na to da tradicionalni kardiovaskularni ¢imbenici rizika, imunoloSke promjene i

32



kroni¢na upala ne utjeCu na napredovanje vaskularnog osStecenja u karotidnoj cirkulaciji
bolesnika s medijanom trajanja bolesti od 6,5 godine [138]. Potom je 2015. godine Gavrani i
sur. pokazao da 2/3 bolesnika s pSS-om imaju zadebljanje intime-medije karotide te je pSS

sam po sebi identificiran kao nezavisni faktor rizika za zadebljanje arterijskog zida [139].

U opcoj populaciji prijavljena je slaba povezanost ili odsutnost veze izmedu
vrijednosti homocisteina i CIMT-a [131, 140-142]. Medutim, opcéenito je nedovoljno dokaza

o vezi izmedu homocisteina i debljine intime-medie karotidne arterije, a kao takvi uopcée ne

postoje u bolesnika s pSS-om [139].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istrazivanja:
1. Utvrditi serumske vrijednosti adropina u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini ispitanika

2. Utvrditi serumske vrijednosti homocisteina te promjene CIMT-a u oboljelih od pSS-a u

usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika

Sporedni ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi povezanost razine adropina s anti SSA/Ro 1 anti SSB/La proutijelima

2. Utvrditi povezanost adropina s aktivnos¢u bolesti mjerenom ESSDAI upitnikom 1 s
kroni¢nim o$te¢enjem mjerenim s SSDDI upitnikom u oboljelih od pSS-a

3. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a
4. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a s anti SSA/Ro i anti SSB/La proutijelima

5. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a s aktivno$¢u bolesti mjerenom ESSDAI
upitnikom i s kroni¢nim oSte¢enjem mjerenim s SSDDI upitnikom u oboljelih od pSS-a

Hipoteze:

1. Serumske razine adropina i homocisteina te promjene CIMT-a u bolesnika s pSS-om se
znacajno razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

2. Promjene CIMT-a u bolesnika s pSS-om su znacajno vece u odnosu na kontrolnu skupinu
ispitanika

3. Serumske razine adropina su pozitivno povezani s anti SSA/Ro i anti SSB/La proutijelima
serumske razine adropina su negativno povezane sa zbrojem ESSDAI 1 SSDDI upitnika

4. Serumske razine homocisteina i CIMT su pozitivno povezane sa zbrojem ESSDAI i SSDDI
upitnika

5. Serumske razine homocisteina te CIMT su negativnho povezane s anti SSA/Ro 1 anti
SSB/La proutijelima

6. Serumske razine homocisteina su pozitivno povezane sa CIMT-om
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Ustroj istrazivanja:

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

dobivanja podataka opservacijsko, a po specificnom ustroju presje¢no korelacijsko.

Glavni ishodi istrazivanja:

1. Razlike u serumskim razinama adropina u bolesnika s pSS i kontrolnom skupinom izrazene

u mjernoj jedinici ng/ml,
2. Razlike u serumskim razinama homocisteina izraZzene u mjernoj jedinici umol/L t

3. CIMT-a u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini izrazena u mm.

Sporedni ishodi istrazivanja:

1. Povezanost adropina s HDL-om (izrazen u mmol/L)

2. Povezanost adropina s anti SSA/Ro i1 anti SSB/La protutijelima (izrazene u jedinici AU/ml)
3. Povezanost adropina s vrijednos¢u SSDDI upitnika (izrazeni zbojem bodova u upitniku)

4. Povezanost homocisteina s TG 1 CIMT-om

5. Povezanost CIMTA-a s anti SSA/Ro 1 anti SSB/La protutijelima (izraZene u jedinici
AU/ml)

6. Povezanost CIMT-a s vrijedno$¢u SSDDI upitnika (izrazeni zbojem bodova u upitniku)
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3. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA
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3.1. Ispitanici

Istrazivanje serumskih razina adropina provedeno je na 52 bolesnika s pSS-om koji su
kontrolirani 1 lijeCeni na Zavodu za reumatologiju i klinicku imunologiju KBC Split, od
sijecnja 2018. do veljace 2019 godine. Svi bolesnici ispunjavaju kriterije Americko-europske
konsenzus grupe za klasifikaciju pSS [33]. Kriteriji za ukljucivanje bolesnika u istrazivanje
bila je dob iznad 18 godina i trajanje bolesti duze od godinu dana. Kriteriji za iskljucenje bili
su prisutnost drugih upalnih reumatskih bolesti (RA, SLE, SSc, vaskulitis), esencijalna
mjesSovita krioglobulinemija, 1gG4 sindrom, Secerna bolest, kroni¢no zatajenje bubrega,
zlo¢udni tumori hematopoeze ili kardiovaskularne bolesti (akutni infarkt miokarda, angina
pektoris, mozdani udar ili periferna arterijska bolest). Kontrolna skupina je ukljucivala 52
ispitanika koji su po spolu, dobi, puSenju i indeksu tjelesne mase bili podudarni s pSS

bolesnicima (Slika 2).

Iz daljnjeg istrazivanja iskljucena su 4 bolesnika s pSS-om i 6 kontrolnih ispitanika jer
nisu imali nalaze ultrazvuka. Stoga je u istrazivanju serumskih razina homocisteina i
promjena CIMT-a bilo ukljueno 48 bolesnika s pSS-om. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja
bili su identi¢ni kao u istrazivanju s adropinom. Kontrolna skupina je ukljucivala 46 ispitanika

koji su po spolu, dobi, pusSenju i ITM bili podudarni s bolesnicima s pSS-om.
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Sudionici u skriningu za
uklju€enje u klini¢ko
istrazivanje

N =149

Kontrolna skupina u skrini
uklju€enje u studiju

N =54

ngu za

Isklju€ene kontrole:

Dijabetes: 2

N =52

Bolesnici s pSS-om u skriningu za

uklju€enje u studiju

N =92

Kontrolna skupina
uklju€ene u studiju

N =52

Isklju€eni bolesnici:
Malignitet: N =7
Dijabetes: N = 8

CV dogadaji: N =19
Odbiianie: N = 6

Bolesnici s pSS-om
uklju€eni u studiju

N =52

Ukupan broj sudionika uklju€enih u

studiju

N =104

Slika 2. Hodogram dizajna klinick

og istrazivanja
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3.2. Postupci
3.2.1. Klinicki i laboratorijski nalazi

Sudionici su ispitani pomocu standardiziranog klinickog intervjua. ZabiljeZeni su
sociodemografski, antropometrijski 1 klini¢ki podaci; tradicionalni ¢imbenici KV rizika;
komorbiditeti i1 trenutni lijekovi. Klini¢ki podaci bolesnika kao trajanje bolesti, Schirmerov
test, scintigram slinovnica i nalazi biopsije dobiveni su iz medicinske dokumentacije i
elektronickog kartona pacijenata. Nakon detaljnog fizickog pregleda, uzeti su uzorci krvi.
Uzorci krvi za biokemijske 1 imunoloske pretrage su uzimani nataSte, a analizirao ih je
iskusni medicinski biokemicar koji nije bio upoznat s klinickim podatcima ispitanika prema
standardnoj laboratorijskoj praksi od strane srediSnjeg laboratorija naseg centra. Analizirani
su standardni laboratorijski parametri, komponente komplementa i adropin bolesnika s pSS-

om i kontrolne skupine. Autoantitijela su odredena samo u bolesnika s pSS-om.

Uzorci za analizu razine adropina u serumu centrifugirani su i pohranjeni na —80 °C,
dok su hematoloski i biokemijski parametri bili analiziran istog dana standardnim
laboratorijskim postupcima. Razine adropina u serumu utvrdene su koriStenjem dvostruke
enzimske imunoanalize (engl. enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) (marka uredaja:
Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Kalibracije su
dvostruko izmjerene, a vrijednosti opticke gustoce (OD) bile su u skladu s unaprijed
definiranim vrijednostima OD navedenim u uputama proizvodaca, a koeficijent varijabilnosti
uparenih kalibracija bio je <15%. Linearni raspon testa iznosio je 0,3-8,2 ng/mL, a osjetljivost

0,3 ng/mL, dok je koeficijent varijabilnosti unutar sonde bio manji od 10%

Uzorci krvi za mjerenje homocisteina stavljeni su na led nakon prikupljanja 1 prije
centrifugiranja kako bi se smanjilo potencijalno povecanje razine homocisteina prouzroceno
sintezom crvenih krvnih stanica. Nakon centrifugiranja uzorci seruma su odvojeni od stanica
prijenosom u sekundarne epruvete prije analize. Koncentracija homocisteina u serumu
mjerena je kemiluminiscentnim imunotestom mikrocestica (engl. chemiluminescence
microparticle immunoassay - CMIA) na analizatoru Architect (Abbott Laboratories, Chicago,
IL, SAD). U ovoj kompetitivnoj CMIA metodi vezani ili dimerizirani homocistein (oksidirani
oblik) se reducira u slobodni homocistein i pretvara u S-adenozil-L-homocistein (engl. S-
Adenosyl-L-homocysteine - SAH). SAH se natjeCe s akridinijem obiljezenim S-adenozil

cisteinom iz reagensa za monoklonska detekcijska protutijela vezana na cCestice. Nakon
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ispiranja 1 odvajanja, zapocinje kemiluminiscentna reakcija i konac¢ni signal se mjeri u

relativnim svjetlosnim jedinicama.

Antinuklearna protutijela (ANA) detektirana su neizravnom imunofluorescencijom
test na supstratu stanica HEp-2 (Inova Diagnostics, San Diego, CA, SAD). Rezultati ANA
IFA su navedene s titrom i uzorkom fluorescencije. Titar za pozitivne rezultate bio je
postavljen na 1:160, a titar 1:80 je definiran kao grani¢no pozitivan. Specificna antitijela
ukljucujuéi anti SSA/Ro60, anti SSA/Ro52 i anti SSB/La su mjerena pomocu testa Fidis
Connective Profile 14 (Theradiag, Marne-la-Vallée, Francuska) na Luminex analizatoru
100/200. Ovaj polukvantitativni adresabilni imunoloski test s laserskim kuglicama omogucuje
istovremeno otkrivanje 14 razliCitth ANA specificnih protutijela s razlikom izmedu anti
SSA/Ro60 i anti SSA/Ro52 antitijela. ANA i anti SSA/Ro 60, anti SSA/Ro 52, 1 anti SSB/La
analizirani su samo u bolesnika s pSS-om. Ostali biokemijski parametri bili su analizirati

prema standardnim laboratorijskim postupcima.

3.2.2. Definicija kardiovaskularnog rizika

Krvni tlak (engl. blood presure - BP) mjeren je dva puta, u razmaku od 5 minuta, na
dominantnoj ruci, u sjede¢em polozaju ispitanika nakon najmanje 5 minuta odmora, a srednja
vrijednost je izracunata kako bi se postigla preciznija vrijednost. BP je mjerio isti lijecnik s
validiranim automatskim oscilometrijskim uredajem (Rudolf Riester GmbH, Jungingen,
Njemacka). Hipertenzija je definirana kao sistolicki tlak (engl. systolic blood pressure - SBP)
> 140 mm Hg, dijastolicki tlak (engl. diastolic blood pressure — DBP) > 90 mm Hg, ili
normalne vrijednosti krvnog tlaka u bolesnika koji se lijeCe antihipertenzivima.
Hiperkolesterolemija je definirana kao TC > 5,0 mmoL/L ili primjena statina, dok TG > 1,7
mmoL/L ukazuju na hipertrigliceridemiju. Tjelesna visina i tezina bile su odredene se pomocu
medicinske vage s ugradenim visinama (Seca, Birmingham, UK). Indeks tjelesne mase
izraCunat je po formuli = tjelesna masa/visina2 (kg/m?2). Pretilost je bila definirana kao ITM
> 30 kg/m2. Sudionici su se smatrali pusac¢ima ako su tijekom godine prije uklju¢ivanja u
studiju pusili barem jednu cigaretu dnevno. Niska tjelesna aktivnost definirana je kao
izostanak aktivnosti od najmanje 45 minuta umjereno intenzivne aerobne tjelesne vjezbe
manje od 3 dana tjedano. Menopauza je definirana izostankom menstruacije visSe od godinu
dana. Framinghamov rezultat rizika (engl. Framingham risk score - FRS) izveden je za

svakog ispitanika primjenom rodno specificne formule predvidanja koje su predlozili Wilson 1
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sur. na temelju konvencionalnih kardiovaskularnih ¢imbembenika rizika (dob, TC i HDL
kolesterol krvni tlak, dijabetes i puSacki status) [143]. Za ovu studiju, automatski je izraCunat
pomocu kalkulatora s web stranice: https://www.mdcalc.com/framingham-risk-score-hard-

coronary-heart-disease (pristupljeno 26. svibnja 2018.).

3.2.3. Procjena aktivnosti bolesti i oSte¢enja u pSS-u

Aktivnost pSS mjerena je pomo¢u EULAR indeksa aktivnosti Sjogrenovog sindroma
(ESSDALI), koji ukljucuje 12 domena: konstitucionalnu, limfadenopatiju, zljezdanu, zglobnu,
koznu, pluénu, bubreznu, miSi¢nu, periferni ziv€ani sustav, srediSnji ziv€ani sustav,
hematolosku 1 bioloSku domenu [55]. Ireverzibilna oStecenja u pSS-u procijenjena su pomocu
indeks oste¢enja Sjogrenovog sindroma (SSDDI), koji se sastoji od sljede¢ih domena: ocne,
oralne i sistemske (neuroloSka, bubrezna, plu¢na, kardiovaskularna, gastrointestinalna,

misi¢no-kostana, endokrina i maligna) [56].

3.2.4. Odredivanje CIMT-a

Kolor doppler ultrazvuk (GE Logiq P9) obavio je isti ispitivac; mjerenja su ukljucivala
debljinu karotidne intime-medije (CIMT) i karotidne plakove. CIMT je procijenjen na tri
razine na svakoj strani: zajednicka karotidna arterija (10 mm prije bulbusa), bulbus (5-10 mm
kranijalno do pocetka bulbusa) i unutarnja karotidna arterija (10 mm nakon razdjelnika
protoka). Prema trenutnim sonografskim kriterijima, govorimo o "normalnom" CIMT-u kada
je intima medija <0,9 mm; CIMT>0,9 mm smatrao se pokazateljem zadebljane intime, a
CIMT >1,3 mm pokazateljem aterosklerotskog plaka [144]. Osim toga, procijenjen je broj i
veli¢ina karotidnih aterosklerotskih plakova. Formiranje plakova definirano je kao zari$na
izbocina viSe od 50% okolne stijenke [144, 145]. Maksimalni (max) CIMT je najveca
vrijednost mjerena na tri razine karotidne arterije. Radiolog zaduZen za ultrazvuéni pregled

nije bio upoznat s klini¢kim pokazateljima ispitanika.
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3.2.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je pomo¢u MedCalc paketa, verzija 19.1.2 (MedCalc
Soft ware, Ostend, Belgija). Kategoricke varijable izrazene su cijelim brojevima (N) i
postotcima (%) a kontinuirane varijable kao srednja vrijednost i standardna devijacija ili
medijan i interkvartilni raspon, prema normalnosti distribucije podataka koja je procijenjena s
Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Sukladno tome, statistiCke razlike izmedu kategorickih
varijabli utvrdene su Hi-kvadrat testom, dok su razlike izmedu kontinuirane varijable sa
odredene t-testom za neovisne uzorke i Mann-Whitneyjevim U testom. Nadalje, procijenjene
su korelacije izmedu adropina i drugih parametara s Pearsonovim 1 Spearmanovim
koeficijentima korelacije. Konac¢no, faktori neovisno povezani s razinama adropina odredeni
su koriStenjem analize viSestruke linearne regresije. Prijavljeni su nestandardizirani beta
koeficijenti (B), standardna pogreska (SE), t i p-vrijednosti. Statisticka znacajnost postavljena

jenap <0,05.

Velic¢ina uzorka odredena je statistickim paketom MedCalc, koriStenjem t-testa za
nezavisne uzorke. U pilot studiji na 15 nasumi¢no odabranih sudionika s pSS-om i 15
kontrolnih sudionika procijenjene su razine adropina. Razlika izmedu dva sredstva za razinu
adropina bila je 0,43, a standardna devijacija 0,59. S a pogreskom postavljenom na 0,05 i B

pogreskom od 0,1, izracunata potrebna veli¢ina uzorka bila je 40 ispitanika po skupini.
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Svi postupci kojima su ispitanici u ovom istrazivanju bili podvrgnuti koriste se u
rutinskom dijagnostickom postupku, pracenju i lije¢enju bolesnika s primarnim Sjogrenovim
sindromom.

Tijekom istrazivanja poStovani su eticki i1 bioetiCki principi — osobni integritet,
pravednost, dobrocCinstvo 1 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 lijecnicki zbor — kodeks medicinske etike 1 deontologije, Zagreb, 2002.).

Dobivena je privola Etickog povjerenstva Klini¢kog bolni¢kog centra Split (date of
approval: 25/10/2017) i Medicinskog fakulteta, Sveuciliste u Splitu (date of approval:
27/10/2017). U istrazivanje su bili ukljuceni samo oni ispitanici koji su prethodno potpisali
informirani pristanak nakon S§to su bili informirani o procedurama i svrsi planiranog
istrazivanja. Rezultati ¢e se koristiti isklju¢ivo za dobivanje znanstvenih rezultata i

oblikovanje znanstvenog misljenja, a nece se koristiti u svrhu stjecanja materijalne dobiti.
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5.1. Rezultati za adropin
5.1.1. Osnovne karakteristike studijske populacije

U istrazivanje smo ukljucili 52 bolesnika s pSS i 52 kontrolna ispitanika koji se
podudaraju po spolu, godinama, pusenju i indeksu tjelesne mase. Srednja dob bolesnika s pSS
1 kontrola bila je 59.3 £ 11.1 vs. 57.8 = 10.5 (Tablica 4). Bolesnici su imali stabilnu bolest, s
medijanom indeksa aktivnosti bolesti ESSDAI 2 (IQR 1-3), medijan indeksa oste¢enja SSDDI
2 (IQR 2-3) i medijana trajanja bolesti 6 godina (IQR 3.5-10). Sistolicki i dijastolicki krvni
tlak su bili statisticki znacajno veci u ispitivanoj grupi naspram kontrolne skupine (126.2 +
16.8 vs.118.9 + 13.2 mmHg, p=0.015181.4 £ 7.6 vs. 77.6 = 8.1 mmHg, p = 0.014) (Tablica
4). Bolesnici s pSS-om su imali ve¢i desetogodiSnji rizik za kardiovaskularne bolesti koji je
iznosio 3.4 (IQR 1.3-5.5) vs. 2.1 (IQR 1.0-3.3), p = 0.042, iako je vecina sudionika imala

niski desetogodisnji rizik prema FRS.

Tablica 4. Osnovna obiljezja bolesnika s pSS i kontrolne skupine.

Parametar pS(iJ:g;lzl;) a Kontz‘;l:sazgrupa 2
Muski rod (N, %) 4(7.7) 3(5.8) 0.718
Starost (godine) 593+ 11.1 57.8+10.5 0.477
Tezina (kg) 709+11.6 71.9+£10.1 0.654
Visina (cm) 168.8+7.1 168.3+6.8 0.715
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 248+3.4 254+3.1 0.418
SBP (mmHg) 126.2+£16.8 1189+13.2 0.015
DBP (mmHg) 81.4+7.6 77.6 + 8.1 0.014
FRS (%) 3.4 (1.3-5.5) 2.1 (1.0-3.3) 0.042
Pusenje (N, %) 9(17.3) 8(15.4) 0.792
Duzina bolesti (godine)' 6 (3.5-10) - -
ESSDAI 2 (1-3) - -
SSDDI 2 (2-3) - -

Kratice: SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP: Dijastolic¢ki krvni tlak; FRS: Framingham rezultat rizika za koronarne
sr¢ane bolesti; ESSDAI: EULAR Primary Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index; SSDDI: Sjogren’s
Syndrome Disease Damage Index
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Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)
* hi-kvadrat test (Fisherov egzaktni test), t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze

5.1.2. Laboratorijski parametri studijske populacije

Bolesnici s pSS su imali znacajno niZe razine hemoglobina (p < 0.001),
leukocita (p = 0.001) 1 viSe vrijednosti sedimentacije eritrocita [ESR (p = 0.006)], dok je
kontrolna skupina imala znacajno viSe razine totalnog kolesterola (p = 0.010). Drugi
parametri se nisu znacajno razlikovali izmedu ispitivanih skupina. (Tablica 5). Anti SSB/La
antitijela bila su negativna u 25 pSS bolesnika (48,1%), pozitivna u 23 (44,2%) 1 grani¢na u 4
(7,7%) bolesnika s pSS. Anti SSA/R052 antitijela bila su negativna u 15 bolesnika (28,8%) 1
pozitivna u 37 (71,2%) bolesnika s pSS. Anti SSA/Ro60 antitijela bila su negativna u 11
(21,2%) 1 pozitivna u 41 (78,8%) bolesnika s pSS.

Tablica 5. Laboratorijski parametri bolesnika s pSS i kontrolne skupine

PSS grupa Kontrolna grupa .
Parametar D
(N=52) (N=52)

Eritrociti (x10'*/L) 4.37+0.42 4,52 +£0.32 0.047
Hemoglobin (g/L) 130.5+11.0 138.4+11.5 <0.001
MCV (fL) 87.1+£12.8 93.1+16.1 0.034
Leukociti (x10'%/L) 4.88 £1.38 594 +1.81 0.001
Trombociti (x10%/L) 230.8 £52.1 244.1+47.9 0.179
Urea (mmol/L) 551+ 1.65 547+1.44 0.915
Kreatinin (mmol/L) 659+ 18.5 63.1+14.6 0.378
ESR (mm/h) 16.5 (8.0-27.5) 10.0 (6.0-16.0) 0.006
hsCRP (mg/L) 1.30 (0.8-3.8) 1.15(0.7-3.3) 0.767
TC (mmol/L) 5.60+1.12 6.13 +0.93 0.010
LDL (mmol/L) 3.56 £0.96 391 +1.15 0.093
TG (mmol/L) 1.18 £0.42 1.42+0.85 0.072
HDL (mmol/L) 1.52+0.37 1.57 £0.32 0.436

48



C3 (g/L) 1.21+0.22 1.19+0.17 0.567

C4 (g/L) 0.26 £ 0.19 0.31 +0.09 0.197
Anti SSB/La (AU/ml) 33.5 (2.5-81.5) - -
Anti SSA/R052 (AU/ml) 91.0 (16.5-162.0) - -
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 103.0 (56.5-117.0) - -

Kratice: MCV: Prosjecni volumen eritrocita; ESR: Brzina sedimentacije eritrocita; hsCRP: C-reaktivni protein
visoke osjetljivosti; TC: ukupni kolesterol; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; HDL: lipoprotein
visoke gustoce; C3: komponenta komplementa C3; C4: komponenta komplementa C4;

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)

* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

5.1.3. Serumske razine adropina u bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine

Serumske razine adropina bile su statisticki znacajno vece u bolesnika s pSS u
usporedbi a kontrolnom skupinom (3.76 + 0.68 vs 3.14 + 0.69 ng/ml, p < 0,001) (Slika 3).
Nadalje, nakon podijele bolesnika s pSS-om u dvije skupine; skupinu s nizim vrijednostima
adropina ( <3,73 ng/ml ) i skupinu s visSim vrijednostima adropina ( >3,73 ng/ml ) pronadena
je znacajna statisticka razlika u vrijednostima SSDDI skora 3.0 (2.0-4.0) vs. 2.0 (1.0-2.0), p <
0,001. Skupina bolesnika s pSS-om s nizim vrijednostima adropina ( <3,73 ng/ml ) imala je

visi SSDDI (Tablica 6).
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Slika 3. Serumske vrijednosti adropina u bolesnika s pSS-om-i u kontrolnoj skupini.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Tablica 6. Obiljezja bolesnika s pSS-om na temelju vrijednosti serumskih razina adropina

Nize vrijednosti adropina ViSe vrijednosti adropina
Parametar (<3.73 ng/mL) (>3.73 ng/mL) P
(N=26) (N=26)
Dob (godine) 51.0+9.83 57.6+12.3 0.284
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 24.8 +4.1 24.83+2.5 0.978
SBP (mmHg) 123.6 + 18.46 128.8 +14.9 0.270
DBP (mmHg) 79.6 = 8.8 80.8+5.9 0.086
TC (mmol/L) 5.56+1.08 576 +£1.21 0.535
HDL (mmol/L) 1.46 +£0.36 1.56+0.38 0.362
LDL (mmol/L) 3.35+0.89 3.76 £0.99 0.119
TG (umol/L) 1.15+0.43 1.20+0.40 0.694
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hsCRP (mg/L) 1.35 (0.9-2.7) 1.15 (0.80-5.6) 0.869

Anti SSB/La (AU/ml) 36.0 (7.0-79.0) 9.5 (2.0-88.0) 0.734
Anti SSA/R052 (AU/ml) 73.0 (12.0-125.0) 109.0 (17.0-172.0) 0.272
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 101.0 (60.0-116.0) 107.5 (52.0-118.0) 0.963
Duzina bolesti (godine)" 6 (4.0-12.0) 6 (3.0-10.0) 0.607
ESSDAI 2.0 (1.0-3.0) 2.5 (1.0-3.0) 0.641
SSDDI 3.0 (2.0-4.0) 2.0 (1.0-2.0) <0.001
FRS (%) 4.25(1.2-6.2) 2.3 (1.4-5.2) 0.374

Kratice: SBP: sistolicki krvni tlak; DBP: dijastoli¢ki krvni tlak; TC: ukupni kolesterol; HDL: lipoprotein visoke
gustoée; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti;
ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Sjogrenov sindrom Indeks
osStecenja bolesti, FRS: Framinghamov rezultat rizika za koronarnu bolest srca;

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)
* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

+ vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze

5.1.4. Korelacija adropina i drugih parametara

Korelacijska analiza je pokazala da serumske vrijednosti adropina u bolesnika
s pSS-om znacajno pozitivno koreliraju s HDL (r=0.290, P=0.036) i anti SSA/Ro52
antitijelima (r=0.307, P=0.026). SSDDI negativno korelira s razinama adropina (r = -0.401,
P=0.003) (Tablica 7) (Slika 4).

Tablica 7. Korelacijska analiza izmedu serumskih razina adropina i biokemijskih, klinickih 1

antropometrijskih parametara.

Parametar r D

Starost (godine) -0.133 0.345
Indeks tjelesne mase (kg/m?) -0.133 0.348
hsCRP (mg/L) 0.1587 0.262
TC (mmol/L) 0.224 0.109
TG (mmol/L) -0.083 0.557
HDL (mmol/L) 0.290 0.036
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LDL (mmol/L) 0.178 0.206

SBP (mmHg) 0.118 0.404
DBP (mmHg) 0.155 0.271
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 0.123f 0.385
Anti SSA/Ro052 (AU/ml) 0.307F 0.026
Anti SSB/La (AU/ml) -0.009" 0.946
ESSDAI 0.051F 0.721
SSDDI -0.401% 0.003
Duzina bolesti (godine) -0.0417 0.770

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TC: Ukupni kolesterol; TG: trigliceridi; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoce; SBP: sistolicki krvni tlak; DBP: dijastolicki krvni
tlak; ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oSte¢enja
bolesti Sjogrenovog sindroma

* Pearsonov koeficijent korelacije

1 Spearmanov koeficijent korelacije ranga
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Slika 4. Korelacijska analiza serumskih razina adropina s HDL (A), SSDDI (B) i anti
SSA/R052 antitijela (C) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 104).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.1.5. Multipla regresijska analiza

Nadalje, multipla linearna regresija je pokazala da serumske vrijednosti
adropina imaju statisticki zanacajnu poveznicu s HDL (B+ SE, 0.903 £0.283, P=0.002) i
SSDDI (B+SE, -0.202+0.073, P=0.008) nakon prilagodbe statistickog modela za godine,
indeks tjelesne mase 1 spol te serumske razine adropina kao ovisne varijable (Tablica 8).
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Tablica 8. Multipli linearni regresijski model neovisnih prediktora za vrijednosti serumskih

razina adropina

Varijable B! SE? t-vrijednost p

Starost (godine) -0.013 0.011 -1.134 0.263
Spol 0.220 0.367 0.602 0.550
Indeks tjelesne mase (kg/m?) -0.007 0.002 -0.268 0.794
Anti SSA/Ro52 0.001 0.001 1.551 0.128
HDL 0.903 0.283 3.191 0.002
FRS 0.025 0.032 0.768 0.447
Duzina bolesti (godine)* 0.006 0.015 0.394 0.695
ESSDAI 0.044 0.061 0.718 0.476
SSDDI -0.202 0.073 -2.754 0.008

Kratice: HDL: lipoprotein visoke gustoce; FRS: Framinghamov rezultat rizika za koronarnu bolest srca;
ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oStecenja bolesti
Sjogrenovog sindroma

! nestandardizirani koeficijent B
2 standardna pogreska

1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze
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5.2. Rezultati za homocistein i CIMT

5.2.1. Osnovna obiljeZja bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine

U studiju je bilo ukljuceno 48 bolesnika s pSS i1 46 kontrola podudarnih po spolu,
godinama, pusenju i indeksu tjelesne mase (Tablica 9) Prosje¢na dob bolesnika s pSS-om bila
je 60.5 £ 9.6 vs. 57.4 + 9.9 godina za kontrolnu skupinu. Bolesnici su imali stabilnu bolest sa
srednjom vrijednos¢u indeksa aktivnosti bolesti, ESSDAI skor je iznosio 2 (IQR 1-3).
Srednja vrijednost indeksa oStec¢enja specificnog za bolest — SSDDI skor — je bio (IQR 2-3), a
prosjecno trajanje bolesti je bilo 6.5 godina (IQR 4.0-11.0). Sistolicki i dijastolicki tlak je bio
znacajno vec¢i u bolesnika s pSS-om u usporedbi s kontrolnom skupinom (127.8 + 16.8
vs.119.2 £ 13.4 mmHg, p = 0.007 and 81.6 + 7.4 vs. 77.8 £ 8.0 mmHg, p = 0.018) (Tablica 9)
unato¢ Cinjenici da je koriStenje antihipertenzivnih lijekova bilo znacajnije u bolesnika s pSS-

om u odnosu na kontrolnu skupinu (21 (43.7%) vs 8 (17.4%), p = 0.006).

Tablica 9. Osnovna obiljezja bolesnika s pSS i kontrolne skupine

Parametar Bolesnici s pSS-om Kontrolna skupina

(N=48) (N=46) .
Muskarci (N, %) 4 (8.3) 3(6.5) 0.953
Dob (godine) 60.5+9.6 57.4+9.9 0.129
Tezina (kg) 709+ 11.6 71.9+10.1 0.654
Visina (cm) 168.3+6.9 168.0 £ 6.7 0.837
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 248+3.4 254+3.1 0.418
SBP (mmHg) 127.8 £ 16.8 119.2+ 134 0.007
DBP (mmHg) 81.6+74 77.8+8.0 0.018
Pusenje (N, %) 8 (16.7) 7(15.2) 0.928
Duzina bolesti (godine)* 6.5 (4.0-11.0) - -
ESSDAI 2(1-3) - -
SSDDI 2(1.5-3.0) - -

Kratice: SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP: dijastolicki krvni tlak; ESSDAI: EULAR indeks aktivnosti bolesti

primarnog Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oSte¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma.

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili

medijan (IQR)

* hi-kvadrat test (Fisherov egzaktni test), t-test za neovisne uzorke
1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze
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5.2.2. Laboratorijski parametri

Bolesnici s pS-omS imali su zna¢ajno nize razine hemoglobina (p=0,001) i viSe razine

SE (p=0,006) dok je kontrolna skupina imala znacajno viSe razine ukupnog kolesterola

(p=0,047). Primjena hipolipidemicnih lijekova bila je slicna u obje skupine 7 (14,6%) prema 3
(6,5%), p = 0,317). Anti SSB/La antitijela, anti SSA/R052 i anti SSA/R060 antitijela mjerena

su samo u bolesnika s pSS-om (Tablica 10).

Tablica 10. Laboratorijski parametri pSS pacijenata i kontrola

pSS skupina Kontrolna skupina .

Parametar y
(N=48) (N=46)

Eritrociti (x10'%/L) 4.39+0.41 4.53+£0.32 0.072
Hemoglobin (g/L) 131.1£10.5 138.8+11.9 0.001
Trombociti (x10%/L) 227.0+51.95 246.7+49.4 0.064
Ureja (mmol/L) 5.53+1.65 542+ 1.41 0.720
Kreatinin (mmol/L) 66.3+19.1 623+ 14.6 0.260
ESR (mm/h) 16.5 (8.0-27.5) 10.0 (6.0-16.0) 0.006
hsCRP (mg/L) 1.30 (0.8-3.8) 1.15 (0.75-3.35) 0.767
TC (mmol/L) 57+1.1 62+0.8 0.047
LDL (mmol/L) 3.6+09 39+1.1 0.111
TG (mmol/L) 1.2+04 14+0.8 0.108
HDL (mmol/L) 1.5+04 1.5+0.3 0.888
C3 1.2+0.2 1.2+0.1 0.586
C4 0.3+0.2 03+0.1 0.447
Anti SSB/La (AU/mL) 26.5 (2.0-81.5) - -
Anti SSA/Ro52 (AU/mL) 97.0 (20.0 — 162.0) - -
Anti SSA/Ro60 (AU/mL) 100.0 (56.5-116.0) - -

Kratice: ESR: brzina sedimentacije eritrocita; hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TC: ukupni
kolesterol; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; HDL: lipoprotein visoke gusto¢e; C3: komponenta

komplementa C3; C4: komponenta komplementa C4

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili

medijan (IQR)

* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test
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5.2.3. Razine homocisteina i max CIMT-a u bolesnika s pSS-om i u kontrolnoj skupini

Razine homocisteina u serumu bile su znacajno vise u bolesnika s pSS-om u usporedbi
s kontrolnom skupinom [medijan (IQR)]: 11.28 (8.93-14.06) vs. 9.46 (8.64-10.98), p=0.015
(Slika 5).

20

18 —

16 —

14 —

12 —

10 —

Homocistein (umol/L)

4 T T

pSS grupa (N=48) Kontrolna grupa (N=46)

Slika 5. Razine homocisteina u plazmi u bolesnika s pSS-om 1 kontrolnoj skupini.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Bolesnici s pSS-om takoder su imali statisticki znacajno viSe vrijednosti CIMT
(p>0,05) u usporedbi s kontrolnom skupinom [medijan (IQR)]: 1 (0.90-1.31) vs. 0.9 (0.80-
1.10), p=0.0372 (Slika 6).
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Slika 6. Maksimalni CIMT (mm) u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini. Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Udio bolesnika s utvrdenim karotidnim plakovima bio je 29,2%, a u kontrolnoj skupini
bio je 10,9%. Bolesnici s pSS-om imali su statisti¢ki znac¢ajno ve¢i broj plakova u usporedbi s

kontrolnom skupinom 14 u odnosu na 5, p=0.028 (Slika 7).
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Slika 7. Omjer broja bolesnika s pSS-om 1 kontrolne skupine s prisutnim plakom i bez plaka

5.2.4. Povezanost homocisteina i antropometrijskih, laboratorijskih i Kklinic¢kih
parametara

Korelacijska analiza pokazala je da razine homocisteina pozitivno koreliraju s
trigliceridima (r = 0,204, p = 0,048) 1 maksimalnim CIMT-om (r = 0,231, p = 0,046). (Tablica
11) (Slika 8). Nije otkrivena povezanost s anti SSA/Ro antitijelima, anti SSB/La antitijelima
te s indeksom aktivnosti ESSDAI i indeksom ostec¢enja SSDDI.

Tablica 11. Korelacija homocisteina s antropometrijskim, laboratorijskim 1 klinickim
parametrima u cijeloj ispitivanoj populaciji.

Parametar r p
Dob (godine) 0.093 0.371
Indeks tjelesne mase
-0.001 :

(kg/m?) 0.00 0.995
hsCRP (mg/L) 0.061 0.556
TG (mmol/L) 0.204 0.048
TC (mmol/L) 0.002 0.986
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HDL (mmol/L)

LDL (mmol/L)

SBP (mmHg)

DBP (mmHg)
Maksimalni CIMT

Anti SSA/Ro60 (AU/mL)
Anti SSA/Ro52 (AU/mL)
Anti SSB/La (AU/mL)
ESSDAI

SSDDI

Duzina bolesti (godine)*

-0.085
-0.035
-0.033
-0.069
0.231
0.056
0.190
0.004"
0.149%
0.1557

-0.195f

0.417
0.734
0.754
0.507
0.046
0.705°
0.1947
0.9807
0.312f
0.292f
0.183f

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TG: trigliceridi; TC: ukupni kolesterol; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoc¢e; SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP:
dijastolicki krvni tlak; ESSDAIL: EULAR indeks aktivnosti bolesti primarnog Sjogrenovog sindroma;

SSDDI: Indeks ostec¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma

* Spearmanov koeficijent korelacije
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Slika 8. Korelacijska analiza serumskih razina homocisteina s CIMT-om (A) 1 trigliceridima
(B) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 94).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.2.5. Povezanost CIMT-a i antropometrijskih, laboratorijskih i klinickih parametara

Korelacijska analiza je pokazala da je CIMT-a pozitivno povezan sa starosti
(r=0.416, P<0.0001), a utvrdena je negativna korelacija CIMT-a s anti SSA/R060 antitijelima
(r=-0.431, P=0.002) 1 anti SSB/La antitijelima ( r= -0.346, P=0.016). Takoder je utvrdena i
statisticki znacajna pozitivna korelacija CIMT-a sa SSDDI (r=0.351, P=0.014) (Tablica 12)
(Slika 9).
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Tablica 12. Korelacija CIMT-a i antropometrijskih, laboratorijskih 1 klinickih parametara

%

Parametar r y
Starost (godine) 0.416 <0.0001
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 0.108 0.300
hsCRP (mg/L) 0.020 0.845
TG (umol/L) 0.064 0.538
TC (umol/L) 0.127 0.224
HDL (umol/L) 0.060 0.567
LDL (umol/L) 0.151 0.146
SBP (mmHg) 0.293 0.004
DBP (mmHg) 0.058 0.576
Homocistein 0.198 0.056
Anti SSA/Ro60 (AU/mL) -0.431 0.002°
Anti SSA/Ro052 (AU/mL) -0.266 0.067°
Anti SSB/La (AU/mL) -0.3467 0.016
ESSDAI -0.189f 0.1987
SSDDI 0.3517 0.0147
Duzina bolesti (godine)’ 0.117¢ 0.428°

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TG: trigliceridi; TC: ukupni kolesterol; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoce; SBP: Sistoli¢ki krvni tlak; DBP:
dijastolicki krvni tlak; ESSDAIL: EULAR indeks aktivnosti bolesti primarnog Sjégrenovog sindroma;

SSDDI: Indeks oste¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma

* Spearmanov koeficijent korelacije

T pSS group
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r=0.351, p =0.014"

SSDDI
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Slika 9. Korelacijska analiza vrijednosti CIMT-a s anti SSA/Ro60 antitijelima (A), anti
SSB/La antitijelima (B) 1 SSDDI (C) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 94).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.2.6. Multipla regresijska analiza

Visestruka regresijska analiza pokazala je da su razine homocisteina neovisni

prediktor Sjogrenova sindroma.

Tablica 13. Multivarijantni logisticki regresijski model za predvidanje Sjogrenovog sindroma.

Varijable OR 95% CI P

Godine 1.027 0.977 to 1.081 0.287
Muski spol 0.907 0.129t0 6.373  0.922
I™ 0.952 0.828 t0 1.095  0.496
hsCRP 1.067 0.975t01.169  0.156
Max CIMT 2.23 0.663t0 7.517  0.194
Homocistein 1.28 1.069 to 1.545  0.007

! 7ensKki spol je referentna grupa
ITM - indeks tjelesne mase, hsCRP - C-reaktivni protein visoke osjetljivosti
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6. RASPRAVA
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6.1. Rasprava

Ovo istrazivanje u sklopu doktorske disertacije je provedeno u dva dijela s ciljem
utvrdivanja uloge adropina i homocisteina kao rizi¢nih ¢imbenika ubrzane ateroskleroze u
bolesnika s pSS-om. Prvim dijelom ovog istrazivanja je ispitivana razina adropina i njegova
povezanost s klini¢kim 1 laboratorijskim parametrima pSS-a. Koliko znamo, ovo je prva
klini¢ka studija koja je istrazivala razine adropina u serumu u bolesnika s pSS-om. Nasa je
studija pokazala da bolesnici s pSS-om imaju znacajno viSe razine adropina u serumu u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje, pokazalo se da razine adropina u bolesnika s pSS-

om pozitivno koreliraju s HDL 1 anti SSA/R052 antitijelima te negativno sa SSDDI.

Poznato je da adropin sudjeluje u regulaciji energetske homeostaze i inzulinskog
odgovora te da je usko povezan s razvojem i napredovanjem aterogeneze, pozitivno utjecuci
na endotelnu disfunkciju [74, 87, 146]. Endotel ima srediSnju ulogu u odrzavanju vaskularne
homeostaze, a poremecena funkcija endotela doprinosi razvoju i napredovanju razlicitih
kardiovaskularnih, upalnih, metabolickih, infektivnih i bubreznih bolesti. Naime, oStecenje
endotela pokrece ateroskleroti¢ne i trombotske procese koji imaju znacajan utjecaj u ovim
stanjima [147, 148]. NO, snazan endogeni vazodilatator kojeg u endotelu stvara endotelna
izoforma NO sintaze igra vaznu ulogu u odrzavanju endotelne homeostaze. NO takoder
inhibira adheziju monocita i leukocita na endotel, agregaciju trombocita, oksidaciju LDL-a i
proliferaciju glatkih miSiénih stanica [104]. Nadalje, postoje dokazi da je proizvodnja NO
povecana u bolesnika s pSS-om [149]. Aktivacija neurona i eNOS-a opisana je u ispitanika s
primarnim SS-om kao posljedica povecane proizvodnje protutijela protiv muskarinskih

acetilkolinskih receptora [150-152].

Adropin bi mogao pojacati ekspresiju eNOS, odgovornog za proizvodnju vaskularnog
NO, u endotelu, tako da je nedostatak adropina povezan sa smanjenom bioraspolozivos¢u NO
u endotelu [83, 153]. Lovren i sur. su pokazali da adropin moze ispoljiti zaStitne uc¢inke na
endotelnu funkciju vjerojatno posredovane regulacijom ekspresije eNOS-a putem receptora
vaskularnog endotelnog faktora rasta 2 (VEGFR2), PI3K-Akt i putem ERK1/2 [87]. Pokazano
je da adropin potice kriticnu funkciju endotelnih stanica kao $to je proliferacija, migracija,
formiranje kapilarnih cjevc€ica i smanjena propusnost. Takoder, poti¢e apoptozu induciranu
¢imbenikom tumorske nekroze (engl. fumor necrosis factor - TNF). Stovise, pojadava

aktivaciju eNOS, PI3K-Akt i ERK 1/2. Na taj nacin, putem inducibilne ekspresije NOS,
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adropin smanjuje ekspresiju glasnicke RNA (engl. messenger RNA - mRNA) proupalnih
citokina, kao $to su TNF-alfa i interleukin 6, smanjujuci upalu [107, 154].

Svega je nekoliko studija koje su istrazivale adropin u autimunim bolestima. Yolbas i
sur. nisu pokazali znac¢ajnu razliku u serumskim razinama adropina izmedu bolesnika s RA 1
SLE te zdravih kontrola. Ekspresija gena ENHO bila je znacCajno veca u skupini s RA u
usporedbi sa kontrolnom skupinom, ali nije bila pra¢ena poviSenom razinom adropina u
serumu [76]. Nadalje, povecana razina adropina u serumu primijecena je u kohorti bolesnika
sa sistemskom sklerozom (SSc) i Behcetovom boles¢u (BD) u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Ovi rezultati upucuju da se razine adropina povecavaju u SSc i BD zbog upalnih
procesa kojima su ove bolesti obiljezene [95]. U obje bolesti se promjene javljaju na razini
krvnih Zila §to bi se moglo povezati s pove¢anjem razina adropina kao zastitnim ¢imbenikom.

vvvvv

klinicka manifestacija pSS [155].

Najnovije studije povezuju adropin s kroni¢nim upalnim stanjima i pripisuju mu
moguc¢i imunomodulatorni u¢inak. Pokazalo se da bolesnici s opstruktivnom apnejom u snu,
upalnim bolestima crijeva, sindromom policisti¢nih jajnika i dijabetesom imaju znacajno nize

razine adropina u serumu [156-159].

U naSem istrazivanju adropin je pokazao znacajnu pozitivnhu korelaciju s anti
SSA/R052 protutijelima. Anti SSA/Ro i anti SSB/La antitijela bila su usko povezana s
glavnim klinickim, histopatoloskim 1 imunoloskim znacajkama pSS-a. Odredivanje anti
SSA/R052 autoantitijela moze pomo¢i u identificiranju specificne podskupine SS bolesnika s
agresivnijom bolesc¢u i rizikom od odredenih sistemskih manifestacija bolesti [160]. Pozitivna
korelacija anti SSA/Ro52 antitijela i adropina u nasoj studiji u skladu je s nekim ranijim
istrazivanjima koja su pokazala da su bolesnici s pozitivnim anti SSA/Ro imali manju
ucestalost arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije i1 hipertrigliceridemije u usporedbi s
bolesnicima koji su imali negativna anti-SSA/Ro i SSB/La antitijela [161]. Stoga bi pozitivna
povezanost adropina i anti SSA/Ro52 antitijela mogla ukazivati na potencijalnu zastitnu ulogu
anti SSA/Ro52 antitijela u aterogenezi bolesnika s pSS-om. S druge strane, Vaudo et al. su
pokazali znaCajnu povezanost anti SSA/Ro antitijela s arterijskim zadebljanjem kao
pokazateljem subkliniCke ateroskleroze [136]. Dakle, uloga ovih autoantitijela, kao i adropina

u procesu aterogeneze u ovih bolesnika je kontroverzna i zahtijeva daljnja istrazivanja.
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Zanimljivo je da smo utvrdili negativnu povezanost sa SSDDI rezultatom. Stovise,
multivarijantna linearna regresija pokazala je da je SSDDI takoder snazan prediktor za razine
adropina u serumu. Dakle, ustanovili smo da je kumulativno oSte¢enje mjereno pomocu
SSDDI neovisno povezano sa smanjenim adropinom u pSS-u. Kada su bolesnici s pSS-om
podijeljeni prema vrijednosti adropina u dvije skupine, oni s nizim razinama adropina u
serumu imali su vi§i SSDDI rezultat. Kumulativno oSte¢enje odrazava ucinak ozbiljnije
bolesti tijekom vremena, a visi SSDDI rezultati mogu identificirati one pacijente koji su u
proslosti imali vise sistemskih upala 1 ve¢e imunoloske poremecaje, i kojima je najvjerojatnije
bilo potrebno intenzivnije lijeCenje [162, 163]. Ovi nalazi mogu upucivati na zaStitnu
protuupalnu ulogu adropina u poéetnim fazama i prvim godinama bolesti. Stovige, &ini se da

zaStitna uloga opada s trajanjem bolesti i ve¢im oSte¢enjem krvnih Zila i organa.

Cinjenica da aktivnost bolesti (ESSDAI) nije bila u korelaciji s adropinom je
ocekivana, budu¢i da je vec¢ina naSih pacijenata u trenutku ispitivanja imala stabilnu bolest.
Samo su dvije studije u pSS-u procjenjivale aktivnost bolesti pomo¢u ESSDAI i nisu pronasle
povezanost sa subklini¢kim kardiovaskularnim oS$te¢enjem, $to je u skladu s naSim

rezultatima [164, 139].

Bolesnici s pSS-om imali su visi sistolicki i dijastoli¢ki krvni tlak 1 ve¢i 10-godisnji
rizik za kardiovaskularne dogadaje prema Framingham izracunima u usporedbi sa zdravim
kontrolama, ali su i bolesnici i kontrolna skupina klasificirani kao oni s niskim 10-godi$njim
rizikom prema FRS-u. Nekoliko je studija procijenilo odnos izmedu razine adropina i krvnog
tlaka. Gu 1 sur. izvijestili su o nizim razinama adropina u odraslih s arterijskom hipertenzijom
[101]. Niske razine adropina u hipertenzivnih bolesnika takoder su izvijestili Gulen i sur.
[102]. Nasuprot tome, Celik i sur. pokazalo je da hipertenzivni pacijenti imaju visoke razine
adropina [103]. Takoder je zanimljivo da su nasi bolesnici s pSS-om imali niZe razine TC u
usporedbi sa kontrolnom skupinom. To je u skladu s dostupnim podacima koji naglasavaju

utjecaj adropina na homeostazu lipida.

U bolesnika na hemodijalizi utvrdeno je da adropin ima negativnu korelaciju s TG,
LDL 1 TC dok ima znacajnu pozitivnu korelaciju s HDL kolesterolom [91]. Iste korelacije
izmedu lipida i1 adropina pronadene su u nekoliko drugih studija [74,81,93,165]. Nasa studija
nije potvrdila povezanost izmedu razine adropina u serumu i1 TC-a, no potrebno je naglasiti da

su nasi bolesnici imali su niZe razine TC-a u usporedbi s kontrolnom skupinom. Medutim, u
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naSih bolesnika s pSS-om razine adropina u serumu su pozitivno korelirale s HDL
kolesterolom. Nadalje, kada je provedena multivarijantna linearna regresija, HDL kolesterol
identificiran je kao neovisni prediktor za razine adropina, $to dodatno potvrduje njegov ucinak
u odrzavanju homeostaze lipida. Naime, studija na zivotinjama koju su proveli Akcilar 1 sur.
utvrdili su da je intraperitonealna primjena niske doze adropina Stakorima s hiperlipidemijom
bila iznimno ucinkovita u smanjenju razine serumskog TG, TC, LDL kolesterola i pove¢anja
razine HDL kolesterola [154]. Dakle, mozemo zakljuciti da je naSa studija potvrdila
povezanost adropina s metabolizmom lipida, ali isto tako pokazala znacajnu ulogu u upalnom

procesu u pSS-a.

Drugi dio istrazivanja se odnosio na homocistein i CIMT u bolesnika s pSS-om. Ovo
je prva studija koja je istraZivala povezanost izmedu razine homocisteina i CIMT-a, dvaju
biomarkera subklini¢ke ateroskleroze, u bolesnika s pSS-om. Ve¢ dugo je prepoznat povecani
rizik od kardiovaskularnih bolesti medu osobama s autoimunim bolestima. Jo§ uvijek je
otvoreno pitanje uloge pojedinih ¢imbenika na povecanje rizika, odnosno kolika je uloga
primjenjene terapije, osobito steroida, a koliko je posljedica samog autoimunog procesa s
posljedicnom upalom. PSS je sustavna bolest koju obiljezava kroni¢ni autoimuni upalni
proces. Stoga se, analogno sli¢nim bolestima kao §to su SLE i RA, ocekuje povecana
ucestalost subklinicke ateroskleroze. Tome u prilog govore rezultati nase studije. Naime,
utvrdili smo znafajno povecane razine homocisteina u bolesnika s pSS-om u usporedbi s
kontrolnom populacijom. Nadalje, pokazali smo da je homocistein neovisan ¢imbenik za
predvidanje primarnog Sjogren-ovog sindroma. Ranija istrazivanja su dokazala da su
poviSene razine homocisteina umjereno jak i neovisan ¢imbenik kardiovaskularnog rizika u
zdravoj populaciji [123]. Takoder, povisene razine homocisteina identificirane su kao faktor
rizika za hipertenziju [166-168]. Sabio i sur. su pokazali da je homocistein neovisno povezan
sa SBP-om 1 hipertenzijom u zena sa SLE-om te da je neovisni ¢imbenik rizika za progresiju

ateroskleroze [123].

U naSem istrazivanju nismo pronasli povezanost izmedu homocisteina te SBP-a i
DBP-a, iako su bolesnici s pSS-om imali viSe razine SBP-a i DBP-a od kontrolne skupine.
Treba naglasiti da su hipertenzivni bolesnici s pSS-om lijeCeni s antihipertenzivima, ali
nijedan bolesnik nije uzimao tiazidni diuretik koji bi mogao utjecati na razinu homocisteina.
PoviSene razine homocisteina mogu pridonijeti endotelnoj disfunkciji razli¢itim

mehanizmima, kao $to je oksidativni stres ili vazodilatacija ovisna o duSikovom oksidu,
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poticanje apoptoze endotelnih stanica ili smanjenje proizvodnje sumporovodika (H2S), koji je
snazan antioksidans i1 ¢imbenik vazorelaksacije [169-170]. Homocistein moZze povecati
vaskularnu krutost oste¢ivanjem elastinskih vlakana, povecanjem proizvodnje kolagena putem

aktivacije metaloproteinaza i stimuliranjem proliferacije stanica glatkih misi¢a [171-172].

Nije utvrdena povezanost homocisteina s parametrima oSteCenja i1 aktivnosti pSS-a te
specificnim autoantitijelima u pSS. U naSem istrazivanju bolesnici s pSS-om imali su
znacajno nize razine ukupnog kolesterola u odnosu na kontrolnu skupinu, iako nisu uocene
razlike u vrijednostima LDL, HDL kolesterola 1 triglicerida. Bez obzira na to $to je-kontrolna
skupina imala viSu razinu ukupnog kolesterola u odnosu na bolesnike s pSS-om, to nije bilo
praceno znacajnijim zadebljanjem arterijske stijenke. Ovaj rezultat ukazuje da zadebljanje
arterijske stijenke nija samo posljedica hiperkolesterolemije ve¢ djelovanja i1 drugih
¢imbenika. Takoder je potrebno razmotriti moguénost promjenjenog lipidnog profila u
bolesnika s pSS-om. Vazno je naglasiti da naSi bolesnici nisu bili lijeCeni veCom dozom
kortikosteroida, a primjena statina bila je sli¢na u obje skupine [7 (14,6%) naspram 3 (6,5%),
p = 0,317)], tako da nije bilo znacajnog farmakoloSkog utjecaja na razlike u lipidogramu
medu skupinama. Ovo potvrduje rezultate Dayla i sur. da nize razine kolesterola nemaju

zastitni u¢inak na rizike ateroskleroze povezane s razinama homocisteina [173].

Takoder, homocistein je pozitivno korelirao s trigliceridima i s maksimalnim CIMT-
om kao surogatnim biomarkerom ateroskleroze u bolesnika s pSS-om. Ovi rezultati su u
skladu s istrazivanjima koji su pokazali da su bolesnici s vi§im razinama triglicerida imali vise
razine homocisteina te vecu prevalenciju zadebljanja arterijske stijenke [139]. Najnovija
studija takoder je potvrdila progresivno povecanje prevalencije ateroskleroze karotidne
arterije 1 debljine karotidne intime-medije ovisne o razinama homocisteina [174]. Nase je
istrazivanje pokazalo da je CIMT bio znacajno viSi u bolesnika s pSS u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Vadu i sur. te Gavrani i sur. Su takoder pokazali slicne rezultate. Vadu
i sur. su prvi uocili subklini¢ka oSte¢enja kardiovaskularnih organa u pSS-u. Bolesnici s pSS-
om imali su ve¢u debljinu intime medija u odnosu na kontrolne ispitanike iste dobi. Gotovo
polovica bolesnika je imala zadebljanje karotidne intime medija [136]. Gavrani 1 sur. nasli su
povecano zadebljanje arterijske stijenke u dvije trec¢ine bolesnika s primarnim pSS-om, a

prisutnost pSS-a bila je neovisni ¢imbenik rizika za zadebljanje arterijske stijenke [139].

Ocekivano, CIMT je pozitivno korelirao sa SBP, §to se moze objasniti poznatim i

prethodno opisanim uc¢inkom SBP na endotel i proces ateroskleroze. Takoder je nadena
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pozitivna korelacija s SSDDI 1 dobi. Ocekujemo ve¢i SSDDI u bolesnika s duljim trajanjem
bolesti 1 tezim klinickim tijekom. Stoga bi ovaj podatak mogao znaciti da duljina bolesti i
klini¢ki tijek, odnosno intenzivniji upalni proces, ubrzavaju razvoj ateroskleroze u bolesnika s
pSS-om. Naime, poznato je da je u osoba s autoimunim bolestima odavno prepoznat povecan
rizik od kardiovaskularnih bolesti §to dodatno potkrepljuje nas zaklju¢ak. S druge strane,
utvrdena je negativna korelacija CIMT sa specifi¢nim autoantitijelima Ro60 i autoantitijelima
La. To bi govorilo u prilog protektivnoj ulozi spomenutih protutijela u razvoju ateroskleroze u
bolesnika s pSS. Ovaj bi rezultat bio u skladu s istrazivanjem koje je pokazalo da su anti-
SSA/Ro pozitivni pacijenti imali manju ucestalost arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije
1 hipertrigliceridemije u usporedbi s anti-SSA/Ro i SSB/La negativnim bolesnicima [161]. S
druge strane, Vaudo et al. pokazali su znacajnu povezanost anti SSA/Ro antitijela s
arterijskim zadebljanjem [136] kao pokazateljem subklinicke ateroskleroze. Medutim, uloga
ovih protutijela u procesu aterogeneze u ovih bolesnika je kontroverzna i zahtijeva daljnja

istrazivanja.

Budu¢i da je ateroskleroza sustavna bolest, karotidna arterija takoder moze posluziti
kao ‘prozor’ u stanje ateroskleroze [175]. Dakle, nasi rezultati upucuju na to da bi se mjerenje
CIMT-a moglo koristiti kao jednostavna i dostupna metoda za otkrivanje asimptomatske
subklinicke sistemske ateroskleroze i na taj nacin sprijeciti njezino napredovanje i fatalne KV
ishode. Osim toga, homocistein se takoder mozZe koristiti za otkrivanje subklinicke
ateroskleroze, odnosno pokazuje potencijal kao jeftini marker za stratifikaciju rizika
asimptomatskih bolesnika, a poznato je da pravovremenim preventivhim mjerama mozemo
smanjiti uCestalost kardiovaskularnih incidenata i njihovih posljedica. S obzirom na korelaciju
homocisteina i CIMT-a, to bi moglo posluziti kao probir za upuc¢ivanje na daljnju ultrazvucnu
procjenu. Primjena jeftinih i neinvazivnih metoda poput odredivanja razine homocisteina i
mjerenja CIMT-a omogucéile bi prevenciju mortaliteta 1 morbiditeta povezanih s
kardiovaskularnim bolestima. Medutim, za konac¢ne zakljuCke potrebne su multicentri¢ne

studije na vec¢em broju bolesnika.

Provedena istrazivanja na kojima se temelji ova doktorska disertacija imaju nekoliko
ograni¢enja. Prvo, relativno mala veli¢ina uzorka moze utjecati na rezultate. Medutim, treba
uzeti u obzir da veli¢inu uzorka odreduje ograniCenost populacije bolesnika s
dijagnosticiranim primarnim Sjogrenovim sindromom. Istrazivanje se provelo u jednom

klinickom centru. Dakle, radi se o monocentri¢nom istrazivanju. Nadalje, nije bilo moguce u
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potpunosti iskljuciti sve zbunjujuce cCimbenike koji bi mogli interferirati s dobivenim
rezultatima a koji ukljuCuju terapiju antihipertenzivima i hipolipemicima. Konac¢no, dizajn

presjecnog istrazivanja sprjecava nas u donosenju uzrocno-posljedi¢nih zakljucaka.
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7. ZAKLJUCCI
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Ovo je prva studija o adropinu u bolesnika s pSS-om koja je pokazala povecane razine
adropina u serumu ovih bolesnika. Nadalje, razine adropina su bile negativno povezane sa
stupnjem oSteéenja u pSS-u. Sto su niZe bile vrijednosti adropina to je bilo vece osteéenje,
odnosno SSDDI. Ova otkri¢a upucuju na to da pojatano oslobadanje adropina moze biti
ukljuceno u patogenezu pSS-a te da bi mogao imati zastitnu ulogu u upalnom okruzenju koje
je sastavni dio svih autoimunih bolesti. Adropin je pokazao pozitivhu povezanost s anti
SSA/Ro52 antitijelima S§to potkrepljuje imunomodulatorne ucinke ovog peptida. Osim
imunomodulatorne uloge, povezanost adropina s HDL-om nedvojbeno potvrduje njegovu
znacajnu ulogu u metabolizmu lipida. Unato¢ tome, potrebna su daljnja istrazivanja s vecim

brojem ispitanika kako bi se utvrdila to¢na uloga adropina u pSS-u.

Takoder, ovo je prvo istrazivanje koje je pokazalo da je homocistein, kao poznati
¢imenik povecanog rizika ateroskleroze, neovisan ¢imbenik predvidanja pSS-a. Bolesnici s
pSS-om imaju znacajno veée razine homocisteina u usporedbi s kontrolnom skupinom, a
homocistein je pozitivno povezan sa CIMT-om, ali i s trigliceridima. Ovi podatci nedvojbeno
ukazuju na povecani rizik ateroskleroze a time i kardiovaskularnih dogadanja u bolesnika s
pSS-om. Budu¢i da su oba parametra biomarkeri (surogati) subklini¢ke ateroskleroze, njihova
bi rutinska primjena u pracenju bolesnika s pSS-om mogla pomo¢i u ranoj dijagnozi
ateroskleroze. To bi ujedno omogucilo pravovremeno poduzimanje preventivnih mjera s
ciljem sprijeCavanja kroni¢nih oste¢enja uzrokovanih ovim poremecajem. O medudjelovanju
rizi¢nih ¢imbenika subklini¢ke ateroskleroze i autoimunih procesa ukazuje povezanost CIMT-
a sa anti/SSA 1 anti/SSB antitijelima. Pored toga, bolesnici s pSS su imali veéi broj
aterosklerotskih plakova u odnosu na kontrolnu skupinu. No za konacne zakljucke o ulozi

homocisteina u pSS-u nuzna su daljnja multicentri¢na istrazivanja na ve¢em broju bolesnika.
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Uvod: Bolesnici s pSS-om imaju povecanu prevalenciju endotelne disfunkcije 1 preuranjene
ateroskleroze, a posljednjih godina je u fokusu istrazivanja subklini¢ka ateroskleroza u
bolesnika s autoimunim bolestima. Nedavno je otkriven adropin, sekretorni protein koji ima
znacajnu ulogu u regulaciji metabolizama lipida i inzulinskoj rezistenciji, a isto tako ispoljava
pozitivan ucinak na funkciju endotelnih stanica te ima protuupalni u¢inak. PoviSene razine
homocisteina pokazale su se kao jak i neovisan ¢imbenik kardiovaskularnog rizika u zdravoj
populaciji. Homocistein se pokazao i kao neovisan faktor rizika za razvoj subklinicke
ateroskleroze. Koristenje CIMT-a, valjanog markera generalizirane ateroskleroze i rizika od
vaskularne bolesti, moze pomo¢i u identificiranju visokorizi¢nih bolesnika sa subklinickom

aterosklerozom.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti razine adropina i homocisteina te CIMT-a u
bolesnika s pSS-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje, ciljevi su bili istraziti
povezanoti izmedu adropina, homocisteina i CIMT-a s imunoloskim parametarima u pSS-u,
ukljucujuéi protutijela specificna za bolest, EULAR-ov indeks aktivnosti bolesti u
Sjogrenovom sindromu (ESSDAI) i indeks oSte¢enja bolesti u Sjogrenovom sindromau

(SSDDI).

Metode: U ovom presjecnom istrazivanju ukljuc¢eno je 52 bolesnika s pSS-om i 52 ispitanika
u kontrolnoj skupini usporedni s ispitivanom grupom po dobi, spolu, pusenju i ITM-u. Za dio
istrazivanja o homocisteinu ukljuceno je 48 bolesnika s pSS-om 1 46 ispitanika u kontrolnoj
skupini. Demografske varijable 1 klasi¢ni ¢imbenici kardiovaskularnog rizika: hipertenzija,
dislipidemija, pretilost i navika pusenja procijenjeni su u obje skupine, a takoder su klinickim
pregledom i intervjuem prikupljene znacajke povezane s boles¢u u bolesnika s pSS-om. Za
procjenu aktivnosti bolesti 1 kronicnog oStecenja su koristeni ESSDAI te SSDDI. Za analizu
adropina je koriStena enzimatska imunoanaliza (ELISA). Koncentracija homocisteina u
serumu mjerena je koriStenjem kemiluminiscentnog imunoloskog testa mikrocestica (CMIA).
Prisutnost subklinicke ateroskleroze odredena je CIMT-om procijenjenim ultrazvukom

karotida.

Rezultati: Bolesnici s pSS-om imaju znacajno viSe razine adropina u usporedbi s kontrolnom
skupinom (3,76 £ 0,68 naspram 3,14 £+ 0,69 ng/mL, p < 0,001). Razine adropina u bolesnika s
pSS-om su pozitivno povezane s HDL-om (r = 0,290, p = 0,036) i anti SSA/Ro052 antitijelima
(r = 0,307, p = 0,026) te negativno povezane sa SSDDI ( r = —0,401, p = 0,003).
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Multivarijantna linearna regresija pokazala je da su razine adropina neovisno povezane s

HDL-om (B + SE, 0,903 + 0,283, p=0,002) 1 SSDDI (B + SE, -0,202 + 0,073, p = 0,008).

Arterijski tlak je bio visi u bolesnika s pSS-om (p = 0,007) za sistoli¢ki krvni tlak (SBD) i ()p
= 0,018 za dijastolicki krvni tlak (DBP). Suprotno od o¢ekivanog, ukupni kolesterol (TC) bio
je veci u kontrolnoj skupini (p = 0,047). Vrijednosti homocisteina bile su znacajno vece u
pacijenata s pSS-om (p=0,015), kao 1 CIMT (p=0,0372). Homocistein je pozitivno korelirao s
trigliceridima (TG) (r=0,204, p=0,048) i CIMT-om (r= 0,231, p=0,046). CIMT je pozitivno
povezan s dobi (r=0,416, p<0,0001), SBP (r=0,293, r=0,004) i s indeksom oSte¢enja u
Sjogrenovom sindromu (SSDDI) (r=0,351, p=0,014). Takoder je negativnho korelirao s
autoantitijelima specificnim za Sjégrenov sindrom anti SSA/Ro60 (= -0,431, p=0,002) 1 anti

SSB/La (r= -0,346, p=0,016).

Zakljuéak: NaSe istrazivanje ukazuje da bolesnici s pSS-om imaju povecani rizik za
subklinicku aterosklerozu te da bi adropin mogao biti uklju¢en u patofiziologiju pSS-a i
navedene procese djelujuci protektivno na endotel. Takoder smo pokazali da postoji znacajna
povezanost izmedu subklinickog aterosklerotskog procesa i homocisteina. Homocistein bi
mogao biti jeftini 1 dostupan marker za stratifikaciju rizika razvoja subklinic¢e ateroskleroze u
asimptomatskih bolesnika. Ovi rezultati upucuju da bi ukljuCivanje odredivanja razina
adropina i homocisteina u plazmi u protokole za smanjenje rizika moglo biti relevantno za
identifikaciju pojedinaca s ve¢im rizikom od aterosklerotskih dogadaja. U konacnici bi to
omogucilo pravovremeno poduzimanje preventivnih mjera kojima bi se navedeni rizici

smanjili.

Kljuéne rijeci: primarni Sjogren-ov sindrom, subklini¢ka ateroskleroza, endotelna
disfunkcija, adropin, homocistein, CIMT, anti SSA/Ro antitijela, anti SSB/La antitijela,
SSDDI, ESSDAI
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10. SUMMARY
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Background: Patients with pSS have an increased prevalence of endothelial dysfunction and
premature atherosclerosis, and in recent years the focus of research has been on subclinical
atherosclerosis in patients with autoimmune diseases. Recently, adropin was discovered, a
secretory protein that plays a significant role in the regulation of lipid metabolism and insulin
resistance, and also has a positive effect on the function of endothelial cells and has an anti-
inflammatory effect. Elevated homocysteine levels have been shown to be a strong and
independent cardiovascular risk factor in a healthy population. Homocysteine has also been
shown to be an independent risk factor for the development of subclinical atherosclerosis. The
use of CIMT, a valid marker of generalized atherosclerosis and risk of vascular disease, may

help identify high-risk patients with subclinical atherosclerosis.

Objective: The aim of this study was to determine the level of adropin and homocysteine and
CIMT values in patients with pSS compared to healthy controls. Additional objectives were to
investigate the correlation between adropin, homocysteine and CIMT with immunological
parameters in pSS as disease-specific antibodies, EULAR Sjogren's syndrome disease activity

index (ESSDAI) and Sjégren's syndrome disease damage index (SSDDI).

Methods: In this cross-sectional study, 52 patients with pSS and 52 subjects in the control
group were included, comparable in terms of age, sex, smoking and BMI. For the
homocysteine part of the study, 48 patients with pSS and 46 subjects in the control group
were included. Demographic variables and classic cardiovascular risk factors: hypertension,
dyslipidemia, obesity and smoking habits were assessed in both groups, and features
associated with the disease in the pSS group were also collected through clinical examination
and interviews. ESSDAI and SSDDI were used to assess disease activity and chronic disease
damage. Enzyme immunoassay (ELISA) was used to analyze adropin. Serum homocysteine
concentration was measured using a chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA).
The presence of subclinical atherosclerosis was determined by CIMT assessed by carotid

ultrasound.

Results: Patients with pSS have significantly higher adropin levels compared to controls
(3.76 = 0.68 vs. 3.14 = 0.69 ng/mL, p < 0.001). Adropin levels in patients with pSS are
positively correlated with HDL (r = 0.290, p = 0.036) and anti SSA/R052 antibodies (r =
0.307, p = 0.026) and negatively correlated with SSDDI (r = —0.401, p = 0.003). Multivariate
linear regression showed that adropin levels were independently associated with HDL (B +

SE, 0.903 + 0.283, p = 0.002) and SSDDI (B + SE, -0.202 + 0.073, p = 0.008).
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Arterial pressure was higher in patients with pSS (p = 0.007) for systolic blood pressure
(SBP) and (p = 0.018) for diastolic blood pressure (DBP). Contrary to expectation, total
cholesterol (TC) was higher in the control group (p = 0.047). Homocysteine values were
significantly higher in patients with pSS (p=0.015), as well as CIMT (p = 0.0372).
Homocysteine positively correlated with triglycerides (TG) (r = 0.204, p = 0.048) and CIMT
(r= 0.231, p=0.046). CIMT was positively correlated with age (r = 0.416, p < 0.0001), SBP
(r=0.293, r=0.004) and with Sjogren's syndrome impairment index (SSDDI) (r = 0.351, p =
0.014). It also negatively correlated with Sjogren's syndrome-specific autoantibodies anti

SSA/R060 (r=-0.431, p=0.002) and anti SSB/La (r = -0.346, p = 0.016).

Conclusion: Our findings are implying that patients with pSS have an increased risk for
subclinical atherosclerosis and that adropin could be involved in the pathophysiology of pSS
and the in mentioned processes by acting protectively on the endothelium. We also showed
that there is a significant association between the subclinical atherosclerotic process and
homocysteine. So, homocysteine could be a cheap and available marker for risk stratification
of the development of subclinical atherosclerosis in asymptomatic patients. These results
suggest that the inclusion of determination of plasma adropin and homocysteine levels in risk
reduction protocols may be relevant to identify individuals at higher risk of atherosclerotic
events. Ultimately, this would enable timely taking of preventive measures that would reduce

the mentioned risks.

Key words: primary Sjogren’s syndrome, subclinical atherosclerosis, endothelial dysfunction,

adropin, homocysteine, CIMT, anti SSA/Ro antibodies, anti SSB antibodies, SSDDI, ESSDAI
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POPIS OZNAKA I KRATICA
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atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient)

faktor aktivacije B stanica (engl. B-cell activating factor)

Behcetova bolest (engl. Behcet's disease)
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komponenta komplementa 4 (engl. complement component 4)
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inflammatory demyelinating polyneuropathy)
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kreatin kinaza (engl. creatine kinase)

kemiluminiscentni imunotest mikrocestica (engl. chemiluminescence
microparticle immunoassay)

srediSnji zivCani sustav (engl. central nervous system)

cistein (engl. cysteine)

dijastolicki tlak (engl. diastolic blood pressure)
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associated gene)
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regulated kinase).
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Syogren syndrome disease activity index)
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Brzina glomeluralne filtracije (engl. glomerular filtration rate)
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computed tomography)

C-reaktivni protein visoke osjetljivosti (engl. high-sensitivity C-reactive
protein)

imunoglobulin G (engl. immunoglobulin G)
intersticijska bolesti pluca (engl. interstitial lung disease)
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1. UVOD



1.1. Definicija

Sjogrenov sindrom (engl. Sjogren's syndrome - SS) je kroni¢na, sporo napredujuca
autoimuna bolest karakterizirana limfocitnom infiltracijom egzokrinih Zlijezda Sto rezultira
suho¢om usta (kserostomijom) i suhim o¢ima (kseroftalmijom). Bolest ima Siroki klinicki
spektar, od ograni¢ene autoimune egzokrinopatije do sistemske bolesti [1]. U sistemskom
obliku bolesti mogu biti zahvac¢ena pluca, bubrezi, Stitnjaca, mi$ici, srce, ziv€ani sustav i
koza, a Cesto su prisutni simptomi umora, depresije, kognitivnih poremecaja, koznih lezija,
boli i blagog artritisa [2]. Bolest se moze javiti samostalno i tada se naziva primarnim
Sjogrenovim sindromom (engl. primary Sjogren's syndrome - pSS). Kada se javlja u sklopu
drugih autoimunih bolesti poput reumatoidnog artritisa (engl. rheumatoid arthritis - RA),
sistemskog eritemskog lupusa (engl. systemic lupus erythematosus - SLE) ili progresivne
sistemske skleroze (engl. systemic sclerosis - SSc) naziva se sekundarnim Sjogrenovim

sindromom (engl. secondary Sjogren's syndrome - sSS) [3].

Prvi opis ove bolesti dao je Mikulicz 1892. godine. Mikuliczev sindrom obuhvacao je
lokalizirano zahvacanje Zlijezda slinovnica bez sistemskih znakova bolesti §to nije pruzalo
dovoljno dijagnosti¢kih i terapijskih informacija. Svedski oftalmolog Henrik Sjogren 1933.
godine opisao je suhocu usta i oiju u 19 zena. Sjogren je takoder prvi uveo termin

keratokonjuktivitis sicca [4].

1.2. Epidemiologija

Prevalencija pSS-a je ~ 0.5-1 %, a sekundarni se oblik razvija u 5-20 % bolesnika [1].
pSS se znatno CeSée razvija u Zena u odnosu na muskarace; razlika u spolu krece se u
omjerima 9:1 1 19:1. Prosjecna dob u vrijeme postavljanja dijagnoze pSS je 56 godina, dok se
drugi vrhunac bolesti javlja izmedu 20 i 40 godine. Medutim, prvi simptomi mogu se pojaviti
godinama prije postavljanja dijagnoze [5]. Pojedina istrazivanja ukazuju da omjer spolova i
dobna raspodjela ovise o etni¢koj pripadnosti i geografskom podrucju ispitane populacije. SS

rijetko se javlja u djece, no pocetak je moguc¢ ve¢ u petoj godini zivota [6].



1.3. Patofiziologija

Patofiziologija SS-a vrlo je slozena. Unato¢ velikom napretku u razumijevanju
autoimunih zbivanja, etiopatogeneza bolesti 1 dalje je nejasna. Smatra se da u bolesnika s
genetskom predispozicijom kombinacija virusnih infekcija, hormona 1 okoliSnih ¢imbenika
vodi k aktivaciji epitelnih stanica i pojacanoj ekspresiji toll-like receptora (engl. toll-like
receptors - TLRs). TLRs su transmembranski proteini ukljuceni u pokretanje imunoloskog
odgovora. Inicijalna faza bolesti obiljezena je strukturalnim promjenama zlijezda Sto
podrazumijeva izmjenu ekstracelularnog matriksa i promjenu medustanicne komunikacije.
Moguce je da te promjene uzrokuju epigeneticko reprogramiranje genske ekspresije. Pojacana
ekspresija TLRs pobuduje prirodeni imunitet koji dovodi do aktivacije limfocita T i stvaranja
proupalnih citokina. Osim §to poticu aktivaciju i proliferaciju limfocita B, limfociti T izlucuju
1 citokine koji stimuliraju epitelne stanice. Rezultat te stimulacije je stvaranje proapoptoti¢nih
molekula i ekspresija autoantigena koji dovode do aktivacije dendriti¢kih stanica. Ove stanice
proizvode brojne citokine, ukljucujuéi i faktor aktivacije B stanica (eng. B-cell activating
factor - BAFF) koji stimulira sazrijevanje promijenjenih B limfocita koji postaju
autoreaktivni. Naposljetku, to dovodi do stvaranja specifi¢nih autoprotutijela koja na razlicite
naCine poti€u oStecenje tkiva [7]. NajCeS¢a autoprotutijela u SS-u su autoprotutijela na
specificne ribonukleoproteine Ro i La. Postoje dokazi koji govore kako anti SSA/Ro i anti
SSB/La protutijela igraju vaznu ulogu u lokalnom autoimunom odgovoru, $toviSe nadena su u

zlijezdama slinovnica u oboljelih od SS-a [8].

1.4. Klinicke manifestacije
1.4.1. Kserostomija

Vise od 90% bolesnika sa SS-om imaju simptome suhoce usne Supljine koji su
posljedica funkcionalnih promjena Zlijjezda slinovnica. Simptomi ukljuuju suhocu usta,
poteskoca u procesu Zvakanja te potrebe unosenja vise tekucine kako bi lakse progutali hranu.
U ranoj fazi bolesti kserostomija je obi¢no blaza, ali s progresijom bolesti i oSte¢enjem
zlijezda slinovnica, kserostomija se pogorsava te je pracena stalnim osjeCajem Zarenja usta,
izmjenama okusa, pojavom fisura na jeziku te angularnih heilitisa. Daljnjim napredovanjem
kserostomija dovodi do brojnih komplikacija kao §to su propadanje zubi, atrofija jezicnih

papila, povecana ucestalost infekcija sluznice usne Supljine, u prvom redu kandidijaze [9].



1.4.2. Oteklina Zlijezda slinovnica

Oteklina parotida (Slika 1) 1 drugih vec¢ih zlijezda slinovnica obi¢no je asimptomatski i
obostran. Ako je otok izrazeniji te pracen s boli 1 trizmusom potrebno je iskljuciti bakterijski

sijalodenitis. Perzistentno, unilateralno povecanje Zlijezda budi sumnju na limfom [10].

Slika 1. Povecana parotidna zlijezda; slika: vlastiti izvor

1.4.3. Kseroftalmija

Kseroftalmija ili suhoca o€iju je Cesto slabije izraZzena od kserostomije. Bolesnici
najces¢e navode osjecaj ‘pijeska, odnosno stranog tijela u ocima’, ali i druge simptome kao
Sto su fotofobija, Zarenje, te nedostatak suza. Kseroftalmija nastaje zbog limfocitne infiltracije
suznih zlijezda koja dovodi do destrukcije Zlijezda i smanjenog stvaranja suza. Nedostatan
protok suza dovodi do erozija roznice i epitela spojnice, stanja poznatog kao

keratoconjunctivitis sicca [9].
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1.4.4. Izvanzlijezdane manifestacije SS-a

Muskuloskeletni sustav

Bolovi u zglobovima prisutni su u 30-60% bolesnika s pSS-om [11]. Cesto se moze
uociti simetri¢ni, periferni poliartritis malih zglobova Saka koji prethodi simptomima suhoce
Obicno nije deformiraju¢i niti erozivan, a zahvata metakarpofalangealne (engl.
metacarpophalangeal - MCP), proksimalne interfalangealne (engl. proximal interphalangeal
- PIP) zglobove i zapes¢a [11,12]. Bolovi u miSi¢ima, miSi¢na slabost i umor takoder su

ucestale tegobe ovih bolesnika [13].

Koza

Osim sindroma suhoce, kozne manifestacije SS-a ukljucuju i imunoloski posredovana
upalna stanja poput vaskulitisa te druge pridruZzene poremecaje kao Sto je Raynaudov
fenomen. Vaskuliticne promjene najces¢e se javljaju na donjim udovima u obliku
leukocitoklasti¢nog vaskulitisa [14]. Raynaudov fenomen vrlo je Cest u pSS-u i obicno
prethodi simptomima suhoc¢e. Suha koza zabiljeZena je u 50% bolesnika s SS-om, a nejasno je
nastaje li uslijed limfocitne infiltracije zlijezda ili disfunkcionalnog znojenja [15, 16]. Ostale

kozne manifestacije uklju¢uju nodozni eritem, vitiligo i digitalne ulceracije [14].

Bubrezi

Ucestalost zahvacenosti bubrega u SS varira od 4 do 67% $to se objasnjava razlikama
u dijagnostickim kriterijima i protokolima istrazivanja. Tubularni intersticijski nefritis (engl.
tubulointerstitial nephritis - TIN), koji je histopatoloski obiljezen peritubularnom
infiltracijom limfocita i fibrozom, najc¢es¢a je bubrezna manifestacija u bolesnika sa SS-om.
Glavna klinicka prezentacija TIN-a je renalna tubularna acidoza (engl. renal tubular acidosis
- RTA), a nastaje zbog oste¢enja bubreznih tubula. Posljedica RTA je zadrzavanje kiselina ili
gubitak bikarbonata te se ocituje slaboSc¢u ili paralizom zbog gubitka kalija, bubreznim
kolikama zbog nefrokalcinoze te poliurijom/polidipsijom zbog nefrogenog dijabetesa

insipidusa [16,17].

Distalna tubulna acidoza je takoder ¢esta u bolesnika sa SS-om, a javlja se u otprilike
oko 20% slucajeva. Najcesce je asimptomatska i bez klinickog znacenja. Glomerulonefritis je

rijedak u SS-u, a manifestira se proteinurijom, nefrotskim sindromom, hematurijom,
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arterijskom hipertenzijom i zatajivanjem funkcije bubrega [18]. Prisutnost glomerulonefritisa
u bolesnika sa SS-om znacajno pridonosi povecanju stope morbiditeta i mortaliteta te utjece

na prognozu bolesti [19].

Respiratorni sustav

Zahvacenost pluca se definira prisutnoS¢u respiratornih simptoma potvdenih
dijagnostickim testovima (funkcionalnim i radiografskim). Ucestalost respiratornih simptoma
u bolesnika s pSS-om varira od 9 do 75% dok se klinic¢ki zn¢ajne manifestacije pojavljuju u 9
do 12% bolesnika. [20].

Smanjena sekrecija nazalnih epitelnih stanica dovodi do stvaranja krasta u nosnicama,
epistakse 1 recidiviraju¢ih sinusitisa. Trahealna suhoéa rezultira suhim neproduktivnim
kaSaljem i otezanim disanjem [21]. Cesto se uo¢ava opstrukcija malih dignih putova uslijed
bronhijalne hiperreaktivnosti, dok tezi oblici opstrukcije mogu nastati zbog limfocitne
hiperplazije. Intersticijska bolesti pluca (engl. interstitial lung disease - ILD) je rjeda
manifestacija SS-a. Klinicke manifestacije ILD-a su suhi kaSalj, dispneja u naporu, a
radioloski se nalaze najcesce bilateralni pluéni infiltrati. U kasnijim stadijima bolesti dolazi 1

do razvoja fibroze [22].

Probavni sustav

Gastrointestinalne manifestacije u bolesnika sa SS-om ukljucuju disfagiju, dispepsiju,
mucninu i bol u epigastriju, Sto moze biti povezano s hiposalivacijom, smanjenim motilitetom
jednjaka, gastritisom te smanjenom proizvodnjom zeluCane kiseline. Bolesnici sa SS-om
podlozniji su nastanku gastroezofagealnog refluksa zbog sline koja ima neutraliziraju¢i uc¢inak
na zelu€anu kiselinu [23]. Mogu biti prisutni nespecifi¢ni poremecaji jetrene funkcije, a Ceste

pridruzene bolesti su autoimuni hepatitis i primarna bilijarna ciroza [9].

ZivCani sustav

NeuroloSke manifestacije se nalaze u oko 20 do 60% bolesnika sa SS-om. Spektar

neuroloskih poremecaja u sklopu SS-a je iznimno Sirok, od perifernih neuropatija do

12



poremecaja srediSnjeg zivéanog sustava te mogu biti uzrokovane i vaskulitisom [24].
Najcesci oblik je periferna senzorna neuropatija (engl. peripheral sensory neuropathy - PSN) i
smatra se karakteristicnim neuroloSkim obiljezjem SS-a. PSN obiljezavaju klinicki simptomi
simetri¢ne 1 distalne parestezije, neuropatska bol 1 osjecaj peCenja stopala, a klinickim se
pregledom mogu dokazati smanjeni ili odsutni duboki tetivni refleksi [25]. Uz PSN najcesce
se mogu javiti opticki mijelitis te neuralgija trigeminusa [26]. Zbog oSteCenja zivCanih
vlakana (najceS¢e su zahvaceni kranijalni Zivci: kohlearni Zivac, trigeminalni Zivac i li¢ni
zivac) bolesnici s pSS-om cesto pokazuju kognitivne promjene kao S§to su poremecaji
koncentracije 1 pamcéenja te vizualno-prostorni poremecaji. Bolesnici opisuju i deficite

kratkoro¢nog te dugoro¢nog pamcenja uz ¢esto prisutne depresivne poremecaje [24].

Hematoloski sustav

HematoloSki poremecaji su Cesti u bolesnika s pSS-om, te se u gotovo trecine
razvija citopenija koja ukljucuje leukopeniju, anemiju i trombocitopeniju. Leukopenija se
javlja u oko 20 do 60% bolesnika i povezana je s pozitivnim anti SSA protutijelima te veéim
zljezdanim oStecenjima. Anemije su najceSce blage 1 asimtomatske, a mogu se nac¢i u oko 11
do 19% pSS bolesnika [27]. Poliklonska hipergamaglobulinemija nalazi se u 80 % bolesnika
[9].

Bolesnici sa SS-om imaju 20 do 40 puta veci rizik za razvoj non-Hodgkinova limfoma
(engl. non-Hodgkin lymphoma - NHL) u usporedbi s opéom populacijom. NHL smatra se
najtezom kliniCkom manifestacijom SS-a, a prevalencija NHL u SS-u iznosi oko 4 % i javlja
se u prosjeku 7,5 godina nakon postavljanja dijagnoze. Najucestaliji histoloski tip NHL-a u
bolesnika sa SS-om je ekstranodalni B-stani¢ni limfomi marginalne zone vezan uz limfati¢no
tkivo sluznice - MALT limfom (engl. mucosa-associated lymphoid tissue). Klinicki je
najcesce indolentan, a pored zlijezda slinovnica lokaliziran je i u izvan limfati¢énim tkivima
kao sto je zeludac ili bubreg. Na veci rizik razvoja HNL-a ukazuju niske razine Ca, mjeSana
monoklonalna krioglobulinemija, visoke razine P2-mikroglobulina, CD4 limfocitopenija,
prisutnost monoklonalnih lanaca u serumu i u urinu, pezistentno povecanje parotide,

palpabilna purpura, ulceracije na nogama i splenomegalija [28,29].
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Ostale izvanzlijezdane manifestacije

Endokrinoloski poremecaji javljaju se u oko 20% bolesnika sa SS-om. Najcesci
pridruzeni poremecaj je hipotireoza [30]. Zahva¢en moze biti i genitalni sustav. U mnogih
premenopauzalnih Zena oboljelih od SS-a javlja se vaginalna suhoca, posljedi¢na
dispareunija, te ucestala endometrioza [31]. Trudno¢a nema utjecaja na tijek bolesti, ali u
djeteta postoji rizik od razvoja neonatalnog lupusa i1 prirodenog atrioventrikularnog bloka
povezanog s visokim morbititetom 1 mortalitetom. Taj se rizik povecava uz prisutnost anti-

SSA/Ro protutijela [32].

1.5. Dijagnostic¢ki Kriteriji

Postavljanje dijagnoze SS-a se temelji na klasifikacijskim kriterijima za Sjogrenov
sindrom: revidiranu verziju europskih kriterija predlozenu od strane americko-europske

konsenzusne grupe.

Klasifikacijski kriteriji SS-a prikazani su u Tablici 1 te ukljuCuju subjektivne i
objektivni znakove kserostomije i kseroftalmije, patohistoloSku analizu Zlijezda slinovnica 1

prisutnost autoprotutijela [33].

Tablica 1. Revidirani medunarodni klasifikacijski kriteriji za Sjogrenov sindrom

I.  Oc¢ni simptomi - potvdan odgovor na barem jedno od sljedecih pitanja:
1. Jeste li imali svakodnevno suhe o¢i dulje od 3 mjeseca?
2. Imate li povremeni osjet ‘pijeska u o¢ima’?
3. Upotrebljavate li umjetne suze vise od 3 puta dnevno?

II. Oralni simptomi - potvdan odgovor na barem jedno od sljedecih pitanja:
1. Jeste li svakodnevno imali osjecaj suhih usta dulje od 3 mjeseca?
2. Jeste li imali povremeno ili stalno natecene zlijezde slinovnice kao odrasla
osoba?
3. Pijete li Cesto tekuc¢inu kako biste lakSe progutali hranu?

ll. O¢ni znakovi - pokazatelji zahvacenosti oka definirani kao pozitivan rezultat barem
jednog od dvaju slijedecih testova:
1. Schirmerov test napravljen bez anestezije (< Smm u 5 minuta)
2. Rose bengal bodovna ljestvica ili neka druga o¢na bodovna ljestvica (> prema
van Bijsterveldovu score sistemu)

14



IV. Histopatologija malih Zlijezda slinovnica (dobivena biopsijom bukalne sluznice koja
izgleda normalno) pokazuje fokalni limfocitni sijaloadenitis, vrednuje se s focus
scorom > 1, a koji je definiran kao broj limfocitnih fokusa koji sadrze vise od 50
limfocita na 4 mm? zlijezdanog tkiva.

V. Zahvacenost Zlijezda slinovnica: objektivan dokaz zahvacenosti zZlijezda slinovnica
definiran kao pozitivan rezultat barem jednog od sljedecih dijagnostickih testova:
1. Nestimulirano lu¢enje sline (< 1,5 ml u 15 minuta)
2. Sijalografija parotide kojom se uocavaju difuzne sijalektazije (punktiformni,
kavitarni uzorak) bez znakova destrukcije u velikim vodovima
3. Scintigrafija slinovnica koja pokazuje odgodeni unos, smanjenu koncentraciju
1/ili odgodeno izlucivanje kontrasta

V1. Antitijela; prisutnost u serumu sljedecih antitijela:
Antitijela na SSA/Ro ili SSB/La antigen ili oba

U oboljelih koji nemaju povezanu bolest, primarni SS se definira kao:

a) Prisutnost 4 od 6 kriterija uz obvezno pozitivne kriterije IV (histopatologija) ili VI
(serologija)

b) Prisutnost bilo koja 3 od 4 objektivna kriterija (III, IV, V, VI)

U oboljelih s povezanim bolestima (npr. druga dobro definirana bolest vezivnog tkiva)
prisutnost kriterija I ili II uz prisutnost bilo koja 2 od III, IV i V kriterija su dovoljni za

postavljanje dijagnoze sekundarnog SS [33].

1.5.1. Schirmerov test

Ovim testom odreduje se vodena komponenta suznoga filma. Provodi se
postavljanjem sterilnog filter-papira na prijelazu srednje i vanjske tre¢ine donje vjede. Nakon
pet minuta papir se ukloni 1 ocita se duzina navlazenog dijela papira u milimetrima. Normalno
se filtar-papir navlazi 15 mm od ruba vjede u pet minuta. Ako je ona < 5 mm, test se smatra

pozitivnim [34].
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1.5.2. Biopsija Zlijezda slinovnica

Biopsija zlijezda slinovnica dugo se smatrala zlatnim standardom u dijagnostici pSS.
Medutim, u klinickoj je praksi njezina primjena Cesto rezervirana za bolesnike u kojih
dijagnoza ostaje nejasna nakon temeljite klinicke 1 laboratorijske procjene. Izraz zariSni
(fokalni) limfocitni sialoadenitis odnosi se na histopatoloski obrazac prisutnosti jednog ili vise
upalnog zariSta u biopsiji, dok se okolno tkivo sastoji uglavnom od nepromijenjenog
parenhima. S druge strane, zariSte ili fokus definira se kao nakupina od > 50 limfocita.
Patohistoloski nalaz smatra se pozitivnom ako je u preparatu prisutno > 1 fokusa s vise od 50

limfocita na 4 mm? tkiva [35].

1.5.3. Sijalometrija i sijalografija

Nestimularno lucenje sline (sijalometrija) jednostavan je, neinvazivan test koji mjeri
ukupnu koli¢inu sline koju bolesnik izbaci u mjernu epruvetu tijekom jedinice vremena u
sjede¢em polozaju. Kod izvedbe testa vazno je da ispitanik najmanje dva sata prije testa nista
ne jede, ne pije, ne pusi 1 ne pere zube. Pozitivnim se testom smatra izlu¢enje > 1.5 ml sline u

15 minuta [36].

Sijalografija je kontrastno radiografsko snimanje slinovnica, obi¢no parotide, nakon
retrogradnog ubrizgavanja kontrastnog sredstva u izvodni kanal. Kontrast se distribuira kroz
sustav kanala, §to omogucuje analizu arhitekture 1 organizacije zljezdanih kanala. U bolesnika
sa SS-om mogu se naci dilatirani 1 tortuozni kanali¢i, s neravnomjernom raspodjelom

kontrastnog sredstva [37, 38].

1.5.4. Scintigrafija slinovnica

Scintigrafija pruza funkcionalnu procijenu svih Zlijezda slinovnica analizom unosa i
izlu¢ivanja 99 mTc-pertehnata iz slinovnica 60 minuta nakon njegove intravenske aplikacije.
U bolesnika sa SS-om se opisuje odgodeni unos, smanjena koncentracija i/ili odgodeno

izluCivanje markera. Scinitigrafija je visoko osjetljiva, ali slabije specificna metoda [39].
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1.5.5. Serologija

Jedan od kriterija za dijagnozu pSS-a su pozitivna anti SSA/Ro i/ili pozitivna anti
SSB/La antitijela. Ovisno o koriStenoj laboratorijskoj metodi anti SSA/Ro i anti SSB/La
antitijela mogu biti pozitivna u 50 do 70% bolesnika s pSS-om [40]. Anti SSA/Ro su neovisna
od anti SSB/La antitijela [41], dok je obrnuta situacija rijetka Sto potvrduje i nedavna analiza
kohorte medunarodnog klinickog kolaborativnog saveza Sjogrenovog sindroma (engl.
Sjogren’s International Collaborative Clinical Alliance - SICCA) koja je zakljucila da osobe
s anti SSB/La, ali bez anti SSA/Ro nisu imale bolest [42]. S druge strane Venables i sur. su
pokazali da su pozitivna anti SSB/La u prisutnosti anti SSA/Ro prediktor za prepoznavanje

bolesnika sa SS-om [43].

Studija Theander-a i1 sur. usporedila je podatke iz registra primarnog Sjogrenovog
sindroma u Malmou i 3 Svedske biobanke zdravstvene skrbi. Uzorci seruma su analizirani na
antinuklearna protutijela (engl. antinuclear antibodies - ANA), reumatoidni faktor te anti
SSA/R060, anti SSA/R052 1 anti SSB/La antitijela. Od 117 pSS bolesnika u registru koji su
imali uzorke seruma u biobankama prije dijagnosticiranja bolesti, 81% ih je imalo pozitivna
autoantitijela prije pojave simptoma bolesti. Pozitivna anti SSA/Ro i1 anti SSB/La
autoantitijela pojavljuju se i 18 do 20 godina prije postavljanja dijagnoze [44, 45]. Prediktor
za konacni razvoj bolesti su vrijednosti anti SSA/R060 i anti SSA/R052 antitijela [44].

Ro/La Cestica je protein-RNA kompleks nastao spajanjem Ro60 i La proteina s malom
citoplazmatskom RNA [46]. Ro52 i Ro60 su inCe unutarstani¢ni proteini. Ro52, poznat kao
TRIM21, je ubikvitin E3 ligaza, ukljucena u regulaciju imunoloskih odgovora posredovanih
regulatornim faktorom interferona, koji je uglavnom izraZzen u imunoloskim stanicama [47,

48].

Anti SSA/Ro i1 anti SSB/La autoantitijela su povezani s mladom dobi u trenutku
postavljanja dijagnoze, duzim trajanjem bolesti, tezom disfunkcijom egzokrinih Zzlijezda,
rekurentnim povecanjem parotidne zlijezde i obilnijim limfocitnim infiltratima u malim
zlijezdama slinovnicama [49, 50]. Naime, Ramos-Casals M. i sur pokazali su da bolesnici s
pozitivnim anti SSA/Ro 1 anti SSB/La protutijelima imaju manje godina pri postavljanju
dijagnoze pSS-a te imaju znacajno vecu vjerojatnost za razvoj svih klinickih manifestacija
bolesti. To ukljucuje povecanje parotida, Raynaud-ov sindrom, artritis, vaskulitis, bubreznu

tubularnu acidozu, perifernu neuropatiju, citopenije i pozitivan reumatoidni faktor [51].
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Davidson 1 sur. su tijekom desetogodisSnjeg pracenja 100 bolesnika s pSS-om utvrdili da su

sistemske, izvanzljezdane manifestacije razvili samo bolesnici s pozitivnim anti SSA/Ro [52].

U bolesnika s pSS-om je ¢esto pozitivan reumatoidni faktor (engl. rheumatoid factor -
RF) i povezan je s prisutno$¢u anti SSA/Ro i anti SSB/La te sistemskom boles¢u [53]. Stoga
je pozitivan RF prognosticki pokazatelj u pSS-u, medutim nije dovoljno osjetljiv za pSS jer se

¢esto nalazi u drugim bolestima [54].

1.6. Procjena aktivnosti bolesti i oSteenja u pSS-u

Za procjenu aktivnosti bolesti u SS-u primjenjuje se EULAR indeks aktivnosti bolesti
(engl. EULAR Syogren syndrome disease activity index - ESSDALI), koji ukljucuje 12 domena:
konstitucijsku, hematolosku, biolosku, zljezdanu, zglobnu, koznu, pluénu, bubreznu i misi¢nu
domenu, ukljucuje i limfadenopatiju te zahvacenost perifernog i srediSnjeg ziv€anog sustava
(Tablica 2) [55].

Stupanj kroni¢nog ireverzibilnog osStec¢enja u primarnom SS-u procijenjuje se pomocu
indeksa oStecenja (engl. Syogren syndrome disease damage index - SSDDI), koji se sastoji od
tri domene: oc¢ne, oralne i sistemske domene. Sistemska domena ukljucuje neuroloska,
bubrezna, pluéna, kardiovaskularna, gastrointestinalna, miSi¢no-kostana, endokrina 1 maligna

oStecenja (Tablica 3) [56].

Tablica 2: EULAR Sjégren-ov sindrom indeks aktivnosti bolesti (ESSDAI)

Domena Aktivnost Opis

Konstitucijska Nema =0 Odsutnost navedenih simptoma

Iskijucenje temperature Niska =1 Blaga do srednje poviSena temperatura (37.5°—

zbog infekcije ili 38.5°C)/nocno znojen;e i/ili neZeljeni gubitak tjelesne

samovoljnjog gubljenja tezine za of 5 to 10%

tjelesne teZine
Umjerena = 2 | Visoko povisSena temperatura (>38.5°C)/no¢no znojenje i/ili

nezeljeni gubitak tjelesne tezine >10%

Limfadenopatija Nema =0 Odsutnost navedenih znacajki/obiljezja
Iskljucenje infekcija Niska=1 Limfadenopatija > 1 cm u bilo kojoj nodalnoj regiji, > 2 cm
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Domena Aktivnost Opis
u ingvinalnoj regiji
Umjerena = 2 | Limfadenopatija > 2 cm u bilo kojoj nodalnoj regiji, ili > 3
cm u ingvinalnoj regiji i/ili splenomegalija (klinicki
jasna/opipljiva ili utvrdena slikovnom metodom)
Visoka =3 Trenutni maligni poremecaj proliferacije B-stanica
Zljezdana Nema =0 Odsutnost oteklina zljezda
Iskljucenje litijaze ili Niska=1 Mala oteklina Zlijezda s pove¢anom parotidom (< 3 c¢cm), ili

infekcija slinovnica

limitirano/ograni¢eno submandibularno ili lakrimalno

oteknuce

Umjerena = 2

Velika oteklina Zlijezda s pove¢anom parotidom (> 3 cm),

ili zna¢ajno submandibulano ili lakrimalno oteknuce

Zglobna

Iskljucenje osteoartritisa

Nema =0

Odsutnost trenutno aktivnih zglobnih promjena

Niska=1

Artralgija u rukama, Sakama, zglobovima i stopalima

popracena jutarnjom ukocenos¢u (>30 min)

Umjerena = 2

1 do 5 (od 28) zglobova sa sinovitisom

Visoka =3 > 6 (od 28) zglobova sa sinovitisom
Kozna Nema =0 Odsutnost trenutnih koznih promjena
Niska =1 Erythema multiforme
Umjerena = 2 | Ograniceni kozni vaskulitis, ukljucujucu urtikarijalni
vaskulitis ili purpura ogranicena na stopala i gleznjeve, ili
subkutni koZni lupus
Visoka =3 Difuzni kozni vaskulitis, ukljuéujucéi urtikarijalni vaskulitis
ili difuzna purpuru, ili ulceracije povezane s vaskulitisom
Pulmoloska Nema =0 Odsutnost pulmoloskih promjena
Oznaciti kao “Bez Niska=1 Perzistentni kasalj ili bronhijalni dogadaji bez radiografskih

aktivnosti” stabilne
dugotrajne znacajke
povezane s oSteCenjem, ili

respiratornim

abnormalnosti ili radioloskih ili HRCT dokaza intersticijske
pluéne bolesti bez zaduhe i s normalnom plu¢nom

funkcijom

Umjerena = 2

Umjereno aktivni pulmoloski dogadaj, kao intersticijska
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Domena Aktivnost Opis

dogadajima ne vezanim plu¢na bolest dokazana HRCT-om sa kratkocom udaha

za samu bolest tijekom vjezbe (NHYA II) ili patoloske vrijednosti testova

(konzumacija duhana) plu¢ne funkcije: 70% >DLco> 40% or 80%>FVC>60%

Visoka =3 Teske pluéne promjene, kao intersticijska pluéna bolest

dokazana HRCT sa skra¢enjem udaha u mirovanju (NHYA
111, IV) ili patoloske vrijednosti testova plu¢ne funkcije:
DLco< 40% or FVC< 60%

Bubrezna Nema =0 Odsutnost trenutnih bubreznih promjena s proteinurijom<

Oznaciti kao “Bez 0.5 g/d, bez hematurije, bez leukociturije, bez acidoze i bez

aktivnosti” stabilne dugotrajne stabilne proteinurije povezane s oSteenjem

dugotrajne znacajke Niska =1 Blaze bubrezno ostecenje, ograni¢eno na tubularnu acidozu

povezane s oStecenjem |
bubreznim dogadajima
nevezanim za samu
bolest.

Ako je napravijena
biopsija, aktivnost se
odreduje na temelju

histoloskih promjena

bez bubreznog zatajenja ili glomerularnih promjena s
proteinurijom (izmedu 0.5 1 1 g/d) i bez hematurije i

bubreznog zatajenja (GFR >60 ml/min)

Umjerena = 2

Umjereno bubrezno osteéenje, kao tubularna acidoza s
bubreznim zatajenjem (GFR <60 ml/min) ili glomerularno
ostecenje s proteinurijom izmedu 1 and 1.5 g/d i bez
hematurije i renalnog zatajenja (GFR >60 ml/min) ili
histoloski dokaz izvanmembranskog glomerulonefritisa ili

tubulointersticijskog nefritisa

Visoka=3

Tesko ostecenje glomeluralne filtracije s proteinurijom >1.5
g/d hematurijom ili bubreznim zatajenjem (GFR <60
ml/min), ili histoloski dokaz proliferativnog
glomerulonefritisa ili krioglobulinemija povezana s

bubreznim oste¢enjem

Misi¢na
Iskljuciti slabost zbog

kortikosteroida

Nema =0

Odsutnost aktivnih misi¢nih promjena

Niska =1

Blago aktivni miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili
biopsijom bez pojave slabosti i kreatin kinaze (N <CK <

2N)

Umjerena = 2

Umjereno aktivni miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili

biopsijom uz pojavu slabosti (maximal deficit of 4/5), ili
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Domena Aktivnost Opis
povisenom kreatinin kinazom (2N<CK <4N),
Visoka =3 Visoko aktivan miozitis dokazan patoloskim EMG-om ili-
ili biopsijom uz pojavu slabosti (deficit < 3/5) i poviSena
kreatinin kinaza (>4N)
Periferni Ziv¢ani sustav | Nema =0 Odsutnost aktivnih PNS promjena
(engl. peripheral nervous Niska=1 Blago aktivni poremecaj perifernog zivéanog sustava, kao

system — PNS)

Oznaciti kao “Bez
aktivnosti” stabilne
dugotrajne znacajke
povezane s oSteCenjem ili
PNS poremecaj nevezan s

bolescu

aksonalna senzorna polineuropatija dokazana EMNG-om ili

trigeminalna (V) neuralgija

Umjerena = 2

Umyjereno aktivni poremecaj perifernog ziv€anog sustava
dokazan EMNG-om, kao aksonalna senzorno-motorna
polineuropatija s maksimalnim motorickim deficitom 4/5,
senzorna neuropatija s prisutnim krioglobulinemijskim
vaskulitisom, ganglionopatija sa simptomima ograni¢enim
na na blagu do umjerenu ataksiju, upalna demijelinizacijska
polineuropatija (CIDP) s umjerenim funkcionalnim
ostecenjima (maksimalni motoricki deficit 4/5 ili blaga
ataksija) ili kranijalni ziv€ani poremecaj perifernog

podrijetla (osim trigeminalne (V) neuralgije)

Visoka =3 Visoko aktivan PNS poremecaj dokazan EMNG-om, kao
aksonalna senzorno-motorna neuropatija s motorickim
deficitom <3/5, periferni ziv¢ani poremecaj uslijed
vaskulitisa (multipli mononeuritis, itd.), ozbiljna ataksija
zbog ganglionopatije, upalne demijelinizacijska
polineuropatije (CIDP) sa ozbiljnim funkcionalnim
oste¢enjima: motoricki deficit <3/5 ili ozbiljna ataksija

Sredi$nji Ziv¢ani sustav | Nema =0 Odsutnost aktivnih CNS promjena
(engl. central nervous Niska=1 Umjereno aktivne CNS znacajke, kranijalni ili sredisnji
system — CNS) zivCani poremecaj, optic¢ki neuritis ili sindrom slican
Oznaciti kao “Bez multiploj sklerozi sa simptomima ograni¢enim na senzorna
aktivnosti” stabilne ostecenja ili dokazana kognitivna oStecenja
dugotrajne znacajke

Visoka =3 Visoko aktivne CNS znacajke, kao cerebralni vaskulitis s
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Domena Aktivnost Opis

povezane s oStecenjem ili cerebrovaskularnim dogadajem ili tranzitnom ishemijskom

CNS poremecaj atakom, napadajima, transverzalni mijelitis limfocitni

nepovezan s bolescu meningitis, sindrom sli¢an multiploj sklerozi s motorickim
defecitima

Hematoloska Nema =0 Odsutnost autoimune citopenije

Za anemiju, neutropeniju Niska=1 Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom (1000 <

i trombopeniju, u
razmatranje se uzima
samo autoimuna
citopenija,

Izuzima se deficijencija
Zeljeza i citopenija

izazvana lijekovima

neutrofili < 1500/mm3), i/ili anemija (10 < hemoglobin <
12 g/dl), i/ili trombocitopenija (100,000 < trombociti <
150,000/mm3) ili limfopenija (500 < limfociti <
1000/mm3)

Umjerena = 2

Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom (500 <
neutrofili < 1000/mm3), i/ili anemija (8 < hemoglobin < 10
g/dl), i/ili trombocitopenija (50,000 < trombociti <
100,000/mm3) ili limfopenija (<500/mm3)

Visoka =3 Citopenija autoimunog podrijetla s neutropenijom
(neutrofili < 500/mm3), ili/i anemija (hemoglobin < 8 g/dl)
1/ili trombocitopenija (trombociti <50,000/mm3)
Bioloska Nema =0 Odsutnost bioloskih znacajki
Niska=1 Klonalna komponenta i/ili hipokomplementemija (nizak C4

ili C3 ili CH50) i/ili hipergamaglobulinemija ili visoke IgG
vrijednosti izmedu 16 and 20 g/L

Umjerena = 2

Prisutnost krioglobulinemije i/ili hipergamaglobulinemije
ili visokih IgG vrijednosti > 20 g/L, i/ili nedavno otkrivena
hipogamaglobulinemija ili nedavno sniZenje IgG

vrijednosti (<5 g/L)

Kratice: HRCT=kompjuterizirana tomografija visoke rezolucije; NHYA=New York kardioloSka asocijacija;
DLco=difuzijski kapacitet za ugljikov monoksid; FVC= forsirani vitalni kapacitet; GFR= brzina glomerularne
filtracije; EMG= elektromiografija, CK= kreatin kinaza, EMNG= elektromioneurografija; CIDP= kroni¢na
upalna demijeliniziraju¢a polineuropatija; C3=komponenta komplement 3; C4=komponenta komplement 4;
CHS50=ukupna aktivnost komplementa; IgG= imunoglobulin G;
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Tablica 3. Indeks oStec¢enja bolesti u Sjogren-ovom sindromu (SSDDI)

Ostecenja usne Supljine/slinovnica Bodovi
Sijalometrija < 1.5 ml/15 min 1
Gubitak zubi 1

Okularna oStecenja

Schirmer-ov test <5 mm u 5 min 1

Ulceracija roZnice, katarakta, kroni¢ni blefaritis 1

Neuroloska oStecenja

Promjene u sredi$njem zivéanom sustavu 2

Periferna neuropatija 1

Pleuropulmoloska oSte¢enja

Pleuralna ili intersticijska fibroza ili funkcionalno oStecenje 2

BubreZna oStecenja

bilo §to od: povecane razine serumskog kreatinina, 2
smanjena glomerularna filtracija,
tubularna acidoza, nefrokalcinoza

Limfoproliferativne bolesti

bilo $to od: limfom B stanica, multipli mjelom, Waldenstromova 5
makroglobulinemija

* trebalo bi biti <5 mm po Americko-Europskim kriterijima

1.7. Ateroskleroza

Ateroskleroza je kroni¢na upalna, fibroproliferativna bolest velikih i srednjih arterija
koju pokrecu lipidi. Osnovni patoloski proces u aterosklerozi je talozenje lipida u stijenci
arterije uz proliferaciju glatkih misiénih stanica i fibroznog matriksa. Napredovanje procesa

dovodi do stvaranja aterosklerotskog plaka. Ruptura nestabilnog aterosklerotskog plaka i
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agregacija trombocita uzrokuje stenozu ili okluziju krvnih zila, $to dovodi do akutne

kardiovaskularne bolesti [57,58].

Posljednjih desetlje¢a ateroskleroza se smatra kronicnom upalnom boles¢éu [59] jer
upala igra vaznu ulogu u svim fazama aterosklerotskog procesa [60]. Ateroskleroza moze
zahvatiti sve velike 1 srednje velike arterije, uklju¢ujuci koronarne, karotidne i1 cerebralne
arterije te glavne arterije ekstremiteta. Vodeci je uzrok morbiditeta 1 mortaliteta u vecini
razvijenih zemalja. Smrtnost u starijoj zivotnoj dobi koja se mozZe pripisati aterosklerozi je u
padu. No, unato¢ tome u 2019. godini kardiovaskularne bolesti, prvenstveno koronarna i
cerebrovaskularna bolest su uzrokovale oko 18 milijuna smrti diljem svijeta (> 30% svih
smrti) [61]. Prevalencija ateroskleroze brzo raste u zemljama s niskim i srednjim prihodima.
Na porast arteroskleroze, uz ¢imbenike kao $to su pusenje, hipertenzija i dijabetes utjece i
produzenje zivotnog vijeka. Dakle, moZe se re¢i da je ateroskleroza jo$ uvijek vodeéi uzrok

smrti u svijetu [62].

Medu mnogim ¢imbenicima kardiovaskularnog rizika, povisena razina kolesterola u
plazmi je dovoljna da potakne razvoj ateroskleroze, Cak i u odsutnosti drugih poznatih
¢imbenika rizika. Cini se da drugi ¢imbenici rizika, kao $to su hipertenzija, dijabetes, pusenje,
muski spol i upalni parametri (npr. C reaktivni protein, citokini) ubrzavaju bolest potaknutu
aterogenim lipoproteinima. Najvazniji lipoprotein u tom procesu je lipoprotein niske gustoce
(engl. low-density lipoprotein - LDL). Mehanizam djelovanja aterogenih lipoproteina nije
potpuno jasan. Moguce je da povecavaju aterogenost LDL-a (npr. veli¢inu Cestica, broj i
sastav) ili povecavaju osjetljivost arterijske stijenke (npr. propusnost, glikaciju, upalu). No,
vaznost drugih ¢imbenika rizika, osim kolesterola, jasno je dokumentirana velikim razlikama

u izrazenosti bolesti medu pojedincima s istom razinom kolesterola [63].

Ranije spomenuti ¢imbenici rizika ateroskleroze (dislipidemija, dijabetes, puSenje
cigareta, hipertenzija) te uzrocnici oksidativnog stresa (superoksidni radikali), angiotenzin
II te sistemska upala inhibiraju proizvodnju duSikovog oksida (engl. nitric oxide - NO) i
stimuliraju proizvodnju adhezijskih molekula, proupalnih citokina, kemotaktickih proteina i
vazokonstriktora. Konac¢ni uc¢inak je endotelno vezanje monocita i T stanica, migracija tih
stanica u subendotelni prostor te zapoCimanje i odrzavanje lokalnog vaskularnog upalnog

odgovora [64].
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Monociti u subendotelu pretvaraju se u makrofage. Lipidi u krvi, osobito LDL
kolesterol i kolesterol lipoproteina vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoprotein -
VLDL), takoder se vezu za endotelne stanice i oksidiraju se u subendotelu. Unos
oksidiranih lipida 1 transformacija makrofaga u pjenaste stanice prepune lipida rezultiraju
tipicnim ranim aterosklerotskim lezijama koje se nazivaju masne pruge. Raspadnute
membrane eritrocita koje su rezultat rupture vasa vasorum i krvarenja unutar plaka mogu
biti vazan dodatni izvor lipida [65]. Makrofazi stvaraju proupalne citokine koji poticu
migraciju glatkih miSiénih stanica iz medije. Nastali citokini dalje privlace 1 stimuliraju rast
makrofaga. Razni ¢imbenici poti¢u umnazanje glatkih miSi¢nih stanica 1 povecanje
stvaranja gustog izvanstanicnog matriksa. Rezultat je subendotelni plak s fibroznom kapom,
graden od glatkih miSi¢nih stanica okruzenih vezivnim tkivom te unutarstani¢nim i
izvanstani¢nim lipidima. Proces slican stvaranju kosti uzrokuje kalcifikaciju unutar plaka
[66]. Vaskularna kalcifikacija obiljezena je taloZzenjem minerala hidroksiapatita u obliku
kalcij-fosfatnih kompleksa u arterijama. Transdiferencijacija izmedu vaskularnih glatkih
miSi¢nih stanica i stanica slicnih osteoblastima smatra se bitnom u nastanku i napredovanju

ateroskleroze [67].

Disfunkcija endotelnih stanica arterija je najranija promjena u procesu ateroskleroze
[68]. Nedostatak endotelne proizvodnje NO ili njegove bioraspolozivosti, kako u ljudi tako i u
zivotinja, moze prethoditi stvaranju klinicki znacajnih aterosklerotskih lezija [69]. Kako bi
sintetizirale NO, endotelne stanice metaboliziraju L-arginin pomoc¢u endotelne izoforme
sintaze dusSikovog oksida (engl. endothelial nitric oxide synthase - eNOS) [70, 71]. Bazalna
razina stvaranja NO od strane endotelnih stanica doprinosi regulaciji vazomotornog tonusa i
ocuvanju netrombogene uloge vaskularne ovojnice. Sintezu NO stimuliraju receptorski ovisni
agonisti acetilkolin 1 bradikinin, receptorski neovisni agonisti poput kalcijevih ionofora, kao i
razlicite promjene u krvotoku [72]. Posebno zna¢ajno za vaskularnu homeostazu je djelovanje
NO na glatke miSi¢ne stanice, trombocite i leukocite [68]. Klinicki zna¢aj NO kod
aterosklerozom uzrokovane kardiovaskularne bolesti prvi su pokazali Ludmer i suradnici

koriste¢i koronarnu angiografiju [73].
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1.8. Adropin

Godine 2008. Kumar i sur. identificirali su novi peptid nazvan adropin [74] koji se
sastoji od 43 aminokiseline, a nastaje proteolitickim cijepanjem prekursora od 76
aminokiselina. Naime, aminokiselinska sekvenca adropina visoko je ocuvana medu vrstama te
je identi¢na u Stakora, miSa, covjeka i svinje [74]. Adropin je kodiran genom povezanim s
energetskom homeostazom (engl. energy homeostasis-associated gene - ENHO), koji se
uglavnom eksprimira u mozgu 1 jetri. Medutim, nalazi se 1 u perifernim tkivima kao Sto su
srce, plu¢a, medula bubrega, misi¢i, mononuklearne stanice periferne krvi i stanice karcinoma

dojke [74-76]. Nadalje, adropin je prisutan u cirkulacijskom sustavu zivotinja i ljudi [74,77].

Osim dobro utvrdene uloge adropina u metabolickoj regulaciji, osobito ucinka na
metabolizam glukoze i inzulinsku osjetljivost u srcu, jetri i skeletnim misi¢ima, podaci
pokazuju da adropin ima vazan utjecaj na kardiovskularne procese [75-79]. Naime, pokazalo
se da stimulacija putova posredovanih adropinom poboljSava endotelnu funkciju i smanjuje
upalu, Cime se ublazavaju njezini Stetni ucinci. Unato¢ tome, joS smo daleko od
implementacije adropina u rutinsku klinicku praksu, posebice u smislu terapije, budu¢i da je

terapijska uloga peptidnih hormona ograni¢ena njihovim farmakokinetickim svojstvima [80].

Na razine adropina u serumu utjece prehrana te ovise o prisutnosti metabolicke bolesti.
Misevima koji su hranjeni hranom bogatom mastima tijekom 48 sati razine adropina u serumu
su bile povisene [81]. Nasuprot tome, u misSeva s pretiloS¢u izazvanom prehranom s visokim
udjelom masti, razine adropina u serumu su niske (<1 ng/mL). Negativna korelacija izmedu
razine adropina i indeksa tjelesne mase (ITM) takoder je potvrdena u studijama na ljudima

[82-86], Sto upucuje da je niska razina adropina znak pretilosti.

Stovise, ¢ini se da adropin sudjeluje u odrZavanju energetske homeostaze i inzulinskog
odgovora te je usko povezan s razvojem i progresijom aterogeneze [74]. Nize razine adropina
dovode do ostecenja 1 disfunkcije endotela [87]. Dakle, smanjene razine adropina u serumu
slabe endotelnu zastitu i mogu potaknuti ili ubrzati aterosklerozu [88-90] zbog utjecaja na
homeostazu lipida. U bolesnika na hemodijalizi je utvrdeno da adropin ima negativnu
korelaciju s trigliceridima (engl. triglycerides — TG), LDL-om 1 totalnim kolesterolom (engl.
total cholesterol - TC), dok ima znacajnu pozitivnu korelaciju s lipoproteinom visoke gustoce
(engl. high-density lipoprotein — HDL) tj. HDL kolesterolom [91]. Negativna korelacija

izmedu LDL-a i adropina utvrdena je u studiji Ghoshal i sur. koja je pokazala da niske razine
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adropina mogu biti koristan biomarker za prepoznavanje pretilih bolesnika s povisenim LDL-
om [92]. Spomenuta veza lipida i adropina otkrivena je u jo$ nekoliko istrazivaja [93,81].
Adropin modulira metabolizam lipida reguliranjem ekspresije jetrenih lipogenih gena i
receptora za aktivator proliferacije peroksisoma tip gama (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor gamma - PPARYy), glavnog regulatora lipogeneze. Stoga bi primjena
adropina mogla postati nova linija terapije protiv bolesti povezanih s pormecajem
metabolizma glukoze i lipida [94]. Naime, studija na Zivotinjama koju su proveli Akcilar i
sur. pokazala da je intraperitonealna primjena niske doze adropina Stakorima s
hiperlipidemijom je bila iznimno ucinkovita u smanjenju razina serumskih TG, TC i LDL

kolesterola te povecanju razine HDL kolesterola [95].

Endotel ima srediSnju ulogu u odrzavanju vaskularne homeostaze, a oStecenje
endotelne funkcije pridonosi razvoju i napredovanju razliitth poremecaja. Najznacajniji
poremecaji su oni u kardiovaskularnom sustavu te zapocinju s oSte¢enjem stanica endotela 1
razvojem ateroskleroze [96]. NO je najbitniji faktor za odrzavanje vaskularne homeostaze, a
nastaje u endotelnim stanicama za vrijeme pretvorbe L-arginina u L-citrulin uz pomo¢ eNOS-
a. [97]. NO difuzijom ulazi u vaskularne miSi¢ne glatke stanice (engl. vascular smooth muscle
cells — VSMC) te unutarstani¢nim procesima uzrokuje relaksaciju VSMC [98]. Dodatno, NO
sprijeava migraciju i adheziju leukocita, proliferaciju glatkih miSiénih stanica, adheziju 1
agregaciju trombocita, te se suprotstavlja apoptozi i upali s ukupnim antiaterogenim u¢inkom
[99]. Bioraspolozivost eNOS-a najvazniji je predstavnik endotelne funkcije. Reguliran je s
najmanje tri razli¢ita mehanizma: transkripcijskom regulacijom eNOS-a, posttranskripcijskom
aktivacijom eNOS-a i smanjenjenjem razgradnje NO posredovane reaktivnim vrstama kisika

(engl. reactive oxygen species — ROS) [100].

Prvu studiju koja se bavila ulogom adropina u mogucoj zastiti endotela proveli su
Lovren i sur. [87]. Autori su pretpostavili da bi adropin mogao imati protektivnu ulogu u
kardiometaboli¢kim bolestima. Njihovi rezultati impliciraju da adropin utjece na endotelnu
sintezu NO posttranskripcijskom stimulacijom eNOS-a preko dva razliita puta — preko
fosfoinozitid-3-kinaza-protein kinaza B (engl. phosphoinositide-3-kinase—protein kinase B -
PI3K-Akt) i kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated
kinase - ERK1/2). Ova dva puta aktiviraju se s istim regulatorom, adropinskim receptorom -
receptor faktora rasta vaskularnog endotela tipa 2 (engl. vascular endothelial growth factor

receptor type 2 - VEGFR2). Osim toga, adropin takoder moze ukljuciti nekoliko putova
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neovisnih o NO, pridonose¢i regulaciji funkcije endotela putem VEGFR2-PI3K-Akt sustava.
Lovren 1 sur. pokazali su da adropin potice endotelne funkcije kao Sto su proliferacija,
migracija, formiranje kapilarnih cjev€ica, smanjena propusnost i apoptoza, kao i poboljSani
angiogenetski potencijal [87]. Nadalje, autori su pokazali da adropin smanjuje upalni odgovor
endotelnih stanica 1 makrofaga porijeklom iz monocita te smanjuje adheziju endotelnih
stanica. Konac¢no, pokazali su da adropin potiskuje proliferaciju VSMC i povecava ekspresiju
fibronektina i elastina u VSMC regulacijom PI3K-Akt puta, modulirajuéi tako stabilnost
plaka 1 vaskularnu elasti¢nost. U in vivo dijelu gore navedene studije, autori su pokazali da je
infuzija adropina znacajno smanjila razvoj aterosklerotskih lezija u Apoe—/— (engl.
atherosclerosis-prone apolipoprotein E-deficient) miSeva [87]. Apoe—/— miSevi su miSevi koji
imaju slab klirens lipoproteina s naknadnim nakupljanjem Cestica obogacenih esterima
kolesterola u krvi, Sto poti¢e razvoj aterosklerotskih plakova [87]. Rezultati nedavnog
istrazivanja pokazuju pokazali da adropin ublazava vaskularnu kalcifikaciju in vivo. Adropin
je takoder inhibirao osteogenu diferencijaciju i kalcifikaciju VSMC in vitro. Lentivirusna

transfekcija 1 mala interferiraju¢a RNA koriStene su za prekomjernu ekspresiju adropina [67].

Klinicki aspekt uloge adropina u endotelnoj disfunkciji takoder se istrazuje posljednjih
godina. S obzirom na ucinke adropina na metabolizam NO, bila je upitna njegova uloga u
regulaciji krvnog tlaka. Neki autori su utvrdili niZze razine adropina u bolesnika s arterijskom
hipertenzijom u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika koji su bili normotenzivni
[101,102]. Gu i sur su pokazali da adropin moze biti neovisni prediktor hipertenzije, a takoder
negativno korelira s krvnim tlakom te utjeCe na njega Stite¢i endotelnu funkciju [101].
Nasuprot tome, Celik i sur. su pokazali da hipertenzivni bolesnici imaju visoke razine
adropina [103]. Nadalje, lijeCenje hipertenzivnih bolesnika s antihipertenzivima kao Sto su
valsartan 1 amlodipin dovodi do povecanja razine adropina u serumu [103]. Utvrdena je
znafajna negativna korelacija izmedu razine adropina i predijaliznog sistolickog 1

dijastolickog krvnog tlaka u bolesnika na kroni¢noj hemodijalizi [91].

Sato 1 sur. proveli su studiju gdje je adropin, primjenjen subkutanom
intraperitonejskom infuzijom u dozama od 5 do 10 ug/kg/h, pokazao je znacajne ucinke na
krvni tlak u Apoe—/— miSeva [104]. Infuzija adropina od 5 pg/kg/h nije znacajno sprijecila
povecanje aterosklerotske lezije aorte i promjenu veliCine aterosklerotskog plaka u navedenoj
studiji. Medutim infuzija adropina od 10 pg/kg/h =znacajno je smanjila podrucje
ateroskleroti¢ne lezije aorte s tendencija smanjenja veli¢ine plaka. Infuzija adropina od 10
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ug/kg/h znacajno je smanjila 1 sadrzaj monocita-makrofaga te VSMC unutar plaka. Zapravo,
studija je pokazala da adropin ima viSestruke ucinke na najvaznije vaskularne stanice koje
sudjeluju u patogenezi ateroskleroze (endotelne stanice, makrofage i VSMC). Isto tako, Sato i
sur. su prvi pokazli da adropin suzbija aterosklerozu neovisno o metabolizmu glukoze i lipida

te krvnom tlaku [104].

Fujie 1 sur. su potvrdili povezanost razina adropina s poviSenim razinama nitrita/nitrata
u krvi te smanjenom kruto$¢u arterija. Pokazali su da aerobni trening povecava razine
adropina 1 nitrita/nitrata Sto posljedicno snizava krutost arterija. Povecanje serumskih razina
adropina uslijed aerobnog treninga najvjerojatnije dovodi do smanjenja arterijske krutosti
posredovane NO biodostupnoséu. Stoga je moguce da adropin potiCe smanjenje arterijske
krutosti preko NO-ovisne signalizacije. [105]. U skladu s ovim podacima, tjelesna vjezba
regulira cirkulirajuéi adropin u ljudi, $to je popraceno poboljSanom funkcijom endotela krvnih

zila [106].

Uloga adropina u autoimunim bolestima je popuno neistrazena. Yolbas i sur. nisu
pokazali znaCajnu razliku u razinama adropina u serumu bolesnika s RA 1 SLE 1 zdravih
kontrola. Ekspresija gena ENHO bila je znacajno veca u bolesnika s RA u usporedbi sa
zdravom kontrolnom skupinom, no to nije bilo pra¢eno poviSenim razinama adropina u
serumu [107]. S druge strane, povecana razina adropina u serumu nadena je u kohorti
bolesnika sa SSc 1 Behcetovom boleS¢u (engl. Behcet's disease - BD) u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Povecanje razine adropina u SSc 1 BD bi se moglo objasniti upalnim
procesima na krvnim zilama koji su sastavni dio ovih bolesti [76, 95]. Za razliku od Yolbas-a
i sur., studija Simac i sur. je nala niZe razine adropina u bolesnika s uznapredovalim RA

[108].

Ukratko, na temelju dosadaSnjih istraZzivanje se moze pretpostaviti da su razine
adropina u krvozilnom sustavu smanjene u bolesnika s kardiovaskularnim bolestima te da bi
mogle biti prediktori kasnih komplikacija povezanih s kardiovaskularnim bolestima [109].
Dakle, adropin je vazan Cuvar vaskularnog zdravlja i budué¢i da razine adropina u plazmi
koreliraju s indeksima endotelne disfunkcije mogao bi posluziti kao koristan biomarker
kardiovaskularne patologije u nadolaze¢oj buduc¢nosti [110]. Ulogu adropina u autoimunim

bolestima je potrebno jos istraziti.
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1.9. Homocistein

Homocistein je neesencijalna aminokiselina koja nastaje biosintezom i metabolizmom
metionina (engl. methionine - Met). Unutar Met metabolickog puta, homocistein se moze
nepovratno razgraditi u cistein (engl. cysteine - Cys) putem transsulfuracije ili ponovno
metilirati natrag u Met. Homocistein je izuzetno vazan za homeostazu stanice, iako je njegova

fizioloska aktivnost klju¢na za Met koji igra vitalnu ulogu za odrZivost stanice [111].

Hiperhomocisteinemija se smatra biomarkerom za nekoliko patoloskih poremecaja u
kojima se visoke razine homocisteina u plazmi mogu jednostavno pratiti testiranjem krvi
[112]. FizioloSske razine homocisteina se krecu izmedu 5 1 15 pmol/l, dok se
hiperhomocisteinemija smatra blagom kada su vrijednosti u rasponu od 15 do 30 pmol/l,
umjerenom za vrijednosti izmedu 30 i 100 pmol/l i teSkom za vrijednosti vec¢e od 100 umol/l
[113]. Trajno povisSeni homocistein potiCe stvaranje aterosklerotskih plakova,
aterotrombotickih dogadaja usljed endotelne disfunkcije. Takoder dijeluje prouplano i
pokazuje tzv. trombofilni profil [112]. Uz tradicionalne ¢imbenike rizika, prepoznata je uloga
homocisteina u procesu aterogeneze. Stoga su se Svjetska zdravstvena organizacija (engl.
World Health Organization - WHO) 1 Ministarstvo zdravstva odlucili razmotriti homocistein

kao znacajni rizik kardiovaskularnih bolesti [114].

Homocistein doprinosi razvoju kardiovaskularnih bolesti induciraju¢i endotelnu
disfunkciju smanjenjem NO, najsnaznijeg vazodilatatora kojeg proizvodi endotel, te
oksidativnim stresom uslijed povecanog stvaranja ROS-a [112,115]. Osim toga, homocistein
mijenja metabolizam lipida pokretanjem procesa oksidativne razgradnje lipida endotelne
membrane, Sto dovodi do gubitka funkcije stanicnih membrana [116]. Homocistein inhibira
proizvodnju NO na dva nacina, inhibicijom razine ekspresije eNOS-a podrzavajuci
prekomjernu ekspresiju caveolina-1 koji veze i inaktivira eNOS [117,118] ili smanjenjem
kationskog transportera aminokiselina koji arginin ¢ini dostupnim za sintezu NO putem
eNOS-a [119]. Homocistein moze potaknuti progresiju ateroskleroze povecanjem ekspresije
kemokina i adhezijskih molekula koje induciraju nakupljanje cirkuliraju¢ih upalnih krvnih
stanica Sto u konacnici dovodi do endotelne disfunkcije. Nadalje, pokazalo se da je visoka
cirkuliraju¢a koncentracija homocisteina u endotelu odgovorna za povecanu proliferaciju
glatkih miSi¢énih stanica koje, zajedno s promjenom normalne funkcije trombocita, mogu

doprinijeti podetku stvaranja aterosklerotskog plaka [115]. Stovise, ¢ini se da homocistein
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pogoduje proliferaciji i aktivaciji monocita $to dovodi do vece proizvodnje upalnih citokina

[120].

Mnoge novije studije poduprle su teoriju o korelaciji izmedu poviSenih razina
homocisteina i visokog krvnog tlaka, oba neovisna ¢imbenika rizika za kardiovaskularne

bolesti [121,122].

Pokazalo se da su poviSene razine homocisteina umjereno jak i neovisan ¢imbenik
kardiovaskularnog rizika u zdravoj populaciji. Takoder su se pokazale kao faktor rizika za

arterijsku hipertenziju [123].

Reumatske bolesti ¢esto su povezane s visokom prevalencijom koronarnih dogadaja
[124]. Stovise, bolesnici s RA i SLE razvijaju preuranjenu aterosklerozu i imaju poveéanu

smrtnost [125].

Sabio i1 sur. pokazali su da je homocistein neovisno povezan sa SBP-om i
hipertenzijom u Zena sa SLE-om, ali ne i u kontrolnoj skupini. PoviSene razine homocisteina
mogu povecati rizik za arterijsku hipertenziju u SLE-u, a takoder je utvrdeno da su nezavisan
¢imbenik rizika za progresiju ateroskleroze [123]. Studija provedena na bolesnicima s RA
takoder je pronasla povezanost arterijske hipertenzije s poviSenim koncentracijama

homocistein [126].

Pokazano je da bolesnici s RA imaju znacajno vece vrijednosti homocisteina u odnosu
na kontrolnu skupinu [127], dok je objavljeno da bolesnici sa SLE imaju prevalenciju infarkta
miokarda u rasponu od 4 do 45% ovisno o vrijednostima njihovog homocisteina. Sto je
homocistein veci, postotak infarkta miokarda u ovih bolesnika raste [128]. Dakle, homocistein
se pokazao faktorom rizika za kardiovaskularne bolesti u bolesnika s RA i SLE. Kao §to je
prije pokazano, povecanje razine homocisteina ima izravno toksi¢no djelovanje na endotelne

stanice 1 potice oksidaciju LDL te ima protromboticke uc¢inke [128].

1.10. Debljina intime-medije karotidnih arterija

Postoje mnoge metode za pracenje 1 mjerenje ateroskleroze 1 subklinicke

ateroskleroze. Po preporuci Ameri¢kog udruzenja za srce (engl. American Heart Association
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— AHA), ne-invazivna metoda kojima subklinicka ateroskleroza moze biti potvrdena i1 pra¢ena
je ultrazvuk karotidnih arterija na nekoliko razina kroz dva bitna parametra, debljina intime-
medije karotidne arterije (engl. carotide intima-media thickness — CIMT) i postojanje plakova

[129].

Doppler karotidnih arterija je neinvazivna tehnika koja koristi ultrazvuk u procjeni
prohodnosti karotidne arterije. Debljina intime-medije karotidne arterije je indikator
kardiovaskularnog rizika i odlicna mjera za pracenje vaskularnog oStecenja [130], te se koristi

kao surogat marker za aterosklerozu [131].

Ultrasonografijom se moze odrediti zajednicka debljina arterijskog intimalnog i
medijalnog sloja, koja se obi¢no mjeri u zajednickoj karotidnoj arteriji [132]. Debljina
karotidne intime-medije odrazava difuzno zadebljanje sloja intime koje se vidi kod
ateroskleroze 1 potvrdena je kao mjera rizika za kardiovaskularne dogadaje [133] i opterecenje

aterosklerotskom boles¢u [134].

CIMT je valjani surogat marker vaskularne bolesti u populaciji bolesnika ali i u op¢oj

populaciji. Povecani CIMT predvida morbiditet i rizik smrtnosti od vaskularne bolesti [135].

Belibou i sur. dobili su rezultate koji podrzavaju vrijednosti CIMT-a i postojanje
karotidnog plaka kao surogat biomarkere ateroskleroze u zena sa SLE-om. Ultrazvuk karotida
pokazao je zadebljanje intime-medije u viSe od polovice Zena (51,4%), a karotidni plakovi
zabiljezeni su u 31,4% bolesnica sa SLE-om [129]. ViSe studija istraZivalo je subklinicku
aterosklerozu i u bolesnika s pSS-om mjerenjem vrijednosti CIMT-a. Vaudo i sur. bili su prvi
koji su proucavali subklini¢ko kardiovaskularno oste¢enje organa u pSS-u. Vise od polovice
bolesnica imalo je zadebljanje intime-medije karotide. Pacijentice sa zadebljanjem intime-
medije karotide su imale povecanu vrijednost cirkuliraju¢ih anti SSA antitjela, a
multivarijantna analiza rezultata je pokazala da su anti SSA antitijela neovisni prediktori
zadebljanja karotidne arterije [136]. JoS su dvije studije pokuSale dokazati subklinicku
aterosklerozu u bolesnika s pSS-om mjerenjem debljine intime-medije karotidne arterije ali
poveznicu nisu uspijeli dobiti [137, 138]. Nadalje, Zaradi 1 sur. proveli su duplex doppler
sonografsku studiju karotida kako bi se procijenila debljina intime-medije. Nije pronadena
znacajna razlika u CIMT-u izmedu pSS-a i kontrolne skupine. Nedostatak znacajne razlike u
subklini¢koj aterosklerozi izmedu starijih bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine ispitanika,

ukazuje na to da tradicionalni kardiovaskularni ¢imbenici rizika, imunoloSke promjene i
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kroni¢na upala ne utjeCu na napredovanje vaskularnog osStecenja u karotidnoj cirkulaciji
bolesnika s medijanom trajanja bolesti od 6,5 godine [138]. Potom je 2015. godine Gavrani i
sur. pokazao da 2/3 bolesnika s pSS-om imaju zadebljanje intime-medije karotide te je pSS

sam po sebi identificiran kao nezavisni faktor rizika za zadebljanje arterijskog zida [139].

U opcoj populaciji prijavljena je slaba povezanost ili odsutnost veze izmedu
vrijednosti homocisteina i CIMT-a [131, 140-142]. Medutim, opcéenito je nedovoljno dokaza

o vezi izmedu homocisteina i debljine intime-medie karotidne arterije, a kao takvi uopcée ne

postoje u bolesnika s pSS-om [139].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Glavni ciljevi istrazivanja:
1. Utvrditi serumske vrijednosti adropina u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini ispitanika

2. Utvrditi serumske vrijednosti homocisteina te promjene CIMT-a u oboljelih od pSS-a u

usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika

Sporedni ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi povezanost razine adropina s anti SSA/Ro 1 anti SSB/La proutijelima

2. Utvrditi povezanost adropina s aktivnos¢u bolesti mjerenom ESSDAI upitnikom 1 s
kroni¢nim o$te¢enjem mjerenim s SSDDI upitnikom u oboljelih od pSS-a

3. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a
4. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a s anti SSA/Ro i anti SSB/La proutijelima

5. Utvrditi povezanost homocisteina i CIMT-a s aktivno$¢u bolesti mjerenom ESSDAI
upitnikom i s kroni¢nim oSte¢enjem mjerenim s SSDDI upitnikom u oboljelih od pSS-a

Hipoteze:

1. Serumske razine adropina i homocisteina te promjene CIMT-a u bolesnika s pSS-om se
znacajno razlikuju u odnosu na kontrolnu skupinu ispitanika

2. Promjene CIMT-a u bolesnika s pSS-om su znacajno vece u odnosu na kontrolnu skupinu
ispitanika

3. Serumske razine adropina su pozitivno povezani s anti SSA/Ro i anti SSB/La proutijelima
serumske razine adropina su negativno povezane sa zbrojem ESSDAI 1 SSDDI upitnika

4. Serumske razine homocisteina i CIMT su pozitivno povezane sa zbrojem ESSDAI i SSDDI
upitnika

5. Serumske razine homocisteina te CIMT su negativnho povezane s anti SSA/Ro 1 anti
SSB/La proutijelima

6. Serumske razine homocisteina su pozitivno povezane sa CIMT-om
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Ustroj istrazivanja:

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

dobivanja podataka opservacijsko, a po specificnom ustroju presje¢no korelacijsko.

Glavni ishodi istrazivanja:

1. Razlike u serumskim razinama adropina u bolesnika s pSS i kontrolnom skupinom izrazene

u mjernoj jedinici ng/ml,
2. Razlike u serumskim razinama homocisteina izraZzene u mjernoj jedinici umol/L t

3. CIMT-a u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini izrazena u mm.

Sporedni ishodi istrazivanja:

1. Povezanost adropina s HDL-om (izrazen u mmol/L)

2. Povezanost adropina s anti SSA/Ro i1 anti SSB/La protutijelima (izrazene u jedinici AU/ml)
3. Povezanost adropina s vrijednos¢u SSDDI upitnika (izrazeni zbojem bodova u upitniku)

4. Povezanost homocisteina s TG 1 CIMT-om

5. Povezanost CIMTA-a s anti SSA/Ro 1 anti SSB/La protutijelima (izraZene u jedinici
AU/ml)

6. Povezanost CIMT-a s vrijedno$¢u SSDDI upitnika (izrazeni zbojem bodova u upitniku)
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3. ISPITANICI I METODE ISTRAZIVANJA
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3.1. Ispitanici

Istrazivanje serumskih razina adropina provedeno je na 52 bolesnika s pSS-om koji su
kontrolirani 1 lijeCeni na Zavodu za reumatologiju i klinicku imunologiju KBC Split, od
sijecnja 2018. do veljace 2019 godine. Svi bolesnici ispunjavaju kriterije Americko-europske
konsenzus grupe za klasifikaciju pSS [33]. Kriteriji za ukljucivanje bolesnika u istrazivanje
bila je dob iznad 18 godina i trajanje bolesti duze od godinu dana. Kriteriji za iskljucenje bili
su prisutnost drugih upalnih reumatskih bolesti (RA, SLE, SSc, vaskulitis), esencijalna
mjesSovita krioglobulinemija, 1gG4 sindrom, Secerna bolest, kroni¢no zatajenje bubrega,
zlo¢udni tumori hematopoeze ili kardiovaskularne bolesti (akutni infarkt miokarda, angina
pektoris, mozdani udar ili periferna arterijska bolest). Kontrolna skupina je ukljucivala 52
ispitanika koji su po spolu, dobi, puSenju i indeksu tjelesne mase bili podudarni s pSS

bolesnicima (Slika 2).

Iz daljnjeg istrazivanja iskljucena su 4 bolesnika s pSS-om i 6 kontrolnih ispitanika jer
nisu imali nalaze ultrazvuka. Stoga je u istrazivanju serumskih razina homocisteina i
promjena CIMT-a bilo ukljueno 48 bolesnika s pSS-om. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja
bili su identi¢ni kao u istrazivanju s adropinom. Kontrolna skupina je ukljucivala 46 ispitanika

koji su po spolu, dobi, pusSenju i ITM bili podudarni s bolesnicima s pSS-om.
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Sudionici u skriningu za
uklju€enje u klini¢ko
istrazivanje

N =149

Kontrolna skupina u skrini
uklju€enje u studiju

N =54

ngu za

Isklju€ene kontrole:

Dijabetes: 2

N =52

Bolesnici s pSS-om u skriningu za

uklju€enje u studiju

N =92

Kontrolna skupina
uklju€ene u studiju

N =52

Isklju€eni bolesnici:
Malignitet: N =7
Dijabetes: N = 8

CV dogadaji: N =19
Odbiianie: N = 6

Bolesnici s pSS-om
uklju€eni u studiju

N =52

Ukupan broj sudionika uklju€enih u

studiju

N =104

Slika 2. Hodogram dizajna klinick

og istrazivanja
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3.2. Postupci
3.2.1. Klinicki i laboratorijski nalazi

Sudionici su ispitani pomocu standardiziranog klinickog intervjua. ZabiljeZeni su
sociodemografski, antropometrijski 1 klini¢ki podaci; tradicionalni ¢imbenici KV rizika;
komorbiditeti i1 trenutni lijekovi. Klini¢ki podaci bolesnika kao trajanje bolesti, Schirmerov
test, scintigram slinovnica i nalazi biopsije dobiveni su iz medicinske dokumentacije i
elektronickog kartona pacijenata. Nakon detaljnog fizickog pregleda, uzeti su uzorci krvi.
Uzorci krvi za biokemijske 1 imunoloske pretrage su uzimani nataSte, a analizirao ih je
iskusni medicinski biokemicar koji nije bio upoznat s klinickim podatcima ispitanika prema
standardnoj laboratorijskoj praksi od strane srediSnjeg laboratorija naseg centra. Analizirani
su standardni laboratorijski parametri, komponente komplementa i adropin bolesnika s pSS-

om i kontrolne skupine. Autoantitijela su odredena samo u bolesnika s pSS-om.

Uzorci za analizu razine adropina u serumu centrifugirani su i pohranjeni na —80 °C,
dok su hematoloski i biokemijski parametri bili analiziran istog dana standardnim
laboratorijskim postupcima. Razine adropina u serumu utvrdene su koriStenjem dvostruke
enzimske imunoanalize (engl. enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) (marka uredaja:
Phoenix Pharmaceuticals, Burlingame, CA, SAD) prema uputama proizvodaca. Kalibracije su
dvostruko izmjerene, a vrijednosti opticke gustoce (OD) bile su u skladu s unaprijed
definiranim vrijednostima OD navedenim u uputama proizvodaca, a koeficijent varijabilnosti
uparenih kalibracija bio je <15%. Linearni raspon testa iznosio je 0,3-8,2 ng/mL, a osjetljivost

0,3 ng/mL, dok je koeficijent varijabilnosti unutar sonde bio manji od 10%

Uzorci krvi za mjerenje homocisteina stavljeni su na led nakon prikupljanja 1 prije
centrifugiranja kako bi se smanjilo potencijalno povecanje razine homocisteina prouzroceno
sintezom crvenih krvnih stanica. Nakon centrifugiranja uzorci seruma su odvojeni od stanica
prijenosom u sekundarne epruvete prije analize. Koncentracija homocisteina u serumu
mjerena je kemiluminiscentnim imunotestom mikrocestica (engl. chemiluminescence
microparticle immunoassay - CMIA) na analizatoru Architect (Abbott Laboratories, Chicago,
IL, SAD). U ovoj kompetitivnoj CMIA metodi vezani ili dimerizirani homocistein (oksidirani
oblik) se reducira u slobodni homocistein i pretvara u S-adenozil-L-homocistein (engl. S-
Adenosyl-L-homocysteine - SAH). SAH se natjeCe s akridinijem obiljezenim S-adenozil

cisteinom iz reagensa za monoklonska detekcijska protutijela vezana na cCestice. Nakon
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ispiranja 1 odvajanja, zapocinje kemiluminiscentna reakcija i konac¢ni signal se mjeri u

relativnim svjetlosnim jedinicama.

Antinuklearna protutijela (ANA) detektirana su neizravnom imunofluorescencijom
test na supstratu stanica HEp-2 (Inova Diagnostics, San Diego, CA, SAD). Rezultati ANA
IFA su navedene s titrom i uzorkom fluorescencije. Titar za pozitivne rezultate bio je
postavljen na 1:160, a titar 1:80 je definiran kao grani¢no pozitivan. Specificna antitijela
ukljucujuéi anti SSA/Ro60, anti SSA/Ro52 i anti SSB/La su mjerena pomocu testa Fidis
Connective Profile 14 (Theradiag, Marne-la-Vallée, Francuska) na Luminex analizatoru
100/200. Ovaj polukvantitativni adresabilni imunoloski test s laserskim kuglicama omogucuje
istovremeno otkrivanje 14 razliCitth ANA specificnih protutijela s razlikom izmedu anti
SSA/Ro60 i anti SSA/Ro52 antitijela. ANA i anti SSA/Ro 60, anti SSA/Ro 52, 1 anti SSB/La
analizirani su samo u bolesnika s pSS-om. Ostali biokemijski parametri bili su analizirati

prema standardnim laboratorijskim postupcima.

3.2.2. Definicija kardiovaskularnog rizika

Krvni tlak (engl. blood presure - BP) mjeren je dva puta, u razmaku od 5 minuta, na
dominantnoj ruci, u sjede¢em polozaju ispitanika nakon najmanje 5 minuta odmora, a srednja
vrijednost je izracunata kako bi se postigla preciznija vrijednost. BP je mjerio isti lijecnik s
validiranim automatskim oscilometrijskim uredajem (Rudolf Riester GmbH, Jungingen,
Njemacka). Hipertenzija je definirana kao sistolicki tlak (engl. systolic blood pressure - SBP)
> 140 mm Hg, dijastolicki tlak (engl. diastolic blood pressure — DBP) > 90 mm Hg, ili
normalne vrijednosti krvnog tlaka u bolesnika koji se lijeCe antihipertenzivima.
Hiperkolesterolemija je definirana kao TC > 5,0 mmoL/L ili primjena statina, dok TG > 1,7
mmoL/L ukazuju na hipertrigliceridemiju. Tjelesna visina i tezina bile su odredene se pomocu
medicinske vage s ugradenim visinama (Seca, Birmingham, UK). Indeks tjelesne mase
izraCunat je po formuli = tjelesna masa/visina2 (kg/m?2). Pretilost je bila definirana kao ITM
> 30 kg/m2. Sudionici su se smatrali pusac¢ima ako su tijekom godine prije uklju¢ivanja u
studiju pusili barem jednu cigaretu dnevno. Niska tjelesna aktivnost definirana je kao
izostanak aktivnosti od najmanje 45 minuta umjereno intenzivne aerobne tjelesne vjezbe
manje od 3 dana tjedano. Menopauza je definirana izostankom menstruacije visSe od godinu
dana. Framinghamov rezultat rizika (engl. Framingham risk score - FRS) izveden je za

svakog ispitanika primjenom rodno specificne formule predvidanja koje su predlozili Wilson 1
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sur. na temelju konvencionalnih kardiovaskularnih ¢imbembenika rizika (dob, TC i HDL
kolesterol krvni tlak, dijabetes i puSacki status) [143]. Za ovu studiju, automatski je izraCunat
pomocu kalkulatora s web stranice: https://www.mdcalc.com/framingham-risk-score-hard-

coronary-heart-disease (pristupljeno 26. svibnja 2018.).

3.2.3. Procjena aktivnosti bolesti i oSte¢enja u pSS-u

Aktivnost pSS mjerena je pomo¢u EULAR indeksa aktivnosti Sjogrenovog sindroma
(ESSDALI), koji ukljucuje 12 domena: konstitucionalnu, limfadenopatiju, zljezdanu, zglobnu,
koznu, pluénu, bubreznu, miSi¢nu, periferni ziv€ani sustav, srediSnji ziv€ani sustav,
hematolosku 1 bioloSku domenu [55]. Ireverzibilna oStecenja u pSS-u procijenjena su pomocu
indeks oste¢enja Sjogrenovog sindroma (SSDDI), koji se sastoji od sljede¢ih domena: ocne,
oralne i sistemske (neuroloSka, bubrezna, plu¢na, kardiovaskularna, gastrointestinalna,

misi¢no-kostana, endokrina i maligna) [56].

3.2.4. Odredivanje CIMT-a

Kolor doppler ultrazvuk (GE Logiq P9) obavio je isti ispitivac; mjerenja su ukljucivala
debljinu karotidne intime-medije (CIMT) i karotidne plakove. CIMT je procijenjen na tri
razine na svakoj strani: zajednicka karotidna arterija (10 mm prije bulbusa), bulbus (5-10 mm
kranijalno do pocetka bulbusa) i unutarnja karotidna arterija (10 mm nakon razdjelnika
protoka). Prema trenutnim sonografskim kriterijima, govorimo o "normalnom" CIMT-u kada
je intima medija <0,9 mm; CIMT>0,9 mm smatrao se pokazateljem zadebljane intime, a
CIMT >1,3 mm pokazateljem aterosklerotskog plaka [144]. Osim toga, procijenjen je broj i
veli¢ina karotidnih aterosklerotskih plakova. Formiranje plakova definirano je kao zari$na
izbocina viSe od 50% okolne stijenke [144, 145]. Maksimalni (max) CIMT je najveca
vrijednost mjerena na tri razine karotidne arterije. Radiolog zaduZen za ultrazvuéni pregled

nije bio upoznat s klini¢kim pokazateljima ispitanika.
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3.2.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je pomo¢u MedCalc paketa, verzija 19.1.2 (MedCalc
Soft ware, Ostend, Belgija). Kategoricke varijable izrazene su cijelim brojevima (N) i
postotcima (%) a kontinuirane varijable kao srednja vrijednost i standardna devijacija ili
medijan i interkvartilni raspon, prema normalnosti distribucije podataka koja je procijenjena s
Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Sukladno tome, statistiCke razlike izmedu kategorickih
varijabli utvrdene su Hi-kvadrat testom, dok su razlike izmedu kontinuirane varijable sa
odredene t-testom za neovisne uzorke i Mann-Whitneyjevim U testom. Nadalje, procijenjene
su korelacije izmedu adropina i drugih parametara s Pearsonovim 1 Spearmanovim
koeficijentima korelacije. Konac¢no, faktori neovisno povezani s razinama adropina odredeni
su koriStenjem analize viSestruke linearne regresije. Prijavljeni su nestandardizirani beta
koeficijenti (B), standardna pogreska (SE), t i p-vrijednosti. Statisticka znacajnost postavljena

jenap <0,05.

Velic¢ina uzorka odredena je statistickim paketom MedCalc, koriStenjem t-testa za
nezavisne uzorke. U pilot studiji na 15 nasumi¢no odabranih sudionika s pSS-om i 15
kontrolnih sudionika procijenjene su razine adropina. Razlika izmedu dva sredstva za razinu
adropina bila je 0,43, a standardna devijacija 0,59. S a pogreskom postavljenom na 0,05 i B

pogreskom od 0,1, izracunata potrebna veli¢ina uzorka bila je 40 ispitanika po skupini.
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4. ETICKA NACELA
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Svi postupci kojima su ispitanici u ovom istrazivanju bili podvrgnuti koriste se u
rutinskom dijagnostickom postupku, pracenju i lije¢enju bolesnika s primarnim Sjogrenovim
sindromom.

Tijekom istrazivanja poStovani su eticki i1 bioetiCki principi — osobni integritet,
pravednost, dobrocCinstvo 1 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 lijecnicki zbor — kodeks medicinske etike 1 deontologije, Zagreb, 2002.).

Dobivena je privola Etickog povjerenstva Klini¢kog bolni¢kog centra Split (date of
approval: 25/10/2017) i Medicinskog fakulteta, Sveuciliste u Splitu (date of approval:
27/10/2017). U istrazivanje su bili ukljuceni samo oni ispitanici koji su prethodno potpisali
informirani pristanak nakon S§to su bili informirani o procedurama i svrsi planiranog
istrazivanja. Rezultati ¢e se koristiti isklju¢ivo za dobivanje znanstvenih rezultata i

oblikovanje znanstvenog misljenja, a nece se koristiti u svrhu stjecanja materijalne dobiti.
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5.1. Rezultati za adropin
5.1.1. Osnovne karakteristike studijske populacije

U istrazivanje smo ukljucili 52 bolesnika s pSS i 52 kontrolna ispitanika koji se
podudaraju po spolu, godinama, pusenju i indeksu tjelesne mase. Srednja dob bolesnika s pSS
1 kontrola bila je 59.3 £ 11.1 vs. 57.8 = 10.5 (Tablica 4). Bolesnici su imali stabilnu bolest, s
medijanom indeksa aktivnosti bolesti ESSDAI 2 (IQR 1-3), medijan indeksa oste¢enja SSDDI
2 (IQR 2-3) i medijana trajanja bolesti 6 godina (IQR 3.5-10). Sistolicki i dijastolicki krvni
tlak su bili statisticki znacajno veci u ispitivanoj grupi naspram kontrolne skupine (126.2 +
16.8 vs.118.9 + 13.2 mmHg, p=0.015181.4 £ 7.6 vs. 77.6 = 8.1 mmHg, p = 0.014) (Tablica
4). Bolesnici s pSS-om su imali ve¢i desetogodiSnji rizik za kardiovaskularne bolesti koji je
iznosio 3.4 (IQR 1.3-5.5) vs. 2.1 (IQR 1.0-3.3), p = 0.042, iako je vecina sudionika imala

niski desetogodisnji rizik prema FRS.

Tablica 4. Osnovna obiljezja bolesnika s pSS i kontrolne skupine.

Parametar pS(iJ:g;lzl;) a Kontz‘;l:sazgrupa 2
Muski rod (N, %) 4(7.7) 3(5.8) 0.718
Starost (godine) 593+ 11.1 57.8+10.5 0.477
Tezina (kg) 709+11.6 71.9+£10.1 0.654
Visina (cm) 168.8+7.1 168.3+6.8 0.715
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 248+3.4 254+3.1 0.418
SBP (mmHg) 126.2+£16.8 1189+13.2 0.015
DBP (mmHg) 81.4+7.6 77.6 + 8.1 0.014
FRS (%) 3.4 (1.3-5.5) 2.1 (1.0-3.3) 0.042
Pusenje (N, %) 9(17.3) 8(15.4) 0.792
Duzina bolesti (godine)' 6 (3.5-10) - -
ESSDAI 2 (1-3) - -
SSDDI 2 (2-3) - -

Kratice: SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP: Dijastolic¢ki krvni tlak; FRS: Framingham rezultat rizika za koronarne
sr¢ane bolesti; ESSDAI: EULAR Primary Sjogren’s Syndrome Disease Activity Index; SSDDI: Sjogren’s
Syndrome Disease Damage Index

47



Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)
* hi-kvadrat test (Fisherov egzaktni test), t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze

5.1.2. Laboratorijski parametri studijske populacije

Bolesnici s pSS su imali znacajno niZe razine hemoglobina (p < 0.001),
leukocita (p = 0.001) 1 viSe vrijednosti sedimentacije eritrocita [ESR (p = 0.006)], dok je
kontrolna skupina imala znacajno viSe razine totalnog kolesterola (p = 0.010). Drugi
parametri se nisu znacajno razlikovali izmedu ispitivanih skupina. (Tablica 5). Anti SSB/La
antitijela bila su negativna u 25 pSS bolesnika (48,1%), pozitivna u 23 (44,2%) 1 grani¢na u 4
(7,7%) bolesnika s pSS. Anti SSA/R052 antitijela bila su negativna u 15 bolesnika (28,8%) 1
pozitivna u 37 (71,2%) bolesnika s pSS. Anti SSA/Ro60 antitijela bila su negativna u 11
(21,2%) 1 pozitivna u 41 (78,8%) bolesnika s pSS.

Tablica 5. Laboratorijski parametri bolesnika s pSS i kontrolne skupine

PSS grupa Kontrolna grupa .
Parametar D
(N=52) (N=52)

Eritrociti (x10'*/L) 4.37+0.42 4,52 +£0.32 0.047
Hemoglobin (g/L) 130.5+11.0 138.4+11.5 <0.001
MCV (fL) 87.1+£12.8 93.1+16.1 0.034
Leukociti (x10'%/L) 4.88 £1.38 594 +1.81 0.001
Trombociti (x10%/L) 230.8 £52.1 244.1+47.9 0.179
Urea (mmol/L) 551+ 1.65 547+1.44 0.915
Kreatinin (mmol/L) 659+ 18.5 63.1+14.6 0.378
ESR (mm/h) 16.5 (8.0-27.5) 10.0 (6.0-16.0) 0.006
hsCRP (mg/L) 1.30 (0.8-3.8) 1.15(0.7-3.3) 0.767
TC (mmol/L) 5.60+1.12 6.13 +0.93 0.010
LDL (mmol/L) 3.56 £0.96 391 +1.15 0.093
TG (mmol/L) 1.18 £0.42 1.42+0.85 0.072
HDL (mmol/L) 1.52+0.37 1.57 £0.32 0.436
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C3 (g/L) 1.21+0.22 1.19+0.17 0.567

C4 (g/L) 0.26 £ 0.19 0.31 +0.09 0.197
Anti SSB/La (AU/ml) 33.5 (2.5-81.5) - -
Anti SSA/R052 (AU/ml) 91.0 (16.5-162.0) - -
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 103.0 (56.5-117.0) - -

Kratice: MCV: Prosjecni volumen eritrocita; ESR: Brzina sedimentacije eritrocita; hsCRP: C-reaktivni protein
visoke osjetljivosti; TC: ukupni kolesterol; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; HDL: lipoprotein
visoke gustoce; C3: komponenta komplementa C3; C4: komponenta komplementa C4;

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)

* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

5.1.3. Serumske razine adropina u bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine

Serumske razine adropina bile su statisticki znacajno vece u bolesnika s pSS u
usporedbi a kontrolnom skupinom (3.76 + 0.68 vs 3.14 + 0.69 ng/ml, p < 0,001) (Slika 3).
Nadalje, nakon podijele bolesnika s pSS-om u dvije skupine; skupinu s nizim vrijednostima
adropina ( <3,73 ng/ml ) i skupinu s visSim vrijednostima adropina ( >3,73 ng/ml ) pronadena
je znacajna statisticka razlika u vrijednostima SSDDI skora 3.0 (2.0-4.0) vs. 2.0 (1.0-2.0), p <
0,001. Skupina bolesnika s pSS-om s nizim vrijednostima adropina ( <3,73 ng/ml ) imala je

visi SSDDI (Tablica 6).
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Slika 3. Serumske vrijednosti adropina u bolesnika s pSS-om-i u kontrolnoj skupini.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Tablica 6. Obiljezja bolesnika s pSS-om na temelju vrijednosti serumskih razina adropina

Nize vrijednosti adropina ViSe vrijednosti adropina
Parametar (<3.73 ng/mL) (>3.73 ng/mL) P
(N=26) (N=26)
Dob (godine) 51.0+9.83 57.6+12.3 0.284
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 24.8 +4.1 24.83+2.5 0.978
SBP (mmHg) 123.6 + 18.46 128.8 +14.9 0.270
DBP (mmHg) 79.6 = 8.8 80.8+5.9 0.086
TC (mmol/L) 5.56+1.08 576 +£1.21 0.535
HDL (mmol/L) 1.46 +£0.36 1.56+0.38 0.362
LDL (mmol/L) 3.35+0.89 3.76 £0.99 0.119
TG (umol/L) 1.15+0.43 1.20+0.40 0.694
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hsCRP (mg/L) 1.35 (0.9-2.7) 1.15 (0.80-5.6) 0.869

Anti SSB/La (AU/ml) 36.0 (7.0-79.0) 9.5 (2.0-88.0) 0.734
Anti SSA/R052 (AU/ml) 73.0 (12.0-125.0) 109.0 (17.0-172.0) 0.272
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 101.0 (60.0-116.0) 107.5 (52.0-118.0) 0.963
Duzina bolesti (godine)" 6 (4.0-12.0) 6 (3.0-10.0) 0.607
ESSDAI 2.0 (1.0-3.0) 2.5 (1.0-3.0) 0.641
SSDDI 3.0 (2.0-4.0) 2.0 (1.0-2.0) <0.001
FRS (%) 4.25(1.2-6.2) 2.3 (1.4-5.2) 0.374

Kratice: SBP: sistolicki krvni tlak; DBP: dijastoli¢ki krvni tlak; TC: ukupni kolesterol; HDL: lipoprotein visoke
gustoée; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti;
ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Sjogrenov sindrom Indeks
osStecenja bolesti, FRS: Framinghamov rezultat rizika za koronarnu bolest srca;

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili
medijan (IQR)
* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test

+ vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze

5.1.4. Korelacija adropina i drugih parametara

Korelacijska analiza je pokazala da serumske vrijednosti adropina u bolesnika
s pSS-om znacajno pozitivno koreliraju s HDL (r=0.290, P=0.036) i anti SSA/Ro52
antitijelima (r=0.307, P=0.026). SSDDI negativno korelira s razinama adropina (r = -0.401,
P=0.003) (Tablica 7) (Slika 4).

Tablica 7. Korelacijska analiza izmedu serumskih razina adropina i biokemijskih, klinickih 1

antropometrijskih parametara.

Parametar r D

Starost (godine) -0.133 0.345
Indeks tjelesne mase (kg/m?) -0.133 0.348
hsCRP (mg/L) 0.1587 0.262
TC (mmol/L) 0.224 0.109
TG (mmol/L) -0.083 0.557
HDL (mmol/L) 0.290 0.036
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LDL (mmol/L) 0.178 0.206

SBP (mmHg) 0.118 0.404
DBP (mmHg) 0.155 0.271
Anti SSA/Ro60 (AU/ml) 0.123f 0.385
Anti SSA/Ro052 (AU/ml) 0.307F 0.026
Anti SSB/La (AU/ml) -0.009" 0.946
ESSDAI 0.051F 0.721
SSDDI -0.401% 0.003
Duzina bolesti (godine) -0.0417 0.770

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TC: Ukupni kolesterol; TG: trigliceridi; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoce; SBP: sistolicki krvni tlak; DBP: dijastolicki krvni
tlak; ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oSte¢enja
bolesti Sjogrenovog sindroma

* Pearsonov koeficijent korelacije

1 Spearmanov koeficijent korelacije ranga
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Slika 4. Korelacijska analiza serumskih razina adropina s HDL (A), SSDDI (B) i anti
SSA/R052 antitijela (C) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 104).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.1.5. Multipla regresijska analiza

Nadalje, multipla linearna regresija je pokazala da serumske vrijednosti
adropina imaju statisticki zanacajnu poveznicu s HDL (B+ SE, 0.903 £0.283, P=0.002) i
SSDDI (B+SE, -0.202+0.073, P=0.008) nakon prilagodbe statistickog modela za godine,
indeks tjelesne mase 1 spol te serumske razine adropina kao ovisne varijable (Tablica 8).
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Tablica 8. Multipli linearni regresijski model neovisnih prediktora za vrijednosti serumskih

razina adropina

Varijable B! SE? t-vrijednost p

Starost (godine) -0.013 0.011 -1.134 0.263
Spol 0.220 0.367 0.602 0.550
Indeks tjelesne mase (kg/m?) -0.007 0.002 -0.268 0.794
Anti SSA/Ro52 0.001 0.001 1.551 0.128
HDL 0.903 0.283 3.191 0.002
FRS 0.025 0.032 0.768 0.447
Duzina bolesti (godine)* 0.006 0.015 0.394 0.695
ESSDAI 0.044 0.061 0.718 0.476
SSDDI -0.202 0.073 -2.754 0.008

Kratice: HDL: lipoprotein visoke gustoce; FRS: Framinghamov rezultat rizika za koronarnu bolest srca;
ESSDAI: EULAR primarni indeks aktivnosti bolesti Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oStecenja bolesti
Sjogrenovog sindroma

! nestandardizirani koeficijent B
2 standardna pogreska

1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze
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5.2. Rezultati za homocistein i CIMT

5.2.1. Osnovna obiljeZja bolesnika s pSS-om i kontrolne skupine

U studiju je bilo ukljuceno 48 bolesnika s pSS i1 46 kontrola podudarnih po spolu,
godinama, pusenju i indeksu tjelesne mase (Tablica 9) Prosje¢na dob bolesnika s pSS-om bila
je 60.5 £ 9.6 vs. 57.4 + 9.9 godina za kontrolnu skupinu. Bolesnici su imali stabilnu bolest sa
srednjom vrijednos¢u indeksa aktivnosti bolesti, ESSDAI skor je iznosio 2 (IQR 1-3).
Srednja vrijednost indeksa oStec¢enja specificnog za bolest — SSDDI skor — je bio (IQR 2-3), a
prosjecno trajanje bolesti je bilo 6.5 godina (IQR 4.0-11.0). Sistolicki i dijastolicki tlak je bio
znacajno vec¢i u bolesnika s pSS-om u usporedbi s kontrolnom skupinom (127.8 + 16.8
vs.119.2 £ 13.4 mmHg, p = 0.007 and 81.6 + 7.4 vs. 77.8 £ 8.0 mmHg, p = 0.018) (Tablica 9)
unato¢ Cinjenici da je koriStenje antihipertenzivnih lijekova bilo znacajnije u bolesnika s pSS-

om u odnosu na kontrolnu skupinu (21 (43.7%) vs 8 (17.4%), p = 0.006).

Tablica 9. Osnovna obiljezja bolesnika s pSS i kontrolne skupine

Parametar Bolesnici s pSS-om Kontrolna skupina

(N=48) (N=46) .
Muskarci (N, %) 4 (8.3) 3(6.5) 0.953
Dob (godine) 60.5+9.6 57.4+9.9 0.129
Tezina (kg) 709+ 11.6 71.9+10.1 0.654
Visina (cm) 168.3+6.9 168.0 £ 6.7 0.837
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 248+3.4 254+3.1 0.418
SBP (mmHg) 127.8 £ 16.8 119.2+ 134 0.007
DBP (mmHg) 81.6+74 77.8+8.0 0.018
Pusenje (N, %) 8 (16.7) 7(15.2) 0.928
Duzina bolesti (godine)* 6.5 (4.0-11.0) - -
ESSDAI 2(1-3) - -
SSDDI 2(1.5-3.0) - -

Kratice: SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP: dijastolicki krvni tlak; ESSDAI: EULAR indeks aktivnosti bolesti

primarnog Sjogrenovog sindroma; SSDDI: Indeks oSte¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma.

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili

medijan (IQR)

* hi-kvadrat test (Fisherov egzaktni test), t-test za neovisne uzorke
1 vremensko razdoblje od pocetne dijagnoze
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5.2.2. Laboratorijski parametri

Bolesnici s pS-omS imali su zna¢ajno nize razine hemoglobina (p=0,001) i viSe razine

SE (p=0,006) dok je kontrolna skupina imala znacajno viSe razine ukupnog kolesterola

(p=0,047). Primjena hipolipidemicnih lijekova bila je slicna u obje skupine 7 (14,6%) prema 3
(6,5%), p = 0,317). Anti SSB/La antitijela, anti SSA/R052 i anti SSA/R060 antitijela mjerena

su samo u bolesnika s pSS-om (Tablica 10).

Tablica 10. Laboratorijski parametri pSS pacijenata i kontrola

pSS skupina Kontrolna skupina .

Parametar y
(N=48) (N=46)

Eritrociti (x10'%/L) 4.39+0.41 4.53+£0.32 0.072
Hemoglobin (g/L) 131.1£10.5 138.8+11.9 0.001
Trombociti (x10%/L) 227.0+51.95 246.7+49.4 0.064
Ureja (mmol/L) 5.53+1.65 542+ 1.41 0.720
Kreatinin (mmol/L) 66.3+19.1 623+ 14.6 0.260
ESR (mm/h) 16.5 (8.0-27.5) 10.0 (6.0-16.0) 0.006
hsCRP (mg/L) 1.30 (0.8-3.8) 1.15 (0.75-3.35) 0.767
TC (mmol/L) 57+1.1 62+0.8 0.047
LDL (mmol/L) 3.6+09 39+1.1 0.111
TG (mmol/L) 1.2+04 14+0.8 0.108
HDL (mmol/L) 1.5+04 1.5+0.3 0.888
C3 1.2+0.2 1.2+0.1 0.586
C4 0.3+0.2 03+0.1 0.447
Anti SSB/La (AU/mL) 26.5 (2.0-81.5) - -
Anti SSA/Ro52 (AU/mL) 97.0 (20.0 — 162.0) - -
Anti SSA/Ro60 (AU/mL) 100.0 (56.5-116.0) - -

Kratice: ESR: brzina sedimentacije eritrocita; hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TC: ukupni
kolesterol; LDL: lipoprotein niske gustoce; TG: trigliceridi; HDL: lipoprotein visoke gusto¢e; C3: komponenta

komplementa C3; C4: komponenta komplementa C4

Podaci su prikazani kao cijeli broj (postotak), srednja vrijednost + standardna devijacija ili

medijan (IQR)

* t-test za neovisne uzorke ili Mann-Whitney U test
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5.2.3. Razine homocisteina i max CIMT-a u bolesnika s pSS-om i u kontrolnoj skupini

Razine homocisteina u serumu bile su znacajno vise u bolesnika s pSS-om u usporedbi
s kontrolnom skupinom [medijan (IQR)]: 11.28 (8.93-14.06) vs. 9.46 (8.64-10.98), p=0.015
(Slika 5).

20

18 —

16 —

14 —

12 —

10 —

Homocistein (umol/L)

4 T T

pSS grupa (N=48) Kontrolna grupa (N=46)

Slika 5. Razine homocisteina u plazmi u bolesnika s pSS-om 1 kontrolnoj skupini.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Bolesnici s pSS-om takoder su imali statisticki znacajno viSe vrijednosti CIMT
(p>0,05) u usporedbi s kontrolnom skupinom [medijan (IQR)]: 1 (0.90-1.31) vs. 0.9 (0.80-
1.10), p=0.0372 (Slika 6).
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Slika 6. Maksimalni CIMT (mm) u bolesnika s pSS-om i kontrolnoj skupini. Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. * t-test za neovisne uzorke

Udio bolesnika s utvrdenim karotidnim plakovima bio je 29,2%, a u kontrolnoj skupini
bio je 10,9%. Bolesnici s pSS-om imali su statisti¢ki znac¢ajno ve¢i broj plakova u usporedbi s

kontrolnom skupinom 14 u odnosu na 5, p=0.028 (Slika 7).
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Slika 7. Omjer broja bolesnika s pSS-om 1 kontrolne skupine s prisutnim plakom i bez plaka

5.2.4. Povezanost homocisteina i antropometrijskih, laboratorijskih i Kklinic¢kih
parametara

Korelacijska analiza pokazala je da razine homocisteina pozitivno koreliraju s
trigliceridima (r = 0,204, p = 0,048) 1 maksimalnim CIMT-om (r = 0,231, p = 0,046). (Tablica
11) (Slika 8). Nije otkrivena povezanost s anti SSA/Ro antitijelima, anti SSB/La antitijelima
te s indeksom aktivnosti ESSDAI i indeksom ostec¢enja SSDDI.

Tablica 11. Korelacija homocisteina s antropometrijskim, laboratorijskim 1 klinickim
parametrima u cijeloj ispitivanoj populaciji.

Parametar r p
Dob (godine) 0.093 0.371
Indeks tjelesne mase
-0.001 :

(kg/m?) 0.00 0.995
hsCRP (mg/L) 0.061 0.556
TG (mmol/L) 0.204 0.048
TC (mmol/L) 0.002 0.986
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HDL (mmol/L)

LDL (mmol/L)

SBP (mmHg)

DBP (mmHg)
Maksimalni CIMT

Anti SSA/Ro60 (AU/mL)
Anti SSA/Ro52 (AU/mL)
Anti SSB/La (AU/mL)
ESSDAI

SSDDI

Duzina bolesti (godine)*

-0.085
-0.035
-0.033
-0.069
0.231
0.056
0.190
0.004"
0.149%
0.1557

-0.195f

0.417
0.734
0.754
0.507
0.046
0.705°
0.1947
0.9807
0.312f
0.292f
0.183f

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TG: trigliceridi; TC: ukupni kolesterol; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoc¢e; SBP: Sistolicki krvni tlak; DBP:
dijastolicki krvni tlak; ESSDAIL: EULAR indeks aktivnosti bolesti primarnog Sjogrenovog sindroma;

SSDDI: Indeks ostec¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma

* Spearmanov koeficijent korelacije

T pSS grupa
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Slika 8. Korelacijska analiza serumskih razina homocisteina s CIMT-om (A) 1 trigliceridima
(B) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 94).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.2.5. Povezanost CIMT-a i antropometrijskih, laboratorijskih i klinickih parametara

Korelacijska analiza je pokazala da je CIMT-a pozitivno povezan sa starosti
(r=0.416, P<0.0001), a utvrdena je negativna korelacija CIMT-a s anti SSA/R060 antitijelima
(r=-0.431, P=0.002) 1 anti SSB/La antitijelima ( r= -0.346, P=0.016). Takoder je utvrdena i
statisticki znacajna pozitivna korelacija CIMT-a sa SSDDI (r=0.351, P=0.014) (Tablica 12)
(Slika 9).
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Tablica 12. Korelacija CIMT-a i antropometrijskih, laboratorijskih 1 klinickih parametara

%

Parametar r y
Starost (godine) 0.416 <0.0001
Indeks tjelesne mase (kg/m?) 0.108 0.300
hsCRP (mg/L) 0.020 0.845
TG (umol/L) 0.064 0.538
TC (umol/L) 0.127 0.224
HDL (umol/L) 0.060 0.567
LDL (umol/L) 0.151 0.146
SBP (mmHg) 0.293 0.004
DBP (mmHg) 0.058 0.576
Homocistein 0.198 0.056
Anti SSA/Ro60 (AU/mL) -0.431 0.002°
Anti SSA/Ro052 (AU/mL) -0.266 0.067°
Anti SSB/La (AU/mL) -0.3467 0.016
ESSDAI -0.189f 0.1987
SSDDI 0.3517 0.0147
Duzina bolesti (godine)’ 0.117¢ 0.428°

Kratice: hsCRP: C-reaktivni protein visoke osjetljivosti; TG: trigliceridi; TC: ukupni kolesterol; HDL:
lipoprotein visoke gusto¢e; LDL: lipoprotein niske gustoce; SBP: Sistoli¢ki krvni tlak; DBP:
dijastolicki krvni tlak; ESSDAIL: EULAR indeks aktivnosti bolesti primarnog Sjégrenovog sindroma;

SSDDI: Indeks oste¢enja bolesti Sjogrenovog sindroma

* Spearmanov koeficijent korelacije

T pSS group
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r=0.351, p =0.014"

SSDDI

¢ CIMT (mm)

Slika 9. Korelacijska analiza vrijednosti CIMT-a s anti SSA/Ro60 antitijelima (A), anti
SSB/La antitijelima (B) 1 SSDDI (C) u ukupnoj populaciji ispitanika (N = 94).

* Pearsonov koeficijent korelacije

5.2.6. Multipla regresijska analiza

Visestruka regresijska analiza pokazala je da su razine homocisteina neovisni

prediktor Sjogrenova sindroma.

Tablica 13. Multivarijantni logisticki regresijski model za predvidanje Sjogrenovog sindroma.

Varijable OR 95% CI P

Godine 1.027 0.977 to 1.081 0.287
Muski spol 0.907 0.129t0 6.373  0.922
I™ 0.952 0.828 t0 1.095  0.496
hsCRP 1.067 0.975t01.169  0.156
Max CIMT 2.23 0.663t0 7.517  0.194
Homocistein 1.28 1.069 to 1.545  0.007

! 7ensKki spol je referentna grupa
ITM - indeks tjelesne mase, hsCRP - C-reaktivni protein visoke osjetljivosti
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6. RASPRAVA
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6.1. Rasprava

Ovo istrazivanje u sklopu doktorske disertacije je provedeno u dva dijela s ciljem
utvrdivanja uloge adropina i homocisteina kao rizi¢nih ¢imbenika ubrzane ateroskleroze u
bolesnika s pSS-om. Prvim dijelom ovog istrazivanja je ispitivana razina adropina i njegova
povezanost s klini¢kim 1 laboratorijskim parametrima pSS-a. Koliko znamo, ovo je prva
klini¢ka studija koja je istrazivala razine adropina u serumu u bolesnika s pSS-om. Nasa je
studija pokazala da bolesnici s pSS-om imaju znacajno viSe razine adropina u serumu u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje, pokazalo se da razine adropina u bolesnika s pSS-

om pozitivno koreliraju s HDL 1 anti SSA/R052 antitijelima te negativno sa SSDDI.

Poznato je da adropin sudjeluje u regulaciji energetske homeostaze i inzulinskog
odgovora te da je usko povezan s razvojem i napredovanjem aterogeneze, pozitivno utjecuci
na endotelnu disfunkciju [74, 87, 146]. Endotel ima srediSnju ulogu u odrzavanju vaskularne
homeostaze, a poremecena funkcija endotela doprinosi razvoju i napredovanju razlicitih
kardiovaskularnih, upalnih, metabolickih, infektivnih i bubreznih bolesti. Naime, oStecenje
endotela pokrece ateroskleroti¢ne i trombotske procese koji imaju znacajan utjecaj u ovim
stanjima [147, 148]. NO, snazan endogeni vazodilatator kojeg u endotelu stvara endotelna
izoforma NO sintaze igra vaznu ulogu u odrzavanju endotelne homeostaze. NO takoder
inhibira adheziju monocita i leukocita na endotel, agregaciju trombocita, oksidaciju LDL-a i
proliferaciju glatkih miSiénih stanica [104]. Nadalje, postoje dokazi da je proizvodnja NO
povecana u bolesnika s pSS-om [149]. Aktivacija neurona i eNOS-a opisana je u ispitanika s
primarnim SS-om kao posljedica povecane proizvodnje protutijela protiv muskarinskih

acetilkolinskih receptora [150-152].

Adropin bi mogao pojacati ekspresiju eNOS, odgovornog za proizvodnju vaskularnog
NO, u endotelu, tako da je nedostatak adropina povezan sa smanjenom bioraspolozivos¢u NO
u endotelu [83, 153]. Lovren i sur. su pokazali da adropin moze ispoljiti zaStitne uc¢inke na
endotelnu funkciju vjerojatno posredovane regulacijom ekspresije eNOS-a putem receptora
vaskularnog endotelnog faktora rasta 2 (VEGFR2), PI3K-Akt i putem ERK1/2 [87]. Pokazano
je da adropin potice kriticnu funkciju endotelnih stanica kao $to je proliferacija, migracija,
formiranje kapilarnih cjevc€ica i smanjena propusnost. Takoder, poti¢e apoptozu induciranu
¢imbenikom tumorske nekroze (engl. fumor necrosis factor - TNF). Stovise, pojadava

aktivaciju eNOS, PI3K-Akt i ERK 1/2. Na taj nacin, putem inducibilne ekspresije NOS,
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adropin smanjuje ekspresiju glasnicke RNA (engl. messenger RNA - mRNA) proupalnih
citokina, kao $to su TNF-alfa i interleukin 6, smanjujuci upalu [107, 154].

Svega je nekoliko studija koje su istrazivale adropin u autimunim bolestima. Yolbas i
sur. nisu pokazali znac¢ajnu razliku u serumskim razinama adropina izmedu bolesnika s RA 1
SLE te zdravih kontrola. Ekspresija gena ENHO bila je znacCajno veca u skupini s RA u
usporedbi sa kontrolnom skupinom, ali nije bila pra¢ena poviSenom razinom adropina u
serumu [76]. Nadalje, povecana razina adropina u serumu primijecena je u kohorti bolesnika
sa sistemskom sklerozom (SSc) i Behcetovom boles¢u (BD) u usporedbi s kontrolnom
skupinom. Ovi rezultati upucuju da se razine adropina povecavaju u SSc i BD zbog upalnih
procesa kojima su ove bolesti obiljezene [95]. U obje bolesti se promjene javljaju na razini
krvnih Zila §to bi se moglo povezati s pove¢anjem razina adropina kao zastitnim ¢imbenikom.

vvvvv

klinicka manifestacija pSS [155].

Najnovije studije povezuju adropin s kroni¢nim upalnim stanjima i pripisuju mu
moguc¢i imunomodulatorni u¢inak. Pokazalo se da bolesnici s opstruktivnom apnejom u snu,
upalnim bolestima crijeva, sindromom policisti¢nih jajnika i dijabetesom imaju znacajno nize

razine adropina u serumu [156-159].

U naSem istrazivanju adropin je pokazao znacajnu pozitivnhu korelaciju s anti
SSA/R052 protutijelima. Anti SSA/Ro i anti SSB/La antitijela bila su usko povezana s
glavnim klinickim, histopatoloskim 1 imunoloskim znacajkama pSS-a. Odredivanje anti
SSA/R052 autoantitijela moze pomo¢i u identificiranju specificne podskupine SS bolesnika s
agresivnijom bolesc¢u i rizikom od odredenih sistemskih manifestacija bolesti [160]. Pozitivna
korelacija anti SSA/Ro52 antitijela i adropina u nasoj studiji u skladu je s nekim ranijim
istrazivanjima koja su pokazala da su bolesnici s pozitivnim anti SSA/Ro imali manju
ucestalost arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije i1 hipertrigliceridemije u usporedbi s
bolesnicima koji su imali negativna anti-SSA/Ro i SSB/La antitijela [161]. Stoga bi pozitivna
povezanost adropina i anti SSA/Ro52 antitijela mogla ukazivati na potencijalnu zastitnu ulogu
anti SSA/Ro52 antitijela u aterogenezi bolesnika s pSS-om. S druge strane, Vaudo et al. su
pokazali znaCajnu povezanost anti SSA/Ro antitijela s arterijskim zadebljanjem kao
pokazateljem subkliniCke ateroskleroze [136]. Dakle, uloga ovih autoantitijela, kao i adropina

u procesu aterogeneze u ovih bolesnika je kontroverzna i zahtijeva daljnja istrazivanja.
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Zanimljivo je da smo utvrdili negativnu povezanost sa SSDDI rezultatom. Stovise,
multivarijantna linearna regresija pokazala je da je SSDDI takoder snazan prediktor za razine
adropina u serumu. Dakle, ustanovili smo da je kumulativno oSte¢enje mjereno pomocu
SSDDI neovisno povezano sa smanjenim adropinom u pSS-u. Kada su bolesnici s pSS-om
podijeljeni prema vrijednosti adropina u dvije skupine, oni s nizim razinama adropina u
serumu imali su vi§i SSDDI rezultat. Kumulativno oSte¢enje odrazava ucinak ozbiljnije
bolesti tijekom vremena, a visi SSDDI rezultati mogu identificirati one pacijente koji su u
proslosti imali vise sistemskih upala 1 ve¢e imunoloske poremecaje, i kojima je najvjerojatnije
bilo potrebno intenzivnije lijeCenje [162, 163]. Ovi nalazi mogu upucivati na zaStitnu
protuupalnu ulogu adropina u poéetnim fazama i prvim godinama bolesti. Stovige, &ini se da

zaStitna uloga opada s trajanjem bolesti i ve¢im oSte¢enjem krvnih Zila i organa.

Cinjenica da aktivnost bolesti (ESSDAI) nije bila u korelaciji s adropinom je
ocekivana, budu¢i da je vec¢ina naSih pacijenata u trenutku ispitivanja imala stabilnu bolest.
Samo su dvije studije u pSS-u procjenjivale aktivnost bolesti pomo¢u ESSDAI i nisu pronasle
povezanost sa subklini¢kim kardiovaskularnim oS$te¢enjem, $to je u skladu s naSim

rezultatima [164, 139].

Bolesnici s pSS-om imali su visi sistolicki i dijastoli¢ki krvni tlak 1 ve¢i 10-godisnji
rizik za kardiovaskularne dogadaje prema Framingham izracunima u usporedbi sa zdravim
kontrolama, ali su i bolesnici i kontrolna skupina klasificirani kao oni s niskim 10-godi$njim
rizikom prema FRS-u. Nekoliko je studija procijenilo odnos izmedu razine adropina i krvnog
tlaka. Gu 1 sur. izvijestili su o nizim razinama adropina u odraslih s arterijskom hipertenzijom
[101]. Niske razine adropina u hipertenzivnih bolesnika takoder su izvijestili Gulen i sur.
[102]. Nasuprot tome, Celik i sur. pokazalo je da hipertenzivni pacijenti imaju visoke razine
adropina [103]. Takoder je zanimljivo da su nasi bolesnici s pSS-om imali niZe razine TC u
usporedbi sa kontrolnom skupinom. To je u skladu s dostupnim podacima koji naglasavaju

utjecaj adropina na homeostazu lipida.

U bolesnika na hemodijalizi utvrdeno je da adropin ima negativnu korelaciju s TG,
LDL 1 TC dok ima znacajnu pozitivnu korelaciju s HDL kolesterolom [91]. Iste korelacije
izmedu lipida i1 adropina pronadene su u nekoliko drugih studija [74,81,93,165]. Nasa studija
nije potvrdila povezanost izmedu razine adropina u serumu i1 TC-a, no potrebno je naglasiti da

su nasi bolesnici imali su niZe razine TC-a u usporedbi s kontrolnom skupinom. Medutim, u

68



naSih bolesnika s pSS-om razine adropina u serumu su pozitivno korelirale s HDL
kolesterolom. Nadalje, kada je provedena multivarijantna linearna regresija, HDL kolesterol
identificiran je kao neovisni prediktor za razine adropina, $to dodatno potvrduje njegov ucinak
u odrzavanju homeostaze lipida. Naime, studija na zivotinjama koju su proveli Akcilar 1 sur.
utvrdili su da je intraperitonealna primjena niske doze adropina Stakorima s hiperlipidemijom
bila iznimno ucinkovita u smanjenju razine serumskog TG, TC, LDL kolesterola i pove¢anja
razine HDL kolesterola [154]. Dakle, mozemo zakljuciti da je naSa studija potvrdila
povezanost adropina s metabolizmom lipida, ali isto tako pokazala znacajnu ulogu u upalnom

procesu u pSS-a.

Drugi dio istrazivanja se odnosio na homocistein i CIMT u bolesnika s pSS-om. Ovo
je prva studija koja je istraZivala povezanost izmedu razine homocisteina i CIMT-a, dvaju
biomarkera subklini¢ke ateroskleroze, u bolesnika s pSS-om. Ve¢ dugo je prepoznat povecani
rizik od kardiovaskularnih bolesti medu osobama s autoimunim bolestima. Jo§ uvijek je
otvoreno pitanje uloge pojedinih ¢imbenika na povecanje rizika, odnosno kolika je uloga
primjenjene terapije, osobito steroida, a koliko je posljedica samog autoimunog procesa s
posljedicnom upalom. PSS je sustavna bolest koju obiljezava kroni¢ni autoimuni upalni
proces. Stoga se, analogno sli¢nim bolestima kao §to su SLE i RA, ocekuje povecana
ucestalost subklinicke ateroskleroze. Tome u prilog govore rezultati nase studije. Naime,
utvrdili smo znafajno povecane razine homocisteina u bolesnika s pSS-om u usporedbi s
kontrolnom populacijom. Nadalje, pokazali smo da je homocistein neovisan ¢imbenik za
predvidanje primarnog Sjogren-ovog sindroma. Ranija istrazivanja su dokazala da su
poviSene razine homocisteina umjereno jak i neovisan ¢imbenik kardiovaskularnog rizika u
zdravoj populaciji [123]. Takoder, povisene razine homocisteina identificirane su kao faktor
rizika za hipertenziju [166-168]. Sabio i sur. su pokazali da je homocistein neovisno povezan
sa SBP-om 1 hipertenzijom u zena sa SLE-om te da je neovisni ¢imbenik rizika za progresiju

ateroskleroze [123].

U naSem istrazivanju nismo pronasli povezanost izmedu homocisteina te SBP-a i
DBP-a, iako su bolesnici s pSS-om imali viSe razine SBP-a i DBP-a od kontrolne skupine.
Treba naglasiti da su hipertenzivni bolesnici s pSS-om lijeCeni s antihipertenzivima, ali
nijedan bolesnik nije uzimao tiazidni diuretik koji bi mogao utjecati na razinu homocisteina.
PoviSene razine homocisteina mogu pridonijeti endotelnoj disfunkciji razli¢itim

mehanizmima, kao $to je oksidativni stres ili vazodilatacija ovisna o duSikovom oksidu,
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poticanje apoptoze endotelnih stanica ili smanjenje proizvodnje sumporovodika (H2S), koji je
snazan antioksidans i1 ¢imbenik vazorelaksacije [169-170]. Homocistein moZze povecati
vaskularnu krutost oste¢ivanjem elastinskih vlakana, povecanjem proizvodnje kolagena putem

aktivacije metaloproteinaza i stimuliranjem proliferacije stanica glatkih misi¢a [171-172].

Nije utvrdena povezanost homocisteina s parametrima oSteCenja i1 aktivnosti pSS-a te
specificnim autoantitijelima u pSS. U naSem istrazivanju bolesnici s pSS-om imali su
znacajno nize razine ukupnog kolesterola u odnosu na kontrolnu skupinu, iako nisu uocene
razlike u vrijednostima LDL, HDL kolesterola 1 triglicerida. Bez obzira na to $to je-kontrolna
skupina imala viSu razinu ukupnog kolesterola u odnosu na bolesnike s pSS-om, to nije bilo
praceno znacajnijim zadebljanjem arterijske stijenke. Ovaj rezultat ukazuje da zadebljanje
arterijske stijenke nija samo posljedica hiperkolesterolemije ve¢ djelovanja i1 drugih
¢imbenika. Takoder je potrebno razmotriti moguénost promjenjenog lipidnog profila u
bolesnika s pSS-om. Vazno je naglasiti da naSi bolesnici nisu bili lijeCeni veCom dozom
kortikosteroida, a primjena statina bila je sli¢na u obje skupine [7 (14,6%) naspram 3 (6,5%),
p = 0,317)], tako da nije bilo znacajnog farmakoloSkog utjecaja na razlike u lipidogramu
medu skupinama. Ovo potvrduje rezultate Dayla i sur. da nize razine kolesterola nemaju

zastitni u¢inak na rizike ateroskleroze povezane s razinama homocisteina [173].

Takoder, homocistein je pozitivno korelirao s trigliceridima i s maksimalnim CIMT-
om kao surogatnim biomarkerom ateroskleroze u bolesnika s pSS-om. Ovi rezultati su u
skladu s istrazivanjima koji su pokazali da su bolesnici s vi§im razinama triglicerida imali vise
razine homocisteina te vecu prevalenciju zadebljanja arterijske stijenke [139]. Najnovija
studija takoder je potvrdila progresivno povecanje prevalencije ateroskleroze karotidne
arterije 1 debljine karotidne intime-medije ovisne o razinama homocisteina [174]. Nase je
istrazivanje pokazalo da je CIMT bio znacajno viSi u bolesnika s pSS u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Vadu i sur. te Gavrani i sur. Su takoder pokazali slicne rezultate. Vadu
i sur. su prvi uocili subklini¢ka oSte¢enja kardiovaskularnih organa u pSS-u. Bolesnici s pSS-
om imali su ve¢u debljinu intime medija u odnosu na kontrolne ispitanike iste dobi. Gotovo
polovica bolesnika je imala zadebljanje karotidne intime medija [136]. Gavrani 1 sur. nasli su
povecano zadebljanje arterijske stijenke u dvije trec¢ine bolesnika s primarnim pSS-om, a

prisutnost pSS-a bila je neovisni ¢imbenik rizika za zadebljanje arterijske stijenke [139].

Ocekivano, CIMT je pozitivno korelirao sa SBP, §to se moze objasniti poznatim i

prethodno opisanim uc¢inkom SBP na endotel i proces ateroskleroze. Takoder je nadena
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pozitivna korelacija s SSDDI 1 dobi. Ocekujemo ve¢i SSDDI u bolesnika s duljim trajanjem
bolesti 1 tezim klinickim tijekom. Stoga bi ovaj podatak mogao znaciti da duljina bolesti i
klini¢ki tijek, odnosno intenzivniji upalni proces, ubrzavaju razvoj ateroskleroze u bolesnika s
pSS-om. Naime, poznato je da je u osoba s autoimunim bolestima odavno prepoznat povecan
rizik od kardiovaskularnih bolesti §to dodatno potkrepljuje nas zaklju¢ak. S druge strane,
utvrdena je negativna korelacija CIMT sa specifi¢nim autoantitijelima Ro60 i autoantitijelima
La. To bi govorilo u prilog protektivnoj ulozi spomenutih protutijela u razvoju ateroskleroze u
bolesnika s pSS. Ovaj bi rezultat bio u skladu s istrazivanjem koje je pokazalo da su anti-
SSA/Ro pozitivni pacijenti imali manju ucestalost arterijske hipertenzije, hiperkolesterolemije
1 hipertrigliceridemije u usporedbi s anti-SSA/Ro i SSB/La negativnim bolesnicima [161]. S
druge strane, Vaudo et al. pokazali su znacajnu povezanost anti SSA/Ro antitijela s
arterijskim zadebljanjem [136] kao pokazateljem subklinicke ateroskleroze. Medutim, uloga
ovih protutijela u procesu aterogeneze u ovih bolesnika je kontroverzna i zahtijeva daljnja

istrazivanja.

Budu¢i da je ateroskleroza sustavna bolest, karotidna arterija takoder moze posluziti
kao ‘prozor’ u stanje ateroskleroze [175]. Dakle, nasi rezultati upucuju na to da bi se mjerenje
CIMT-a moglo koristiti kao jednostavna i dostupna metoda za otkrivanje asimptomatske
subklinicke sistemske ateroskleroze i na taj nacin sprijeciti njezino napredovanje i fatalne KV
ishode. Osim toga, homocistein se takoder mozZe koristiti za otkrivanje subklinicke
ateroskleroze, odnosno pokazuje potencijal kao jeftini marker za stratifikaciju rizika
asimptomatskih bolesnika, a poznato je da pravovremenim preventivhim mjerama mozemo
smanjiti uCestalost kardiovaskularnih incidenata i njihovih posljedica. S obzirom na korelaciju
homocisteina i CIMT-a, to bi moglo posluziti kao probir za upuc¢ivanje na daljnju ultrazvucnu
procjenu. Primjena jeftinih i neinvazivnih metoda poput odredivanja razine homocisteina i
mjerenja CIMT-a omogucéile bi prevenciju mortaliteta 1 morbiditeta povezanih s
kardiovaskularnim bolestima. Medutim, za konac¢ne zakljuCke potrebne su multicentri¢ne

studije na vec¢em broju bolesnika.

Provedena istrazivanja na kojima se temelji ova doktorska disertacija imaju nekoliko
ograni¢enja. Prvo, relativno mala veli¢ina uzorka moze utjecati na rezultate. Medutim, treba
uzeti u obzir da veli¢inu uzorka odreduje ograniCenost populacije bolesnika s
dijagnosticiranim primarnim Sjogrenovim sindromom. Istrazivanje se provelo u jednom

klinickom centru. Dakle, radi se o monocentri¢nom istrazivanju. Nadalje, nije bilo moguce u
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potpunosti iskljuciti sve zbunjujuce cCimbenike koji bi mogli interferirati s dobivenim
rezultatima a koji ukljuCuju terapiju antihipertenzivima i hipolipemicima. Konac¢no, dizajn

presjecnog istrazivanja sprjecava nas u donosenju uzrocno-posljedi¢nih zakljucaka.
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7. ZAKLJUCCI
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Ovo je prva studija o adropinu u bolesnika s pSS-om koja je pokazala povecane razine
adropina u serumu ovih bolesnika. Nadalje, razine adropina su bile negativno povezane sa
stupnjem oSteéenja u pSS-u. Sto su niZe bile vrijednosti adropina to je bilo vece osteéenje,
odnosno SSDDI. Ova otkri¢a upucuju na to da pojatano oslobadanje adropina moze biti
ukljuceno u patogenezu pSS-a te da bi mogao imati zastitnu ulogu u upalnom okruzenju koje
je sastavni dio svih autoimunih bolesti. Adropin je pokazao pozitivhu povezanost s anti
SSA/Ro52 antitijelima S§to potkrepljuje imunomodulatorne ucinke ovog peptida. Osim
imunomodulatorne uloge, povezanost adropina s HDL-om nedvojbeno potvrduje njegovu
znacajnu ulogu u metabolizmu lipida. Unato¢ tome, potrebna su daljnja istrazivanja s vecim

brojem ispitanika kako bi se utvrdila to¢na uloga adropina u pSS-u.

Takoder, ovo je prvo istrazivanje koje je pokazalo da je homocistein, kao poznati
¢imenik povecanog rizika ateroskleroze, neovisan ¢imbenik predvidanja pSS-a. Bolesnici s
pSS-om imaju znacajno veée razine homocisteina u usporedbi s kontrolnom skupinom, a
homocistein je pozitivno povezan sa CIMT-om, ali i s trigliceridima. Ovi podatci nedvojbeno
ukazuju na povecani rizik ateroskleroze a time i kardiovaskularnih dogadanja u bolesnika s
pSS-om. Budu¢i da su oba parametra biomarkeri (surogati) subklini¢ke ateroskleroze, njihova
bi rutinska primjena u pracenju bolesnika s pSS-om mogla pomo¢i u ranoj dijagnozi
ateroskleroze. To bi ujedno omogucilo pravovremeno poduzimanje preventivnih mjera s
ciljem sprijeCavanja kroni¢nih oste¢enja uzrokovanih ovim poremecajem. O medudjelovanju
rizi¢nih ¢imbenika subklini¢ke ateroskleroze i autoimunih procesa ukazuje povezanost CIMT-
a sa anti/SSA 1 anti/SSB antitijelima. Pored toga, bolesnici s pSS su imali veéi broj
aterosklerotskih plakova u odnosu na kontrolnu skupinu. No za konacne zakljucke o ulozi

homocisteina u pSS-u nuzna su daljnja multicentri¢na istrazivanja na ve¢em broju bolesnika.
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Uvod: Bolesnici s pSS-om imaju povecanu prevalenciju endotelne disfunkcije 1 preuranjene
ateroskleroze, a posljednjih godina je u fokusu istrazivanja subklini¢ka ateroskleroza u
bolesnika s autoimunim bolestima. Nedavno je otkriven adropin, sekretorni protein koji ima
znacajnu ulogu u regulaciji metabolizama lipida i inzulinskoj rezistenciji, a isto tako ispoljava
pozitivan ucinak na funkciju endotelnih stanica te ima protuupalni u¢inak. PoviSene razine
homocisteina pokazale su se kao jak i neovisan ¢imbenik kardiovaskularnog rizika u zdravoj
populaciji. Homocistein se pokazao i kao neovisan faktor rizika za razvoj subklinicke
ateroskleroze. Koristenje CIMT-a, valjanog markera generalizirane ateroskleroze i rizika od
vaskularne bolesti, moze pomo¢i u identificiranju visokorizi¢nih bolesnika sa subklinickom

aterosklerozom.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti razine adropina i homocisteina te CIMT-a u
bolesnika s pSS-om u usporedbi s kontrolnom skupinom. Nadalje, ciljevi su bili istraziti
povezanoti izmedu adropina, homocisteina i CIMT-a s imunoloskim parametarima u pSS-u,
ukljucujuéi protutijela specificna za bolest, EULAR-ov indeks aktivnosti bolesti u
Sjogrenovom sindromu (ESSDAI) i indeks oSte¢enja bolesti u Sjogrenovom sindromau

(SSDDI).

Metode: U ovom presjecnom istrazivanju ukljuc¢eno je 52 bolesnika s pSS-om i 52 ispitanika
u kontrolnoj skupini usporedni s ispitivanom grupom po dobi, spolu, pusenju i ITM-u. Za dio
istrazivanja o homocisteinu ukljuceno je 48 bolesnika s pSS-om 1 46 ispitanika u kontrolnoj
skupini. Demografske varijable 1 klasi¢ni ¢imbenici kardiovaskularnog rizika: hipertenzija,
dislipidemija, pretilost i navika pusenja procijenjeni su u obje skupine, a takoder su klinickim
pregledom i intervjuem prikupljene znacajke povezane s boles¢u u bolesnika s pSS-om. Za
procjenu aktivnosti bolesti 1 kronicnog oStecenja su koristeni ESSDAI te SSDDI. Za analizu
adropina je koriStena enzimatska imunoanaliza (ELISA). Koncentracija homocisteina u
serumu mjerena je koriStenjem kemiluminiscentnog imunoloskog testa mikrocestica (CMIA).
Prisutnost subklinicke ateroskleroze odredena je CIMT-om procijenjenim ultrazvukom

karotida.

Rezultati: Bolesnici s pSS-om imaju znacajno viSe razine adropina u usporedbi s kontrolnom
skupinom (3,76 £ 0,68 naspram 3,14 £+ 0,69 ng/mL, p < 0,001). Razine adropina u bolesnika s
pSS-om su pozitivno povezane s HDL-om (r = 0,290, p = 0,036) i anti SSA/Ro052 antitijelima
(r = 0,307, p = 0,026) te negativno povezane sa SSDDI ( r = —0,401, p = 0,003).
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Multivarijantna linearna regresija pokazala je da su razine adropina neovisno povezane s

HDL-om (B + SE, 0,903 + 0,283, p=0,002) 1 SSDDI (B + SE, -0,202 + 0,073, p = 0,008).

Arterijski tlak je bio visi u bolesnika s pSS-om (p = 0,007) za sistoli¢ki krvni tlak (SBD) i ()p
= 0,018 za dijastolicki krvni tlak (DBP). Suprotno od o¢ekivanog, ukupni kolesterol (TC) bio
je veci u kontrolnoj skupini (p = 0,047). Vrijednosti homocisteina bile su znacajno vece u
pacijenata s pSS-om (p=0,015), kao 1 CIMT (p=0,0372). Homocistein je pozitivno korelirao s
trigliceridima (TG) (r=0,204, p=0,048) i CIMT-om (r= 0,231, p=0,046). CIMT je pozitivno
povezan s dobi (r=0,416, p<0,0001), SBP (r=0,293, r=0,004) i s indeksom oSte¢enja u
Sjogrenovom sindromu (SSDDI) (r=0,351, p=0,014). Takoder je negativnho korelirao s
autoantitijelima specificnim za Sjégrenov sindrom anti SSA/Ro60 (= -0,431, p=0,002) 1 anti

SSB/La (r= -0,346, p=0,016).

Zakljuéak: NaSe istrazivanje ukazuje da bolesnici s pSS-om imaju povecani rizik za
subklinicku aterosklerozu te da bi adropin mogao biti uklju¢en u patofiziologiju pSS-a i
navedene procese djelujuci protektivno na endotel. Takoder smo pokazali da postoji znacajna
povezanost izmedu subklinickog aterosklerotskog procesa i homocisteina. Homocistein bi
mogao biti jeftini 1 dostupan marker za stratifikaciju rizika razvoja subklinic¢e ateroskleroze u
asimptomatskih bolesnika. Ovi rezultati upucuju da bi ukljuCivanje odredivanja razina
adropina i homocisteina u plazmi u protokole za smanjenje rizika moglo biti relevantno za
identifikaciju pojedinaca s ve¢im rizikom od aterosklerotskih dogadaja. U konacnici bi to
omogucilo pravovremeno poduzimanje preventivnih mjera kojima bi se navedeni rizici

smanjili.

Kljuéne rijeci: primarni Sjogren-ov sindrom, subklini¢ka ateroskleroza, endotelna
disfunkcija, adropin, homocistein, CIMT, anti SSA/Ro antitijela, anti SSB/La antitijela,
SSDDI, ESSDAI
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Background: Patients with pSS have an increased prevalence of endothelial dysfunction and
premature atherosclerosis, and in recent years the focus of research has been on subclinical
atherosclerosis in patients with autoimmune diseases. Recently, adropin was discovered, a
secretory protein that plays a significant role in the regulation of lipid metabolism and insulin
resistance, and also has a positive effect on the function of endothelial cells and has an anti-
inflammatory effect. Elevated homocysteine levels have been shown to be a strong and
independent cardiovascular risk factor in a healthy population. Homocysteine has also been
shown to be an independent risk factor for the development of subclinical atherosclerosis. The
use of CIMT, a valid marker of generalized atherosclerosis and risk of vascular disease, may

help identify high-risk patients with subclinical atherosclerosis.

Objective: The aim of this study was to determine the level of adropin and homocysteine and
CIMT values in patients with pSS compared to healthy controls. Additional objectives were to
investigate the correlation between adropin, homocysteine and CIMT with immunological
parameters in pSS as disease-specific antibodies, EULAR Sjogren's syndrome disease activity

index (ESSDAI) and Sjégren's syndrome disease damage index (SSDDI).

Methods: In this cross-sectional study, 52 patients with pSS and 52 subjects in the control
group were included, comparable in terms of age, sex, smoking and BMI. For the
homocysteine part of the study, 48 patients with pSS and 46 subjects in the control group
were included. Demographic variables and classic cardiovascular risk factors: hypertension,
dyslipidemia, obesity and smoking habits were assessed in both groups, and features
associated with the disease in the pSS group were also collected through clinical examination
and interviews. ESSDAI and SSDDI were used to assess disease activity and chronic disease
damage. Enzyme immunoassay (ELISA) was used to analyze adropin. Serum homocysteine
concentration was measured using a chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA).
The presence of subclinical atherosclerosis was determined by CIMT assessed by carotid

ultrasound.

Results: Patients with pSS have significantly higher adropin levels compared to controls
(3.76 = 0.68 vs. 3.14 = 0.69 ng/mL, p < 0.001). Adropin levels in patients with pSS are
positively correlated with HDL (r = 0.290, p = 0.036) and anti SSA/R052 antibodies (r =
0.307, p = 0.026) and negatively correlated with SSDDI (r = —0.401, p = 0.003). Multivariate
linear regression showed that adropin levels were independently associated with HDL (B +

SE, 0.903 + 0.283, p = 0.002) and SSDDI (B + SE, -0.202 + 0.073, p = 0.008).
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Arterial pressure was higher in patients with pSS (p = 0.007) for systolic blood pressure
(SBP) and (p = 0.018) for diastolic blood pressure (DBP). Contrary to expectation, total
cholesterol (TC) was higher in the control group (p = 0.047). Homocysteine values were
significantly higher in patients with pSS (p=0.015), as well as CIMT (p = 0.0372).
Homocysteine positively correlated with triglycerides (TG) (r = 0.204, p = 0.048) and CIMT
(r= 0.231, p=0.046). CIMT was positively correlated with age (r = 0.416, p < 0.0001), SBP
(r=0.293, r=0.004) and with Sjogren's syndrome impairment index (SSDDI) (r = 0.351, p =
0.014). It also negatively correlated with Sjogren's syndrome-specific autoantibodies anti

SSA/R060 (r=-0.431, p=0.002) and anti SSB/La (r = -0.346, p = 0.016).

Conclusion: Our findings are implying that patients with pSS have an increased risk for
subclinical atherosclerosis and that adropin could be involved in the pathophysiology of pSS
and the in mentioned processes by acting protectively on the endothelium. We also showed
that there is a significant association between the subclinical atherosclerotic process and
homocysteine. So, homocysteine could be a cheap and available marker for risk stratification
of the development of subclinical atherosclerosis in asymptomatic patients. These results
suggest that the inclusion of determination of plasma adropin and homocysteine levels in risk
reduction protocols may be relevant to identify individuals at higher risk of atherosclerotic
events. Ultimately, this would enable timely taking of preventive measures that would reduce

the mentioned risks.

Key words: primary Sjogren’s syndrome, subclinical atherosclerosis, endothelial dysfunction,

adropin, homocysteine, CIMT, anti SSA/Ro antibodies, anti SSB antibodies, SSDDI, ESSDAI
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