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POPIS OZNAKA I KRATICA

ANOVA — analiza varijance (engl. analysis of variance)

CT — kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography)

CTGF - ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor)
CTS — sindrom karpalnog tunela (engl. carpal tunnel syndrome)

DD — Dupuytrenova kontraktura (engl. Dupuytren’s disease)

DNK - deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

DAF — tracci palmarne fascije zahva¢ene DD-om (engl. Dupuytren’s Disease affected

fascia)
DAPI - 4°,6’-diamidino-2-fenilindol (engl. 4°,6° —diamidino-2-phenylindole)

DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s DD-om (engl.

Dupuytren’s Disease unaffected fascia)
EMNG - elektromioneurografija
FGF - fibroblastni ¢imbenik rasta (engl. fibroblast growth factor)

FGFR — receptori fibroblastnog ¢imbenika rasta (engl. fibroblast growth factor

receptors)

HE — hematoksilin i eozin (engl. hematoxylin and eosin)
IF — imunofluorescencijsko bojenje

Ki-67 — nuklearni protein Ki-67

MR — magnetska rezonancija

MTC - trikromno bojenje po Malloryju

RF — fleksorni retinakulum (lat. retinaculum flexorum)

RNK - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)



TGF- B — transformiraju¢i ¢imbenik rasta 3 (engl. transforming growth factor beta)

UZ — ultrazvuk
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1.UVOD



1.1. Sindrom karpalnog tunela

Sindrom karpalnog tunela (engl. carpal tunnel syndrome, CTS) najceS¢a je kompresivna
neuropatija koja se manifestira ispadima u inervacijskom podru¢ju medijanog zivca. CTS
nastaje kompresijom medijanog zivca izmedu fleksornog retinakuluma (lat. retinaculum
flexorum, RF) s jedne strane te tetiva misica fleksora Sake i karpalnih kostiju s druge strane.
Karpalni tunel zatvoreni je odjeljak kod kojeg uslijed povecanja volumena njegova sadrzaja
dolazi do povecanja tlaka. Uslijed toga dolazi do pritiska na medijani Zivac, kao 1 na njegove
opskrbne krvne zile, $to dovodi do ishemijskih promjena zivca (1, 2). Kod duljeg trajanja
bolesti (dugotrajne kompresije) dolazi do tezeg oStecenja Zzivca i produzenog vremena

oporavka nakon operativnog zahvata te se smanjuju izgledi uspjesSnog operacijskog lijecenja.

Karpalni ligament

Tetive Medijani zivac

Slika 1. Anatomija karpalnog tunela. (Preuzeto i prilagodeno iz Ando S, Loh PY.
Convolutional Neural Network Approaches in Median Nerve Morphological Assessment from

Ultrasound Images. J. Imaging. 2024; 10:13.

1.1.1. Povijesne cinjenice

Sir James Paget 1854. godine prvi je opisao dva sluCaja kompresije medijanog Zivca na
zapeS¢u. Jedan je nastao zbog ozljede u kojoj se zica omotala oko zapeSc¢a, a drugi kao

posljedica frakture distalnog radijusa. U prvom je slucaju Paget amputirao Sake, a za drugi je



slucaj preporucio udlagu za zglob. Povezanost patologije RF-a i kompresije medijanog zivca
uocili su 1 Pierre Marie 1 Charles Foix 1913. godine. Oni su opisali rezultate obdukcije 80-
godisnjaka s obostranim CTS-om i predlozili da bi rezanje RF-a bilo primjereno lijecenje. Sir

James Learmonth 1933. godine prikazao je metodu dekompresije zivca na zapescu (3).

1.1.2. Epidemiologija bolesti i cimbenici rizika

Iako patogeneza joS uvijek nije u potpunosti razjasnjena, poznati su ¢imbenici rizika za razvoj
CTS-a. Prekomjerna tjelesna masa i starija Zivotna dob utje¢u na pojavu CTS-a. Cesce se javlja
u zena nego u muskaraca, §to bi moglo biti vezano za zapazanje da je karpalni tunel uzi u osoba
zenskog spola (4, 5). Edem ruku razli¢ite etiologije, npr. nakon mastektomije, uboda insekta
ili kardiokirurskih zahvata, moZe izazvati ovaj sindrom. Predisponiraju¢i ¢imbenici za nastanak
sindroma karpalnog tunela mogu biti i dugotrajni ponavljajuci pokreti u ru¢nom zglobu koji
mogu biti vezani za neka specificna zanimanja, kao $to su vozaci, daktilografi, poljoprivredni
djelatnici i sl. (6, 7). CTS sve se ¢esce javlja i u ljudi koji dugotrajno rade na racunalima iako
se jos uvijek ne moZe smatrati profesionalnom bolescu (8). Odredena medicinska stanja takoder
mogu utjecati na pojavljivanje CTS-a, kao §to su trudnoca, laktacija, menstrualni ciklus, oralna
kontracepcijska sredstva, menopauza, hemodijaliza, degenerativne promjene na zglobovima,
trauma ru¢nog zgloba, reumatoidni artritis, Se¢erna bolest, hipertireoidizam i akromegalija (9,

10). Procjenjuje se da 4-5 % svjetske populacije pati od ovog sindroma (4).

1.1.3. Etiopatogeneza bolesti

CTS kompresivna je neuropatija medijanog Zivca koja je histoloski povezana s neupalnom
fibrozom i zadebljanjem subsinovijalnog tkiva. Patogeneza CTS-a kompleksna je i ukljucuje
kompresiju 1 trakciju medijanog Zivca u podrucju karpalnog tunela i jo$ nije u potpunosti
razjaSnjena (11). U karpalnom tunelu dolazi do porasta tlaka, S§to dovodi do kompresije
vezivnog tkiva, oStecenja mikrocirkulacije 1 segmentne demijelinizacije medijanog Zivca. Te
promjene dovode do poremecaja lokalne intraneuralne cirkulacije i povecanja propusnosti
endoneuralnih kapilara uzrokuju¢i edem endoneuralnih prostora (12). Kompresija i epineuralna
adhezija dovode do ograni¢ene mobilnosti medijanog zivca te dolazi do oSte¢enja zivca zbog

ponavljane trakcije izazvane kretnjama ru¢nog zgloba. Kroni¢no povecanje tlaka u karpalnom



tunelu izaziva redistribuciju komprimiranog tkiva uz naknadno istezanje epineurija i
pridruzenih vaskularnih struktura stvarajuci edem u epineuriju, $to pridonosi nastanku edema

zivca (13).

1.1.4. Klasifikacije bolesti

CTS se prema etiologiji klasificira kao idiopatski (bez poznatog uzroka) ili sekundarni
(uzrokovan drugom bolesti). lako razne bolesti mogu biti povezane s CTS-om, najceSce
dijagnosticirani jest ipak idiopatski. CTS moze biti akutan i kroni¢an. Akutni CTS posljedica
je brzog i kontinuiranog porasta tlaka u karpalnom tunelu i naj¢esée je povezan s prijelomom
radijusa. Kako bi se izbjeglo trajno ostecenje zivca u akutnom CTS-u zbog prijeloma distalnog
radijusa, vazno ga je rano dijagnosticirati 1 lije€iti. Akutni CTS moZe biti povezan 1 s
opeklinama, koagulopatijom, lokalnom infekcijom te injekcijama. Kroni¢ni je oblik CTS-a
¢es¢i 1 njegovi simptomi mogu trajati mjesecima. Medutim, gotovo je polovica kroni¢nih
oblika CTS-a idiopatska, a u ostalim se slu¢ajevima moze utvrditi uzrok. Uzroci mogu biti
upalni (npr. tenosinovitis), tumori (npr. lipomi, hemangiomi, ciste), trauma (npr. iS¢aSenje
jedne od karpalnih kostiju) i anatomske anomalije (npr. zadebljani RF, koStane abnormalnosti),

kao 1 osteoartritis, reumatoidni artritis, amiloidoza i giht (1).

1.1.5. Klinicka slika i simptomi

Klini¢ki simptomi CTS-a kategoriziraju se u tri stadija. U prvom stadiju bolesnik se budi no¢u
uz parestezije 1 osjecaj otekline Sake koja nije vidljiva. Simptomi se javljaju prvenstveno u
podrucju inervacije medijanog Zivca, a to su prva tri prsta s palmarne strane i radijalna polovica
cetvrtog prsta. Nakon tre$nje ruke i promjene polozaja Sake simptomi nestaju. U drugom stadiju
bolesnik osjeca simptome 1 tijekom dana, a osobito pri ponavljanim kretnjama Sake 1 duljem
zadrzavanju Sake u istom poloZaju. Bol 1 parestezije iz zahvacenih prstiju mogu se Siriti
palmarnom stranom dlana prema ru¢nom zglobu i laktu. Tre¢i je stadij najtezi i javlja se kada
je vidljiva hipotrofija ili atrofija tenara uz simptome prvog i drugog stadija. Bolesniku su
oteZzane precizne radnje Sakom. Nakon izvjesnog vremena bolesnik primjecuje nespretnost
prilikom rada rukama i ispadanje predmeta iz ruku (14). U ovom stadiju CTS-a motorna su

vlakna medijanog Zzivca oSteéena, $to se ocCituje slabom abdukcijom i opozicijom palca.



Senzorna su ziv€ana vlakna osjetljivija na kompresiju od motornih ziv€anih vlakana i zato u
ranom stadiju CTS-a prevladavaju bol 1 parestezija Sake. Provociraju¢i ¢imbenici jesu drZanje
ruku, odnosno Sake u nepovoljnom polozaju za vrijeme lezanja, a to je stisnuta Saka flektirana
u ru¢nom zglobu, ponavljanje fleksije ru¢nog zgloba, podizanje ruku te voznja i telefoniranje

tijekom duljeg vremena (15, 16).

1.1.6. Dijagnoza

Dijagnoza se postavlja na temelju anamneze, klinickog pregleda, elektromioneurografije
(EMNGQG), ultrazvuka (UZ) i magnetske rezonancije (MR) (17). Uzima se ciljana anamneza o
subjektivnim tegobama bolesnika i radi detaljan klinicki pregled. Klini¢ki pregled ukljucuje
potpuni pregled gornjih ekstremiteta (misi¢no-kostani, neuroloski), kao i vratne kraljeznice te
ramenog obruca. Vazno je klinickim pregledom iskljuciti traumu ru€nog zgloba. Mnogi
klini¢ki testovi upotrebljavaju se u dijagnostici CTS-a, a najces¢e Tinelov test. Tinelov test
izvodi se perkusijom medijanog Zivca u ru¢nom zglobu u podrucju karpalnog tunela te je
pozitivan u slucaju pojave parestezija na Saci u inervacijskom podrucju zivca. Osim u
dijagnostici CTS-a, taj se test upotrebljava u procjeni regeneracije oStecenog perifernog Zivca.
Takoder, upotrebljava se i Phalenov test, koji podrazumijeva maksimalnu fleksiju rucnog
zgloba tijekom 60 sekunda te se procjenjuje pozitivhim ako se pojave parestezije i bol u
inervacijskom podruc¢ju medijanog zivca. Obrnuti Phalenov test, poznat kao Wormeserov test,
podrazumijeva maksimalnu ekstenziju Sake u ru¢nom zglobu nakon ¢ega se pojave parestezije
u inervacijskom podru¢ju medijanog Zivca tijekom 60 sekunda. Durkanov kompresijski test
izvodi se pritiskom palca na gornji rub RF-a tijekom 30 sekunda. Pozitivan je u slu¢aju pojave
parestezija u inervacijskom podru¢ju medijanog Zivca. Test podizanja ruke u zrak (engl. hand
elevation test) izvodi se podizanjem ruku iznad glave paralelno sa sagitalnom osi tijela u
trajanju od dvije minute. Pozitivan je ako se jave parestezije u Saci. Gilliatov test temelji se na
primjeni manzete tlakomjera koja se napuSe na vrijednost iznad sistolickog tlaka, a zatim se
ocita vrijeme proteklo do pojave parestezija na Saci. Jedan je od novijih testova Scratch
collapse, koji je prvi put opisan 2008. godine (18). Pri izvodenju tog testa ispitivac je ispred
bolesnika, bolesnikova je ruka u aduciranom poloZaju ramena, flektiranom u laktu i neutralnom
polozaju ru¢nog zgloba. Ispitiva¢ daje otpor abdukciji 1 vanjskoj rotaciji ramena bolesnika u
podrucju podlaktice obiju ruku. Zatim prstima lagano zagrebe podruc¢je kompresije medijanog

zivca ispitivane ruke i ponovno daje otpor u podrucju podlaktice obiju ruku. Test je pozitivan



ako bolesnik izgubi snagu nakon $to ispitiva¢ zagrebe ispitivanu ruku. Taj test ima znatno nizu
osjetljivost 1 specificnost od spomenutih (19, 20). ElektroneurofizioloSka je dijagnostika ,,zlatni
standard” u postavljanju dijagnoze CTS-a kako bi se odredilo tocno mjesto kompresije zivca i
kako bi se mogla postaviti indikacija za kirursSko lijecenje. Elektromioneurografija (EMNG)
sluzi za potvrdu anamnesticke 1 klinicke dijagnoze CTS-a te omogucuje dijagnosticiranje
drugih poremecaja povezanih s CTS-om, kao Sto su vratna radikulopatija, pleksopatije,
polineuropatije i lezije perifernih zivaca ruku. EMNG jednostavna je pretraga koju je potrebno
uciniti kod svake klini¢ke sumnje na CTS te prije kirurSke intervencije na oboljeloj Saci. Osim
elektroneurofizioloSkog ispitivanja, kao dodatna dijagnostika moZe posluziti pretraga
karpalnog tunela UZ-om i MR-om. UZ visoke rezolucije primjenjuje se za prikaz mekih tkiva
u karpalnom tunelu. To je dostupna, jeftina i neinvazivna metoda. Karpalni se tunel ultrazvu¢no
analizira u transverzalnoj i longitudinalnoj projekciji. MR prikazuje mekotkivne strukture te se
ne upotrebljava rutinski, ve¢ nakon neuspjeSnih kirurSkih zahvata u karpalnom tunelu
(dekompresija medijanog zivca) te nakon neuspjesnog dugotrajnog konzervativnog lijecenja i
rijetkih oblika idiopatskih CTS-a kojima nije moguée potvrditi dijagnozu navedenim
postupcima. Pretraga MR-om pokazuje uzrok kompresije i elongacije medijanog Zivca u

karpalnom tunelu (14, 21).

Slika 2. Phalenov test koji se upotrebljava u dijagnostici karpalnog tunela. (Preuzeto s mreZne

stranice https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=81666218)



1.1.7. Diferencijalna dijagnoza

Diferencijalna dijagnoza CTS-a ukljucuje razmatranje drugih stanja koja mogu uzrokovati
sli¢ne simptome u podrucju zgloba zapesc¢a. Upala tetiva fleksora (npr. tetiva fleksora palca)
moze prouzroCiti bol i ograni¢enje pokretljivosti u podrucju zgloba zapesca, Sto moze biti
sli¢no simptomima CTS-a (22). Isto tako, iako Dupuytrenova kontraktura (engl. Dupuytren’s
disease, DD) uglavnom utjeCe na palmarne fascije 1 prste, u rijetkim sluajevima moze se
pojaviti 1 kontrakcija tetiva u zglobu zapesc¢a, Sto moze oponasati simptome CTS-a. Teniski
lakat (lat. epicondylitis lateralis) stanje je koje uzrokuje bol 1 upalu u podrucju vanjskog dijela
lakta. Medutim, bol se moze prosiriti niz podlakticu i zahvatiti zglob zapesca, §to moze
oponasati simptome CTS-a. Ganglion benigna je cista koja se ¢esto formira u blizini zglobova,
ukljucujuéi zglob zapescéa. Te ciste mogu izazvati pritisak na zivce 1 uzrokovati simptome
slicne CTS-u. Reumatoidni artritis autoimuna je bolest koja moze utjecati na zglobove,
ukljucujuéi zglob zapeséa. Upala i oticanje zglobova mogu prouzrociti kompresiju medijanog
Zivca 1 oponasati simptome te bolesti. Medutim, da bi se iskljucile druge moguce dijagnoze i
postavila to¢na dijagnoza CTS-a, uzima se ciljana anamneza o subjektivnim tegobama
bolesnika, provodi se detaljni klinicki pregled i klinicki testovi koji se upotrebljavaju u

dijagnostici.

1.1.8. Lijecenje

Kasno prepoznavanje ovog sindroma dovodi do teZeg oSte¢enja Zivca, Sto utjece na uspjeSnost
lijeCenja. Bolesnicima koji imaju simptome blazeg i umjerenog CTS-a preporucuje se
neoperacijsko lijecenje, a u oStecenja teZeg stupnja preporucuje se operacijsko lijeenje (23).
Konzervativno lijecenje sastoji se od fizikalne terapije, imobilizacije ru¢nog zgloba, primjene
nesteroidnih protuupalnih lijekova i aplikacije kortikosteroidnih injekcija unutar karpalnog
tunela. Konzervativno je lijeenje ¢eSce i ukljuCuje primjenu ergonomskih mjera, odnosno
izbjegavanje repetitivnih kretnja u ru¢nom zglobu, kao i ortozu za ru¢ni zglob i to prvenstveno
nocu (24). Ortoza za rucni zglob najcesc¢a je konzervativna terapija koja se primjenjuje za blage
1 umjerene slucajeve CTS-a. Primjenjuje se tijekom no¢i najmanje tri mjeseca. Na ovaj nacin
sprjecava se fleksija rucnog zgloba, a time i pritisak na medijani Zivac. Upotreba ortoze
posebno se preporucuje u reverzibilnih oblika CTS-a te u trudnica. Ortoza je jednostavna za

primjenu, dobro se podnosi 1 moZze se kombinirati s drugim konzervativnim nacinima lijec¢enja.



Fizikalna terapija CTS-a ukljucuje terapijski ultrazvuk, magnetoterapiju, terapiju laserom niske
snage 1 primjenu analgetskih struja. Medikamentozno lijeCenje CTS-a ukljucuje primjenu
diuretika, nesteroidnih antireumatika, vitamina B6 i B12 te kortikosteroida (oralno ili lokalno).
Konzervativna terapija ublazava simptome CTS-a dva do Sest tjedana nakon primjene, a
maksimalna se ucinkovitost postize do tri mjeseca nakon terapije. Metoda izbora za
perzistentne oblike CTS-a, kao i one koji ne reagiraju na konzervativnu terapiju, operacijsko
je lijeCenje (25, 26). Operativnim lijeCenjem uklanja se mehanicka kompresija zivca u
karpalnom tunelu te se potpunim presijecanjem RF-a povecava volumen karpalnog tunela.
Dekompresija medijanog zivca provodi se u srednje teSkih i teskih stupnjeva oStecenja i ima
dobre dugorocne rezultate. Postoje tri kirurSke tehnike lijecenja i to tehnika ,,otvorenog polja”,
koja je najstarija i predstavlja ,,zlatni standard”, zatim tehnika ,,mini incizije”, koja je manje
invazivna i endoskopska tehnika. Tehnika ,,mini incizije” i endoskoska tehnika relativno su
nove tehnike. Tehnika ,,mini incizije” pokazala je bolji rezultat u ranijim fazama nakon
operacije. Endoskopska tehnika pokazala je manje ozljede miSi¢nog i1 koznog tkiva, ali ima
povecan rizik od ozljeda Zivca i ostalih struktura u karpalnom tunelu zbog slabije vidljivosti.
Medutim, pokazala je bolji ishod u usporedbi s objema otvorenim tehnikama nakon Cetiriju
tjedana od operacije. Prilikom operacije CTS-a primjenjuje se lokalna anestezija, intravenozna
regionalna ili rijetko opcéa anestezija. Poslijeoperacijski oporavak individualnog je tijeka, s
dobrom regresijom vecine tegoba odmah nakon operacije. Potpuna regresija tegoba moze
trajati 1 viSe mjeseci, stoga je u takvih bolesnika potrebno provesti poslijeoperacijsku
rehabilitaciju s fizikalnom terapijom. Americka akademija ortopedskih kirurga (engl.
American Academy of Orthopaedic Surgeons, AAOS) 2016. godine dala je snaznu preporuku
za operacijske tehnike bez obzira na vrstu tehnike, a od konzervativnih metoda lijecenja dala

je snaznu preporuku za ortozu za rucni zglob 1 lokalne kortikosteroidne injekcije.

1.2. Dupuytrenova kontraktura

DD fibroproliferativni je poremecaj palmarne fascije, koji karakterizira nemaligna
transformacija vezivnog tkiva u dlanu. DD zahvaca jedan ili viSe prstiju i to najceS¢e na
ulnarnoj strani dlana. Obi¢no su zahvaceni prstenjak 1 mali prst, zatim srednji prst, kaZiprst i
naposljetku palac. Bolest uzrokuje nastanak abnormalnog tkiva, koje se Siri u prste te dovodi
do ireverzibilne, trajne i progresivne kontrakture pri ¢emu se gubi funkcija Sake. Bolesnici prvo

primijete promjene na kozi dlana, koja postaje zadebljana, gubi svoju fleksibilnost, elasticnost



i mobilnost. Nakon toga, zbog promjena u strukturi fascije, $to je rezultat povecanog lucenja
kolagena, dolazi do pojave udubljenja (27, 28). Etiologija DD-a jo§ uvijek nije razjasnjena, ali
povezuje se s odredenim etioloskim ¢imbenicima kao §to su trauma, Sec¢erna bolest, epilepsija,

alkoholizam, pusenje i neuropatije (29).

1.2.1. Povijesne cinjenice

Bolest je opisana jos u 9. stolje¢u u populaciji Vikinga 1 pretpostavlja se da se njihovom
migracijom proSirila sjevernom Europom i Britanskim oto¢jem izmedu 9. i 13. stoljeca.
Guillianme Dupuytren je 1831. godine prvi opisao palmarnu fibromatozu dlana koja uzorkuje
savijanje prstiju, Sto moze dovesti do trajnog gubitka funkcije dlana. Premda je DD poznat
gotovo dva stoljeca s dobro utvrdenim patoloSkim promjenama, njegova etiologija jo$ uvijek

nije razjasnjena (29-31).

1.2.2. Epidemiologija i ¢imbenici rizika

Bolest je prisutna u svim dijelovima svijeta, ali s ve¢om ucestaloS¢u u populaciji sjeverne
Europe, S$to se moZe povezati s njihovim predcima vikin§kog podrijetla. NeSto je manja
ucestalost te bolesti u Japanu, Kini, Africi i Indiji (32-34). Postotak oboljele populacije
povecava se sa staroScu te se vrlo rijetko javlja u mlade populacije. Nastanak bolesti povezuje
se s akutnom ozljedom Sake, zapeS¢a 1 podlaktice. Traume mogu rezultirati malim
napuknuc¢ima palmarne fascije. U napuknuca palmarne fascije pokrece se proces zacjeljivanja,
a akutne ozljede ukljuc¢uju vaskularne mehanizme patogeneze. Muskarci obolijevaju 3-4 puta
ceS¢e nego zene, a jedno od mogucih objaSnjenja moglo bi biti vezano za ¢imbenike koji
pridonose razvoju DD-a. Cimbenici rizika jesu i $eéerna bolest, epilepsija, alkoholizam i
pusSenje (35-38). PusSenje 1 starenje dovode do mikroangiopatije i ishemije palmarne fascije.
Palmarna fascija zahva¢ena DD-om ima suzene kapilare okruZene zadebljalom bazalnom
membranom. Utjecaj alkohola na razvoj DD-a povezan je s pove¢anom pretvorbom enzima
ksantin-dehidrogenaze u enzim ksantin-oksidazu te s poveéanom razinom nusprodukata

metabolizma triglicerida i lipofosfatne kiseline.



1.2.3. Patofiziologija

U DD-u dolazi do proliferacije stanica pri ¢emu diferencijacijom fibroblasta u miofibroblaste
dolazi do stvaranja mogucnosti kontrakcije. Miofibroblasti sudjeluju u fibroproliferativnim
procesima poput zacjeljivanja rana, oporavka i remodeliranju tkiva. Imaju klju¢nu ulogu u DD-
u jer su odgovorni za stvaranje kontraktilne sile, odnosno skrac¢enja tkiva i nastanka trajne
kontrakture. Miofibroblasti imaju morfoloske osobitosti fibroblasta i1 glatkih misi¢nih stanica.
Razlikuju se od fibroblasta i glatkih miSi¢nih stanica u snopovima aktinskih mikrofilamenata,
koji su u miofibroblasta prisutni i orijentirani paralelno uz duz osi stanice. Imaju dobro razvijen
Golgijev aparat i endoplazmatsku mrezicu, ali nemaju vanjsku laminu. Sadrze specifi¢na
mjesta na membrani koja sluze za pri¢vrSivanje, a nazivaju se fibroneksusi. Nalaze se na

povrsini miofibroblasta u tkivu oboljelih od DD-a (39).

1.2.4. Stadiji razvoja Dupuytrenove kontrakture

Razvoj DD-a odvija se u trima stadijima. Prvi je proliferativna faza tijekom koje dolazi do
stvaranja ¢vorova fascije dlana i proliferacije fibroblasta. Bioloski je to najaktivnija faza. Drugi
je involutivna faza u kojoj se proliferirajuce stanice unutar ¢vorova pocinju mijenjati i razvijati.
Stanice fibroblasta diferenciraju se u miofibroblaste, stanice koje predstavljaju kljucnu
sastavnicu ¢vorova u DD-u i odgovorne su za kontraktilnu silu. U ¢vorovima se stanice
morfoloski mijenjaju u smjeru djelovanja kontrakcija u tkivu. Istovremeno dolazi i do
remodeliranja izvanstani¢énog matriksa. Broj stanica pocinje se smanjivati, a koli¢ina
izvanstanicnog kolagena u zahvacenom podrucju fascije znafajno se povecava. Vlakna
kolagena prodiru u obliznje koZno i potkoZno tkivo, a limfociti prodiru u oste¢eno podrucje.
Postupno se razvija kontraktura zahvacenih prstiju. Tre¢i je stadij rezidualna faza. Znacajke su
te faze nestanak ¢vorova te pojava relativno acelularnih snopova izgradenih od gusto pakiranih
kolagenih vlakana. U zahvacenim dijelovima fascije viSe nema miofibroblasta. Jedine stanice
prisutne u promijenjenom tkivu jesu fibrociti, koji su smjesteni izmedu gustih kolagenih

snopova (39—41).
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Slika 3. Patogeneza DD-a. (Preuzeto u izvornom obliku iz Lambi AG, Popoff SN, Benhaim P,
Barbe MF. Pharmacotherapies in Dupuytren Disease: Current and Novel Strategies. J Hand

Surg Am. 2023; 48:810-821.)

1.2.5. Simptomi

U ranoj fazi DD-a bolesnici ¢esto primjec¢uju male kvrZice ili ¢vorove u dlanu. Oni se mogu
osjetiti kao tvrda ili zadebljana podrucja ispod koze. Ti ¢vorovi obi¢no su bezbolni i mogu biti
asimptomatski. Napredovanjem bolesti moze do¢i do blage kontrakcije prstiju, $to znaci da se
prsti pocinju postupno savijati prema dlanu. Bolesnici mogu primijetiti smanjenje fleksibilnosti
1 ogranicenja u pokretljivosti prstiju. U daljnjem tijeku bolesti kontrakcija postaje izraZenija i
prsti se sve viSe savijaju prema dlanu. Bolesnici mogu imati poteSkoc¢e u ispravljanju prstiju i
otvaranju Sake. Kontrakcija moze znacajno ograniciti svakodnevne aktivnosti kao $to su
hvatanje predmeta ili pruzanje ruke. U zadnjem stadiju DD-a prsti su u potpunosti savijeni
prema dlanu, a otvaranje Sake postaje izuzetno tesko ili nemogucée. To moze uzrokovati

znacajno ogranicenje u funkcionalnosti ruke (31).
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1.2.6. Klinicka slika

DD moze se podijeliti u nekoliko stadija kako bi se bolje razumjela progresija i tezina bolesti.
Svaki stadij karakterizira odredeni stupanj fibroznih lezija, kontrakcija i simptoma. U ranoj fazi
bolesti, fleksibilnost prstiju obi¢no nije znacajno ogranicena. U proliferativnoj fazi bolest
pocinje napredovati, a fibrozne lezije postaju vece i formiraju trake u dlanu. Ove trake se mogu
protezati prema prstima. U ovoj fazi moze do¢i do blage kontrakcije prstiju, Sto dovodi do
smanjene fleksibilnosti i ogranicenja u pokretljivosti prstiju. Sljedeca je faza kontrakcijska faza
u kojoj kontrakcija postaje izrazenija i prsti se sve vise savijaju prema dlanu. Fibrozne trake
postaju deblje i ¢vrsce, stvaraju¢i nepokretnost u zglobovima prstiju. Pacijenti mogu imati
poteskoce u ispravljanju prstiju i otvaranju Sake. Posljednji stadij te bolesti oziljna je faza. U
toj fazi fibrozne trake postaju jo§ deblje 1 tvrde. Oziljno tkivo moZe se formirati oko savijenih
prstiju, Sto dodatno oteZava normalno upotrebu ruke. Medutim, progresija bolesti moze varirati
od osobe do osobe te neki bolesnici mogu ostati u ranijim stadijima bolesti tijekom duzeg

razdoblja, a drugi brze napreduju do narednih faza (31).

1.2.7. Dijagnoza

Dijagnoza DD-a temelji se na kliniCkom pregledu ruke i prstiju te karakteristiénim znakovima
1 simptomima bolesti. Uzima se detaljna osobna 1 obiteljska anamneza s obzirom na to da DD
ima genetsku predispoziciju. Provodi se detaljni klinicki pregled kako bi se identificirali tipi¢ni
znakovi bolesti, odnosno prisutnost ¢vori¢a (nodula) u palmarnoj fasciji, kontrakcija prstiju
(obicno cetvrtog i/ili petog prsta) 1 oZiljno tkivo. Isto tako, procjenjuje se opseg kontrakcije
prstiju, mjeri se kut kontrakcije 1 provjerava se pokretljivost zglobova. Upotrebljavaju se i
dodatne dijagnosticke metode, koje mogu biti korisne za procjenu stadija i progresije bolesti.
Za procjenu protoka krvi i detekciju vaskularnih promjena u tkivu ruke upotrebljava se Doppler
UZ. MR ili kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography, CT) mogu pruZiti
detaljniji prikaz struktura i tkiva u ruci i1 zapeséu, osobito ako postoji sumnja na komplikacije

ili druge patologije (42).

1.2.8. Diferencijalna dijagnoza

DD specifi¢na je bolest koja se karakterizira progresivnom kontrakcijom palmarne fascije, §to

rezultira otezanom pokretljivoséu prstiju. Medutim, postoje i druge stanja koja mogu
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uzrokovati sliéne simptome kontrakcije prstiju. Cvoraste izrasline na zglobovima prstiju (engl.
knuckle pads) mogu uzrokovati ograni¢enu pokretljivost zglobova. lako ne uzrokuju
kontrakciju fascije kao u DD-u, mogu imati slicne simptome ograni¢ene pokretljivosti.
Reumatoidni artritis autoimuna je bolest koja uzrokuje upalu zglobova. U nekim slucajevima
moze dovesti do kontrakcije zglobova prstiju 1 ograni¢ene pokretljivosti. Kontrakcija prstiju
slicna DD-u moze se pojaviti i u drugih stanja, poput epilepsije, dijabetesa, sindroma stecene
imunodeficijencije i nasljednih metabolickih poremecaja. Diferencijalna dijagnoza DD-a
ukljucuje temeljit klinicki pregled, osobnu anamnezu, obiteljsku anamnezu, rendgenske
snimke i u odredenim slucajevima histopatolosku analizu tkiva, §to je nuzno za postavljanje

tocne dijagnoze i planiranje odgovarajuceg lijecenja (39).

1.2.9. Lijecenje

U lije¢enju te bolesti upotrebljavaju se injekcije kolagenaze. Kolagenaza enzim je koji
razgraduje kolagenska vlakna, koja uzrokuju kontrakciju. Injekcija kolagenaze u oziljno tkivo
DD-a moze pomo¢i u razgradnji oziljnog tkiva i poboljSanju pokretljivosti prstiju. U nekim
slucajevima kortikosteroidne injekcije upotrebljavaju se za smanjenje upale i ublaZzavanje
simptoma. Medutim, one obi¢no ne utjeCu na samu bolest. NoSenje ortoza moze pomoci u
odrZavanju ispravne pozicije prstiju i smanjenju kontrakcije. U teZim slu¢ajevima DD-a, kada
kontrakcija prstiju znac¢ajno ometa svakodnevne aktivnosti, preporucuje se kirurski zahvat, koji
je osnovna metoda lijeCenja. KirurSkom obradom odstranjuju se zahvaceni dijelovi fascije
dlana, ali se ne moZe osigurati potpuno izljecenje, kao ni sprijeciti pojavu recidiva. Postoje
razli¢ite tehnike kirurSkog lijecenja, ukljuCujuéi otvorenu fasciektomiju, palmarnu
fasciektomiju, subkutane fasciektomije i druge. Cilj je kirurSkog zahvata ukloniti oZiljno tkivo
i obnoviti normalnu pokretljivost prstiju. Otvorena fasciektomija tradicionalna je tehnika koja
se koristi za uklanjanje oZiljnog tkiva i1 oslobadanje kontrakcije. Kirurg napravi rez na dlanu
kako bi pristupio zahvacenim podrucjima i odstranio oZiljno tkivo. MoZe se izvesti kao
jednostavna ili kompleksna, ovisno o opsegu kontrakcije. Palmarna fasciektomija ukljucuje
uklanjanje oziljnog tkiva koje je prisutno u palmarnom dijelu ruke. Kirurg izvodi rezove i
uklanja oziljno tkivo kako bi oslobodio prste i poboljSao pokretljivost. Subkutana fasciektomija
ukljucuje uklanjanje oZiljnog tkiva ispod koZe ruke. Izvodi se niz rezova i pazljivo uklanja
oziljno tkivo kako bi se vratila normalna pokretljivost prstiju. Dermatofasciektomija

sveobuhvatnija je metoda koja ukljucuje uklanjanje svih slojeva ozZiljnog tkiva, ukljucujuci
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kozu i potkozno tkivo. Nakon uklanjanja oziljnog tkiva moze biti potrebna rekonstrukcija koze,
poput presadivanja koze ili primjene koznih reznjeva kako bi se popravile oSte¢ene povrsine.
Upotrebljava se u lije¢enju opetovanih kontraktura, kao i u bolesnika s brzim razvojem bolesti.
Postoje 1 minimalno invazivne metode, poput perkutane iglene fasciektomije, koje rabe igle ili
instrumente za rjeSavanje oziljnog tkiva malim probodima na kozi. Te tehnike mogu biti manje
invazivne 1 imaju krace vrijeme oporavka. Kirursko lijeCenje DD-a moze donijeti poboljSanje
pokretljivosti prstiju i olakSati svakodnevne aktivnosti. Medutim, postoperativna rehabilitacija

i fizioterapija obi¢no su potrebni kako bi se postigao najbolji moguci rezultat (43).

Slika 4. Predoperacijsko markiranje. Fotografija je autorovo djelo.
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Slika 5. Odizanje koznih flapova. Fotografija je autorovo djelo.

Slika 6. Prikaz trake zahva¢ene Dupuytrenovom bolesti. Fotografija je autorovo djelo.
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Slika 7. Stanje nakon rekonstrukcije rane. Fotografija je autorovo djelo.

1.2.10. Tijek i prognoza bolesti

U ranim stadijima bolesti, kada simptomi nisu izraZeni i funkcionalnost ruke nije znacajno
pogodena, moguce je samo pratiti napredovanje bolesti bez aktivnog lijeCenja. Medutim,
progresija bolesti moZe varirati od osobe do osobe te neki bolesnici mogu ostati u ranijim
stadijima bolesti tijekom duzeg vremena, a drugi brze napreduju do kasnijih faza. Ovisno o
sloZenosti 1 opsegu kirurS§kog zahvata, razdoblje oporavka moze varirati. Svaka metoda
lijeCenja ima svoje prednosti i nedostatke, a odabir odgovarajué¢e metode ovisi o individualnim

karakteristikama bolesnika i napredovanju bolesti (43).
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1.3. Fibroza

Fibroza je progresivni proces stvaranja oziljaka koji proizlaze iz ostec¢enja tkiva ili upala.
Posljedica oStecenja tkiva razvoj je upalne reakcije koju posreduju makrofazi, epitelne stanice
1 stanice imunoloskog odgovora. One u zahvac¢enom podrucju stvaraju i izlucuju profibroti¢ne
citokine 1 kemokine, koji aktiviraju stanice fibroblasta i uzrokuju njihovu diferencijaciju u
miofibroblaste te poticu stvaranje i odlaganje izvanstani¢nog matriksa (kao Sto su kolagen i
fibronektin). Izvanstani¢ni matriks regulira stanicno ponaSanje utjeCuc¢i na proliferaciju,
prezivljavanje, oblik, migraciju i diferencijaciju stanica. Izvanstani¢ni matriks mijenja se
procesima razgradnje i ponovne izgradnje, osobito tijekom normalnog razvoja, diferencijacije
i zarastanja rane. Poremecaji u homeostazi matriksa mogu pridonijeti razvoju razlicitih bolesti.
Nepravilna regulacija procesa kasne faze zarastanja dovodi do poremecaja apoptoze
miofibroblasta i razgradnje izvanstani¢nog matriksa te razvoja kroni¢ne ireverzibilne fibroze.
Razvoju progresivne fibroti¢ne bolesti pridonose i nasljedni genetski poremecaji (mutacije
MUCSB u pluénoj fibrozi, MYH7 u sréanoj fibrozi, i DMD u Duchennovoj mi$i¢noj distrofiji
— pridruzenoj skeletnomisi¢noj fibrozi) (44), trajne infekcije, ponovljena izloZenost toksinima
i nadrazuju¢im tvarima te kroni¢ne autoimunime bolesti (45). Profibroti¢ni biljezi igraju vaznu
ulogu u procesima fibroze 1 odgovorni su za stvaranje oZiljnog tkiva i promicanje fibroticnih
promjena u razli€itim organima i tkivima. Prekomjerna aktivacija profibroti¢nih biljega i

¢imbenika proliferacije moZe pridonijeti razvoju fibroti¢nih bolesti i 0Ziljnog tkiva.
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Slika 8. Molekularni mehanizam nastanka fibroze. (Preuzeto i prilagodeno iz Shi X, Young
CD, Zhou H, Wang XJ. Transforming Growth Factor-f3 Signaling in Fibrotic Diseases and
Cancer-Associated Fibroblasts. Biomolecules. 2020; 10:1666.)

1.3.1. Transformirajuci cimbenik rasta f

Transformirajuc¢i ¢imbenik rasta 8 (engl. transforming growth factor f, TGF-p) citokin je koji
sudjeluje u razli¢itim procesima tijekom embrionalnog razvoja i u odrasloj dobi. Omogucuje
tkivno-specificnu kontrolu stani¢ne proliferacije, diferencijacije, adhezije, migracije, apoptoze
i sinteze komponenata izvanstani¢nog matriksa kojima odrzava homeostazu razvoja razli¢itih
tipova tkiva. Porodica proteina TGF-f u ljudi ukljucuje trideset i tri gena koji kodiraju

homodimere ili heterodimere. Clanovi porodice dobili su razli¢ita imena na temelju povijesti
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njihove molekularne identifikacije, a ukljuCuju aktivine, koStane morfogenetske proteine,
¢imbenike diferencijacije rasta, antimiillerov hormon, nodal te TGF-f (46). Do danas su
poznata tri izomera TGF-f, koji se sastoje od TGF-B1, TGF-2 i TGF-B3. Oni dijele slicnu
bioloski aktivnu regiju i vezu se na isti tip I i tip II receptorskog kompleksa TGF-f. U ljudi je
utvrdeno da je TGF-B1 najzastupljenija izoforma koja je izrazena u vecini stanica (47). Taj je
¢imbenik imunomodulatorni citokin i nuZan je za diferencijaciju imunosnih stanica, njihovih
subpopulacija i odgovora. Njegovo djelovanje primarno je usmjereno na T-limfocite i steCeni
imunosni odgovor. TGF-B1 potice proliferaciju fibroblasta i stvaranje izvanstani¢nog matriksa,
Sto dovodi do nastanka oziljnog tkiva. Takoder ima ulogu u angiogenezi i odrzavanju
cjelovitosti stijenke krvne Zile (48). Osim u bolestima vezivnog tkiva i fibrozi, danas se taj
¢imbenik posebno istrazuje u sklopu tumorigeneze te je dokazano njegovo dvojako djelovanje.
U ranim fazama malignosti TGF-f1 djeluje kao tumor supresor i igra klju¢nu ulogu u
uklanjanju malignih stanica smanjujuci stani¢nu proliferaciju i diferencijaciju te tako pokrece
proces apoptoze. Nakon toga TGF-f1 u uznapredovalom stadiju malignosti potice
tumorigenezu pojaCavanjem stanicne transformacije, poticanjem epitelno mezenhimalne
tranzicije 1 nastajanja metastaza (49). TGF-P potiCe izrazaj ¢imbenika rasta vezivnog tkiva
(engl. connective tissue growth factor, CTGF), proteina izvanstanicnog matriksa, na nekoj
razini, kao §to su stimulacija komponenti izvanstanicnog matriksa, proliferacija fibroblasta,
osteoblasta i astrocita, zacjeljivanje rana i fibroza (50, 51). Signalne molekule ukljucene u
komunikaciju i integraciju u¢inaka TGF-f-a 1 CTGF-a brojne su 1 razli€ite, a ovise o staniénom

tipu te fizioloSkom ili patoloskom procesu koji se dogada (51).

1.3.2. Cimbenik rasta vezivnog tkiva

CTGF protein je izvanstanicnog matriksa. Gen za humani CTGF smjeSten je na Sestom
kromosomu. Taj mitogeni profibroti¢ni citokin potice endotelno mezenhimalnu tranziciju te
modificira razli¢ite ¢imbenike rasta i citokine, a izlucuju ga fibroblasti nakon aktivacije TGF-
B-om (52). Kljucni je ¢imbenik u nastanku fibroze, a ujedno je vaZan za stani¢nu migraciju,
proliferaciju, angiogenezu, cijeljenje rana, remodeliranje matriksa 1 upalu. CTGF veze se na
razliCite stani¢ne receptore, ukljucujuci receptore za integrin i sindekane, a takoder veze
¢imbenike rasta 1 proteine medustani¢ne tvari. Smatra se da medudjelovanje CTGF-a s
razli¢itim molekulama, ukljucujuéi citokine i Cimbenike rasta te receptore i proteine

izvanstani¢nog matriksa, mijenja putove provodenja signala u kojima one sudjeluju, Sto
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rezultira promjenama stanicnog odgovora. Rezultat te promjene signalizacije je promjena u
stanicnom prianjanju, vaskularnoj propusnosti, diferencijaciji, formiranju i aktiviranju
miofibroblasta te talozenju i pregradnji medustani¢ne tvari. CTGF potie stvaranje
miofibroblasta transdiferencijacijom iz drugih stanica, ukljucujuéi epitelne stanice, endotelne
stanice, fibroblaste ili fibrocite (53). Smatra se da CTGF sudjeluje s TGF-B-om u odrzavanju
fibroze 1 u povecanoj proizvodnji medustani¢ne tvari (54). Remodeliranje tkiva u krvnim
zilama moze dovesti do lokalne hipertenzije 1 hipoksije koja izaziva pojacan izrazaj CTGF-a.
Na taj se nacin uspostavlja pozitivna povratna sprega koja dovodi do sve veceg remodeliranja
tkiva. CTGF poti¢e 1 izrazaj raznih citokina poput TGF-B-a i vaskularnog endotelnog
¢imbenika rasta, koji potiCu veéi izrazaj CTGF-a (55). Prekomjerni izrazaj CTGF-a u
fibroblastima potice fibrozu u dermisu, bubrezima i plu¢ima. Jak izrazaj CTGF-a uocen je u
ranom razvoju kosStanog, krvozilnog i ziv€anog sustava, a u patoloskim uvjetima CTGF-a

inducira izrazaj ranih upalnih posrednika (53).

1.3.3. Receptori fibroblastnih cimbenika rasta

Fibroblastni ¢imbenici rasta (engl. fibroblast growth factor, FGF) spadaju u veliku porodicu
polipeptidnih ¢imbenika rasta. Svi FGF-ovi jesu monomerni proteini koji reagiraju s
proteoglikanom heparan sulfatom te se s njim vezu na Cetiri razlicita receptora fibroblastnih
C¢imbenika rasta (engl. fibroblast growth factor receptor, FGFR) induciraju¢i njihovu
dimerizaciju 1 aktiviraju¢i unutarstanicne signale (56). FGF geni rasprostranjeni su Sirom
genoma. Tijekom embrionalnog razvoja imaju razlicite uloge u regulaciji proliferacije stanica,
migraciji i diferencijaciji, a u odraslom su organizmu homeostatski ¢imbenici te imaju funkciju
u obnovi tkiva 1 odgovoru na ozljede. FGF-ovi su grupirani prema biokemijskim i razvojnim
svojstvima u sedam porodica koje se mogu podijeliti na intrakrine, parakrine i endokrine
molekule (57). Potporodice FGF-a imaju sli¢an uzorak, ali jedinstvena mjesta izrazaja. Neki
geni FGF-a izraZeni su isklju€ivo tijekom embrionalnog razvoja, a drugi su prisutni i u

embrionalnom i odraslom tkivu (58).

FGFR-ovi jesu receptori tirozin kinaze s ¢etirima ¢lanovima porodice, FGFR1, 2, 3 i 4, koji se
aktiviraju vezivanjem na jedan od 22 poznata FGF liganda. Jednom kad su aktivirani, receptori
signaliziraju razliitim signalnim putovima u unutras$njost stanice. Aktivacija je povezana s
razli¢itim bioloskim odgovorima, ukljucuju¢i proliferaciju, diferencijaciju, migraciju te

inhibiciju apoptoze. FGFR-ovi su izrazeni u mnogim tkivima embrija u razvoju, gdje poti¢u
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njihov rast i sazrijevanje. Njihov izrazaj ¢esto se zadrzava i u odrasloj dobi. Aktivacija FGFR-
a na endotelnim stanicama promice angiogenezu, uglavnom preko FGFR1 posredovane
proliferacije. FGFR2 ima vaznu ulogu u razvoju embrija i popravku tkiva, osobito kostiju i
krvnih zila. Povecani izrazaj FGFR1 i FGFR2 moze poticati proliferaciju fibroblasta, stvaranje
viska izvanstanicnog matriksa 1 stvaranje oziljnog tkiva. Promijenjen izrazaj FGFR-ova
povezan je s mnogim bolestima, a moze pridonijeti i fibrozi (59). l FGFR1 i FGFR2 pridonose
angiogenezi, FGFR1 proliferacijom endotela i glatkog misi¢a, a FGFR2 poticanjem stani¢nog

motiliteta (60).

1.3.4. Sindekan-1

Sindekani su transmembranski heparan-sulfat proteoglikani, koji sudjeluju u kontroli stani¢ne
proliferacije, diferencijacije, adhezije i migracije. Porodica sindekana ima cetiri ¢lana koji su
podijeljeni u dvije podskupine. Jednu podskupinu sacinjavaju sindekan 1 i 3, a drugu sindekan
2 1 4. Svi ¢lanovi porodice sindekana imaju egzona 1 razlikuju se u duZini egzona 3. Svi su
gradeni od triju domena i to izvanstani¢ne, hidrofobne transmembranske i unutarstani¢ne (61).
Izvanstani¢na domena, funkcioniraju¢i kao koreceptor, omogucuje interakciju sindekana s
izvanstanicnim komponentama 1 topljivim ¢imbenicima rasta, kao §to su FGF, vaskularni
endotelni ¢imbenik rasta, TGF-f, fibronektin i antitrombin-1. Nakon aktivacije receptora
¢imbenika rasta sindekani omogucuju adheziju izvanstani¢nog matriksa i stanica te se veZu za
strukturalni matriks graden od kolagena I, III, V, fibronektina, trombospondina i tenascina
preko heparin sulfat lanca. Clanovi obitelji sindekana izraZeni su na razli¢itim stanicama i
tkivima. Sindekan-1 nalazi se na fibroblastima i epitelnim stanicama, a posebno je izrazen u
keratinocitima. U zrelom tkivu pojafano je izraZzen u oroZzenom epitelu, fibroblastima,
keratinocitima i endotelnim stanicama. Sindekan-1 sudjeluje u proliferaciji, programiranoj
stani¢noj smrti, stani¢no-stani¢noj komunikaciji i adheziji stanica. Sindekan-1 veze brojne
¢imbenike rasta te se moZe povezati s drugim transmembranskim receptorima, kao $to su
FGFR, i doprinositi internalizaciji kompleksa ligand-receptor (62). Izrazenost sindekana-1
ispitivana je i u razli¢itth tumora, ali jo§ uvijek nije potpuno jasna njegova uloga u
transformaciji zdrave stanice u tumorsku. Njegova izraZzenost smanjena je tijekom maligne
transformacije razlicitih karcinoma, ukljucuju¢i hepatocelularni karcinom, karcinom debelog
crijeva, mezoteliom 1 karcinom pluéa malih stanica. Smanjena izraZenost povezana je s

histoloSkim stupnjem diferencijacije tumora plocastih stanica, a najniza je izrazenost u slabo
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diferenciranim tumorima. Povecana izrazenost sindekana-1 povezuje se s boljom prognozom
u spomenutim tumorima (63, 64). Povecani izrazaj sindekana-1 moZze povecati adheziju

fibroblasta na oziljno tkivo i poticati fibrozu.

1.3.5. Ki-67

Ki-67 protein je velike molekularne mase 1 jedan je od najceSc¢e koriStenih proliferacijskih
biljega. Prvotno je otkriven kao antigen u stani¢noj jezgri Hodgkinova limfoma, a ime je dobio
po protutijelu koje se vezalo na njega. Ki po Sveucilistu u Kielu (Kiel University), gdje je
protutijelo razvijeno, a 67 prema rednom broju u mikrotitarskim plo¢icama (65). Kao protein
je izrazen u jezgri stanica u svim aktivnim fazama stani¢nog ciklusa (66), ali nije prisutan u
stanicama koje su u GO fazi mirovanja. Izrazaj Ki-67 zapocinje u G1 fazi stani¢nog ciklusa i
pojacava se se tijekom S, G2 1 M faze. Tijekom mitoze dolazi do fosforilacije i defosforilacije
tog proteina, a njegovu izrazajnost reguliraju proteaze (67). Ki-67 nalazi se u jezgrici u zoni
koja se naziva gustom fibrilarnom komponentom jezgrice (68). Lokalizacija Ki-67 unutar te
zone, gdje se odvija kasna faza sinteze ribosomalne RNK, upucuje na vaznost Ki-67 u sintezi
ribosoma tijekom diobe stanice. Zastupljenost Ki-67 u odredenim fazama stani¢nog ciklusa
regulira precizan sustav sinteze i razgradnje. lako funkcija Ki-67 nije u potpunosti razjasnjena,
jasno je da je Ki-67 presudan u procesu stanicne proliferacije, a $to je dokazano inhibicijom
proliferacije nakon uklanjanja proteina Ki-67 (67). Protein Ki-67 pouzdaniji je biljeg
proliferacije od mitotskog indeksa jer se mitotskim indeksom otkrivaju stanice samo u M fazi,
a uz pomo¢ Ki-67 biljeze se stanice u svim fazama stani¢nog ciklusa (69). Tijekom rane G1
faze, Ki-67 lociran je na ekstranukleolarnim regijama koje sadrZavaju centromeru i satelitski
DNK, pa se pretpostavlja da Ki-67 sudjeluje u procesu organizacije DNK-a (70). Dokazano je
da Ki-67 ima sposobnost vezanja za RNK 1 DNK te ulazi u kompleksne interakcije s drugim
proteinima, §to moZe upucivati na to da Ki-67 ima strukturalnu ulogu unutar jezgrice (68). Ki-
67 upotrebljava se kao biljeg proliferacije u brojnim tumorima, ali njegov povecan izraZzaj moze
upucivati i na povecanu proliferaciju fibroblasta i aktivnost diobe stanica u procesu fibroze i

stvaranja oziljnog tkiva.
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1.3.6. Fibroza u DD-u

Fibroza je slozen bioloski proces koji ukljucuje akutni upalni odgovor. Fibroza i upala dva su
medusobno povezana stanja s brojnim mehanizmima koji se medusobno preklapaju. Tri
specifi¢na tipa stanica: makrofazi, pomo¢ni T-limfociti i miofibroblasti imaju vaznu ulogu u
reguliranju tih procesa. Miofibroblasti posjeduju sposobnost aktivnog poticanja upalnog
odgovora pojacavajuéi fibrozne procese (71). DD dijelom je posljedica nekontroliranog
imunoloskog odgovora zbog prodora imunoloskih stanica u ¢vorove tijekom ranog stadija
razvoja bolesti gdje izlucuju velike koli¢ine razlicitih citokina, kemokina i ¢imbenika rasta,
osobito TGF-, koji regulira aktivnost fibroblasta. Jedna od glavnih karakteristika DD-a jest
prekomjerno nakupljanje i proliferacija kolagena u ¢vorovima palmarne fascije. Osim toga,
dolazi i do promjene u tipu kolagena. Osnovni kolagen u zdravoj palmarnoj fasciji jest kolagen
tip I iako zdrava fascija moze sadrzavati i manje koli¢ine kolagena tip IIl. Tijekom razvoja
bolesti dolazi do promjene u vrsti kolagena, pa tako oboljela fascija sadrzi veéu kolicinu
kolagena IIT u odnosu na kolagen I, a to remeti kolagensku strukturu tkiva. Pri tome se zdrave
stanice kontinuirano zamjenjuju promijenjenim stanicama. Takvi procesi u stanicama izravno
se manifestiraju u izvanstanicnom matriksu, $to uzrokuje stalno povecanje kontraktilne sile
zbog koje se savijaju prsti 1 gubi funkcija Sake. Izvanstani¢ni matriks ¢ine miofibroblasti,
fibronektin, laminin I te kolageni IV i VI (72). Dokazano je i da TGF-B snaZno potice izrazaj

kolagena u stanicama izoliranim iz fascije oboljelih od DD-a (73).

1.3.7. Fibroza u CTS-u

Fibroza subsinovijalnog vezivnog tkiva u bolesnika s CTS-om sve se viSe prepoznaje kao vazan
element patofiziologije sindroma karpalnog tunela. PatofizioloS8ki mehanizmi oStecenja
medijanog Zivca u sindromu karpalnog tunela ukljucuju povecanje tlaka u karpalnom tunelu,
oste¢enje mikrocirkulacije medijanog Zivca, kompresiju vezivnog tkiva medijanog Zivca i
hipertrofiju sinovijalnog tkiva (12). Kompresija medijanog Zivca u sindromu karpalnog tunela
dovodi do lokaliziranih intraneuralnih cirkulacijskih promjena i edema endoneuralnih prostora
te do posljedicne hipoksije, zadebljanja stijenki krvnih zila uz povecanu endoneuralnu
vaskularnu permeabilnost i edem. Kroni¢no povecanje tlaka u karpalnom tunelu izaziva
redistribuciju komprimiranog tkiva uz naknadno istezanje epineurija i vaskularnih struktura,
stvaraju¢i edem u epineuriju 1 nastanak edema Zivca (13). Novija otkri¢a predlazu da je glavni

patoloski nalaz idiopatskog CTS-a neupalna fibroza subsinovijalnog vezivnog tkiva koje
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okruzuje tetive fleksora. Povecanje gustoCe fibroblasta i veli¢ine kolagenih vlakana te

vaskularna proliferacija su glavne promjene nadene u tom tipu bolesti (74).
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2. HIPOTEZA
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Pojacani izrazaj ¢imbenika FGFR1, FGFR2, CTGF, TGF-p i sindekana-1 ima ulogu u razvoju
fibroze vezivnog tkiva u bolesnika s DD-om i CTS-om. Pocetne promjene u izrazaju ¢cimbenika

bit ¢e prisutne i u makroskopski nezahva¢enim dijelovima palmarne fascije.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj istrazivanja jest primjenom imunofluorescencijskih metoda u palmarnoj fasciji i RF-u
oboljelih od CTS-a i DD-a usporediti prostornu raspodjelu 1 moguc¢u ulogu proliferacijskih i

fibroti¢nih ¢imbenika u razvoju bolesti tako da ¢e se izmedu skupina analizirati sljedece:

1. Utvrditi izrazaj ¢cimbenika FGFR1, FGFR2, CTGF, TGF-p, sindekana-1 i Ki-67 u vezivhom
tkivu oboljelih od CTS-a i DD-a.

2. Utvrditi izrazaj gena FGFRI i FGFR2 u vezivnom tkivu oboljelih od CTS-a i DD-a.
3. Utvrditi medudjelovanje ¢imbenika FGFR1, FGFR2, CTGF, TGF-B, sindekana-1 i Ki-67.

4. Razmotriti povezanost pojacanog izrazaja profibroticnih ¢imbenika s razvojem fibroze

vezivnog tkiva u CTS-u i DD-u.
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4. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA
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4.1. Ispitanici

Sve protokole ovog istrazivanja je odobrilo Povjerenstvo za etiku i lijekove Klinickog
bolnickog centra (KBC) u Splitu (urudzbeni broj: 2181-147-01/06/M.S.-20-02), a sve u skladu
s Helsinskom deklaracijom 1 drugim relevantnim propisima i smjernicama. Uzorci su
prikupljani od ozujka 2021. do ozujka 2022. godine. U istrazivanje je ukljuceno 15 ispitanika
s DD-om i 15 ispitanika s CTS-om, starijih od 18 godina, s primarnom prezentacijom bolesti,
koji se lijeCe na Zavodu za plasti¢nu, rekonstruktivnu i estetsku kirurgiju i opekline KBC-a u
Splitu i na kojima je provedena kirurSka intervencija kao dio rutinskog lijeCenja. Svi su
ispitanici prije pocetka istrazivanja potpisali informirani pristanak da se njihova tkiva koriste
u istrazivanju, a svi su im provedeni postupci i dodatno verbalno objasnjeni prije potpisivanja.
Kiriteriji iskljucenja bili su prisutnost pridruZzene upalne reumatske bolesti, prethodna terapija
glukokortikoidima ili drugim lijekovima koji mogu modificirati tijek bolesti te recidivi DD-a,

odnosno CTS-a.

4.2. Bojenje uzoraka

Uzorci palmarne fascije i fleksornog retinakuluma dobiveni su tijekom rutinskih kirurSkih
zahvata na Zavodu za plasti¢nu kirurgiju KBC-a u Splitu 1 podijeljeni su u cCetiri skupine:
palmarna fascija bolesnika s CTS-om (kontrolni uzorci), fleksorni retinakulum bolesnika s
CTS-om, fibrozne vrpce bolesnika s DD-om 1 klinicki nezahvaéena palmarna fascija uz
fibrozne vrpce bolesnika s DD-om. Svaka skupina sadrZavala je 15 uzoraka, $to je dovoljna
veli¢ina uzorka prema Meadovoj jednadzbi resursa. Svi uzorci prosli su identi¢ne pocetne
korake obrade: fiksaciju u 4 % otopini paraformaldehida u fosfatom-puferiranoj fizioloskoj
otopini (engl. phosphate-buffered saline, PBS), dehidraciju u otopinama etanola rastuce
koncentracije (do 100 % etanola), prosvjetljivanje u otopinama toluena, infiltraciju
rastopljenim parafinom u pecnici, uklapanje hladenjem na sobnoj temperaturi, uklanjanje viska
parafina, rezanje serijskih presjeka debljine 5 pm mikrotomima i postavljanje rezova na
stakalca. Nakon toga tkiva su se deparafinizirala u ksilenu i rehidrirala u stupnjevanim
otopinama vode 1 etanola kako bi se pripremila za bojenje hematoksilinom 1 eozinom (HE),
trikromno bojenje po Malloryju (MTC) ili imunofluorescencijsko bojenje (IF). Za HE bojenje,
uzorci su bili uronjeni u otopinu hemalauna na 10 minuta i potom su se isprali destiliranom
vodom. Nakon toga fiksirani su u vruc¢oj vodi. Otopina eozina nanijela se na 10 minuta i isprala

destiliranom vodom. Uzorci su ponovno dehidrirani stupnjevanim otopinama etanola i
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podvrgnuti u tri kruga obrade u otopinama ksilena. Na kraju uzorci su se prekrili kanadskim
balzamom. Za MTC bojenje uzorci tkiva podvrgnuli su se postfiksaciji Bouinovim fiksativom
u vodenoj kupelji na 60 °C tijekom jednog sata. Nakon toga primijenio se kiseli fuksin 3 do 5
minuta, zatim fosfomolibdenska kiselina 5 minuta, nakon ¢ega je uslijedila kombinacija anilin
plave i orange G boje 10 minuta. Otopine stupnjevanog alkohola i ksilena upotrijebile su se za
dehidraciju prije prekrivanja uzoraka kanadskim balzamom. Za IF bojenje oslobadanje
antigena provelo se zagrijavanjem uzoraka na 95 °C tijekom 30 minuta u citratnom puferu (pH
6,0). Uzorci su se zatim ostavili da se ohlade na sobnu temperaturu i isprali su se u PBS-u.
Kako bi se sprijecilo nespecificno bojenje, pufer za blokiranje proteina (Protein Block
ab64226, Abcam, Cambridge, UK) primijenio se 20 minuta u vlaznoj komori, nakon ¢ega je
uslijedila inkubacija s kombinacijom primarnih protutijela preko no¢i u vlaznoj komori (tablica
1). Uzorci su se potom dva puta isprali u PBS-u, a inkubacija s odgovaraju¢im sekundarnim
protutijelima provela se na sat vremena u vlaznoj komori (tablica 1). Uzorci su prosli kroz tri
kruga ispiranja u PBS-u te je DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) bio primijenjen na 2 minute
da bi obojao jezgre. Nakon ispiranja preparata s destiliranom vodom stakalca su se osusila na
zraku 1 pokrila pokrovnim stakalcima s medijem za montiranje (ImmuMount, Thermo
Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Izostavljanje primarnih protutijela iz protokola rezultiralo je
nedostatkom specificnog bojenja i upotrijebilo se kao kontrola za specifi¢nost bojenja. Uzorci
su pregledani fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX61, Olympus Corporation, Tokio,
Japan), a mikrografovi su snimljeni montiranom digitalnom kamerom (Nikon Ri-D2, Nikon

Corporation, Tokio, Japan).
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Tablica 1. Protutijela upotrijebljena u istrazivanju

protutijelo domacdin kategorijski broj razrjedenje izvor
Sigma-Aldrich, Inc., St.
Anti-Ki-67 kuni¢ AB9260 1:300
Louis, SAD
Santa Cruz
Flg (C-15) )
kuni¢ sc-121 1:25 Biotechnology, Texas,
(Anti-FGFR1)
SAD
Santa Cruz
Bek (C-17) .
= kuni¢ sc-122 1:50 Biotechnology, Texas,
£ (Anti-FGFR?2)
s SAD
£
2 Santa Cruz
Anti-CTGF koza sc-14939 1:50 Biotechnology, Texas,
SAD
Anti-TGF-f kuni¢ ab215715 1:100  Abcam, Cambridge, UK
Anti-Syndecan-1 mis ab34164 1:75 Abcam, Cambridge, UK
DAKO, Glostrup,
Anti-o-SMA mi$ MO0851 1:300
Denmark
Alexa Fluor®488 Jackson Immuno
AffiniPure Anti-  magarac 705-545-003 1:400  Research Laboratories,
Goat1gG (H+ L) Ely, UK
g Alexa Fluor®488 Jackson Immuno
'§ AffiniPure Anti-  magarac 711-545-152 1:400  Research Laboratories,
= .
é Rabbit1gG (H + L) Ely, UK
Rhodamine Red™-X Jackson Immuno
AffiniPure Anti-  magarac 715-295-151 1:400  Research Laboratories,
Mouse I1gG (H+ L) Ely, UK
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4.3. Kvantitativna lancana reakcija polimeraze reverzne transkripcije

Izrazaj FGFRI i FGFR2 gena u promatranim skupinama uzoraka testirao se kvantitativnom
lancanom reakcijom polimeraze reverzne transkripcije (engl. reverse transcriptase quantitative
polymerase chain reaction, RT-qPCR). Izolacija RNA-a provela se prema protokolu Invitrogen
s PureLink™ FFPE RNA Isolation kitom (kat. br. K156002, Invitrogen, Waltham, MA, SAD).
Digestija DNA-a provela se DNaz-om I prema uputama proizvodaca (kat. br. 18068015
Invitrogen, Waltham, MA, SAD). Vrijednost opticke gustoe procjenila se UV
spektrofotometrom. Reverzna transkripcija provela se s 2 pug mRNA kitom za reverznu
transkripciju cDNA-a visokog kapaciteta prema uputama proizvodaca (kat. br. 4368814,
Applied Biosystems, Waltham, MA, SAD). Master mjeSavina sadrzavala je cDNA, odabrane
prednje i1 obrnute pocetnice, SYBR green i vodu bez nukleaza, a negativna je kontrola
sadrzavala sve komponente master mjeSavine osim cDNA-a. Upotrijebljene su se sljedece

pocetnice:

FGFRI prednja pocetnica  5’-CGCCCCTGTACCTGGAGATCATCA-3’
FGFRI obrnuta pocetnica  5’-TTGGTACCACTCTTCATCTT-3’

FGFR?2 prednja pocetnica  5’-GCCTGGAAGAGAAAAGGAGATTAC-3’
FGFR?2 obrnuta pocetnica  5’-GGATGACTGTTACCACCATACA-3’

Svi su uzorci napravljeni u duplikatima, a GAPDH 1 PPIA upotrijebljeni su kao endogeni
kontrolni geni. Analiza uzoraka provela se koriStenjem BioRad CFX96 Real-Time sustavom

(C1000 Touch Thermal Cycle).

4.4. Analiza podataka

Brojenje pojedinacnih stanica upotrijebilo se za kvantificiranje imunofluorescencijskog
izrazaja (prostornog izrazaja) Ki-67, sindekana-1, FGFR1, FGFR2, CTGF i TGF-f u krvnim
zilama, vezivnom tkivu i Zlijjezdama znojnicama navedenih uzoraka. Nakon morfoloske analize
za odredivanje kvalitete tkiva za kvantifikaciju se upotrijebilo 10 najreprezentativnijih uzoraka
po analiziranoj skupini. Za svaki analizirani protein preklopila se slika bojenja specifi¢nog
proteina s odgovaraju¢om slikom nuklearnog DAPI bojenja koristeci se opcijom layer u Adobe

Photoshopu (Adobe, San Jose, SAD). Preklopljene slike otvorile su se u softveru ImageJ (NIH,
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Bethesda, SAD) te se izbrojilo 100 stanica odredenog tipa i oznacilo alatom Multipoint za svaki
analizirani uzorak. Zatim se izbrijalo koliko je od 100 oznacenih stanica pokazalo pozitivno
bojenje za analizirani protein i izracunao se relativni postotak pozitivnih stanica, koji se
upotrijebio za daljnju statisticku analizu. Samo se nuklearno bojenje smatralo pozitivnim za
Ki-67, a membransko se i/ili citoplazmatsko bojenje smatralo pozitivnim za ostale analizirane
proteine. Izbrojilo se tocno 100 stanica po vrsti stanice u svakom uzorku kako bi se smanjio
utjecaj varijabilnosti i heterogenosti uzoraka na rezultate. Nakon analize BioRad CFX96 Real-
Time sustavom ocitavala se vrijednosti ispitivanih gena u uzorcima i negativnim kontrolama.
Potom se izrazaj gena u uzorcima normalizirao prema negativnim kontrolama i normalizirane

su se vrijednosti upotrijebile u daljnjoj statistickoj analizi.

4.5. Statisticka obrada podataka

Normalnost distribucije podataka testirala se D’Agostino—Pearsonovim testom normalnosti.
Statisticka znacajnost razlike u izrazaju promatranih ¢imbenika odredila se jednosmjernom
analizom varijancije (engl. analysis of variance, ANOV A) i Tukeyjeva post hoc testa, odnosno
Welch ANOVA-e i Dunnetova T3 post hoc testa ako su standardne devijacije izmedu
promatranih skupina bile znacajno razlicite. Statisticka znacajnost postavila se na p <0,05. Za
izraun  veli¢ine  uzorka  koriSten je  program na = mreznoj stranici
https://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/n2. Za izracun se sluzilo podatcima iz pilot-pokusa
na 10 uzoraka koji su dobiveni analizom mikrografa i izraCunom postotka endotelnih stanica
pozitivnih na Ki-67, sa sljede¢im parametrima: mul = 19,85; mu2 = 47.8; sigma = 15,21;
power = 80 %; p = 0,05; za Sto je dobivena najmanja potrebna veli¢ina uzorka po skupini n =
5. S obzirom na to da se za kvantifikaciju izraZaja upotrijebilo 10 uzoraka po skupini, veli¢ina

uzorka je primjerena. StatistiCka znacajnost postavljena je na p <0,05.
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5. REZULTATI
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5.1. HE bojenje

Bojenje uzoraka HE-om pokazalo je da je zdrava palmarna fascija (kontrolni uzorak) pretezno
gradena od neformiranog gustog vezivnog tkiva, a podrucja rahlog vezivnog tkiva sadrzavala
su krvne Zile 1 male Zivce (slika 9a). RF bolesnika s CTS-om pokazao je gusce zbijene snopove
kolagenih vlakana (koja mjestimi¢no pokazuju paralelnu orijentaciju), a krvne zile i naslage
fibrinogena karakterizirale su podruc¢ja rahlog vezivnog tkiva (slika 9b). U makroskopski
neizmijenjenoj palmarnoj fasciji bolesnika s DD-om (engl. Dupuytren’s Disease unaffected
fascia, DUF) prevladavalo je gusto vezivno tkivo s podru¢jima rahlog vezivnog tkiva uocenog
oko krvnih zila (slika 9c). Tracci palmarne fascije zahvaéene DD-om (engl. Dupuytren’s
Disease affected fascia, DAF) pokazivali su jako celularno, gusto vezivno tkivo koje okruzuje
otoCi¢e rahlog vezivnog tkiva s krvnim zilama, adipocitima i dijelovima ekrinih Zlijezda

znojnica (slika 9d).
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Slika 9. HE bojenje vezivnog tkiva bolesnika oboljelih od CTS-a i DD-a. Pravokutnici

oznacuju podrucje prikazano na ve¢em povecanju na sljedecoj slici. Kontrolni uzorci zdravih
palmarnih fascija (CTRL) sastoje se od gustog vezivnog tkiva (dct) sa snopovima kolagenih
vlakana (cf) s fibroblastima (f) i podru¢jima rahlog vezivnog tkiva (Ict) u kojem su krvne Zile
(v) 1 zivci (n) (a); u RF-u bolesnika s CTS-om gusto vezivno tkivo (dct) ima gusée zbijena
kolagena vlakna (cf) koja su razdvojena podruc¢jima rahlog vezivnog tkiva (Ict) s krvnim zilama
(v) i naslagama fibrinogena (fd) (b); makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s
DD-om (DUF) prikazuje podrucja gustog vezivnog tkiva (dct) s debelim nitima kolagenih
vlakana (cf), odvojena podruc¢jima rahlog vezivnog tkiva (Ict) koja sadrze krvne Zile (v) (c);
uzorci palmarne fascije zahva¢ene DD-om (DAF) pokazuju velika podrucja gustog vezivnog
tkiva (dct) koja sadrze gusta kolagena vlakna (cf) s mnogo fibroblasta (f), a odvojena su rahlim
vezivnim tkivom (lct) sa krvnim Zilama (v) 1 adipocitima (a); na pojedinim mjestima vidljivi

su kanali (d) i sekretorni dijelovi (s) zlijezda znojnica (d); 1. stupac, x40 ukupno povecanje,
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mjerilo 200 um; 2. stupac, x100 ukupno povecanje, mjerilo 100 um; 3. stupac, x200 ukupno

povecanje, mjerilo 50 um; 4. stupac, x400 ukupno povecanje, mjerilo 20 um.

5.2. MTC bojenje

MTC bojenje upotrijebljeno je za oznacivanje podrucja gustog vezivnog tkiva prikazanih
tamnoplavim bojenjem vlakana kolagena tipa I, s podrucja rahlog vezivnog tkiva bojila su se
svjetlijom plavom bojom. Izgled tkiva kontrolnih uzoraka odgovarao je onim opisanim HE
metodom (slika 10a). U usporedbi s kontrolom, MTC bojenje prikazalo je podruc¢ja gusce
zbijenih kolagenih vlakana u RF-u, ¢ak i u dijelovima oko krvnih zila (slika 10b). Uzorci DUF-
e opcenito su sadrzavali gu$ca, tamnoplavo obojena vlakna, $to je uo€eno u podrucjimai gustog
i rahlog vezivnog tkiva s krvnim zilama (slika 10c). U usporedbi s DUF-om, u uzorcima DAF-
a neke krvne zile i dijelovi Zlijezda znojnica bili su okruzeni vrpcama fibroti¢nog tkiva koje se
sastoji od gusto zbijenih kolagenih vlakana, a druge krvne Zile bile su smjeStene unutar manje

gusto zbijenih otoc¢i¢a rahlog vezivnog tkiva (slika 10d).
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Slika 10. MTC bojenje vezivnog tkiva bolesnika oboljelih od CTS-a i DD-a. Pravokutnici

oznacuju podrucje prikazano na ve¢em povecanju na sljedecoj slici. Uzorci zdrave palmarne
fascije pokazuju tamno plavo obojenje kolagenih vlakana (cf) u gustom vezivnom tkivu (dct),
sa svjetlijim plavim podru¢jima rahlog vezivnog tkiva (Ict) koja sadrze krvne zile (v) i
fibroblaste (f) (a); RF bolesnika s CTS-om sadrzi viSe podru¢ja tamnije obojenog gustog
vezivnog tkiva sa snopovima kolagenih vlakana, a u podrucjima rahlog vezivnog tkiva prisutne
su krvne Zile (b); makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s DD-om (DUF)
takoder sadrzi podrucja gustog vezivnog tkiva koje se uglavnom sastoji od kolagenih vlakana
i podrucja rahlog veziva s krvnim zilama. Neka podrucja rahlog vezivnog tkiva boje se tamnije
plavim (zvjezdice), Sto oznacava gusce pakiranje kolagena (c¢); u uzorcima zahvac¢ene palmarne
fascije bolesnika s DD-om (DAF), tamnoplavo bojenje kolagenskih vlakana karakterizira
podrucja gustog i rahlog vezivno tkivo, koje okruzuje krvne zile, adipocite (a), sekrecijske

dijelove (s) i izvodne kanale (d) Zlijezda znojnica (d); 1. stupac, x40 ukupno povecanje, mjerilo
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200 pum; 2. stupac, x100 ukupno povecanje, mjerilo 100 um; 3. stupac, x200 ukupno povecanje,

mjerilo 50 um; 4. stupac, x400 ukupno povecanje, mjerilo 20 um.

5.3. Proliferacija stanica krvnih zila i vezivnog tkiva — izrazaj Ki-67 1 a-SMA

Proliferacijski biljeg Ki-67 prikazuje se kao zrnato zeleno obojenje jezgre unutar stijenka
krvnih Zila te u okolnom vezivnom tkivu svih analiziranih uzoraka (slika 11a, e, i, m). U
glatkim miSiénim stanicama stijenke krvne Zile bio je prisutan a-SMA (slika 11b, f, j, n), a sve
stani¢ne jezgre bile su prikazane DAPI bojenjem (slika 11c, g, k, 0). Spajanjem slika otkrivene
su stanice s nuklearnim Ki-67 bojenjem, tj. proliferirajuce stanice (Slika 11d, h, 1, p). U
kontrolnim uzorcima (CTRL), kolokalizacija Ki-67 (slika 11a), a-SMA-a (slika 11b) i DAPI-
ja (slika 11c) uocena je u endotelnim i glatkim miSi¢nim stanicama stijenka krvnih Zila te
povremeno u okolnim stanicama vezivnog tkiva (slika 11d). U bolesnika a CTS-om, Ki-67
bojenje (slika 11e) bilo je kolokalizirano s a-SMA-om (slika 11f) i DAPI bojenjem (slika 11g)
u endotelnim 1 glatkim miSi¢nim stanicama krvnih zila i u stanicama vezivnog tkiva (slika 11h).
U uzorcima DUF-a u endotelu krvnih zila i u nekoliko stanica vezivnog tkiva uocen je povecani
broj stanica koje istovremeno izrazavaju Ki-67 (slika 111), a-SMA (slika 11j) i DAPI nuklearno
bojenje (slika 11k) (slika 111). U usporedbi s DUF-om, u DAF uzorcima istovremeni izraZaj
proliferiraju¢ih Ki-67 pozitivnih stanica (slika 11m), a-SMA-a (slika 11n) i DAPI-ja (slika
110) vidljiv je u endotelnim i glatkim miSiénim stanicama krvnih Zila. Neke stanice vezivnog

tkiva takoder su pokazale nuklearno obojenje Ki-67 (slika 11p).

Endotelne stanice kontrolnih uzoraka pokazale su znacajno manju stopu proliferacije (19,85 %
+ 14,01 %) u usporedbi s endotelnim stanicama DUF (32,82 % +15,65 %; p = 0,013) i DAF
uzoraka (47,80 % £ 15,21 %; p < 0,0001). Endotelne stanice DAF uzoraka imale su znac¢ajno
vecu stopu proliferacije nego DUF uzorci (p = 0,003). Vaskularne glatke miSi¢ne stanice
kontrolnih uzoraka takoder su pokazale znacajno manju stopu proliferacije (20,85 % + 12,93
%) uusporedbi s vaskularnim glatkim misi¢nim stanicama DUF (32,59 % 16,24 %; p = 0,035)
i DAF uzoraka (40,73 % + 16,29 %; p = 0,001). Nije bilo znacajnih razlika izmedu kontrolnih
1 CTS uzoraka (slika 11q). Dodatno, stopa proliferacije stanica vezivnog tkiva kontrolnih
uzoraka (17,41 % = 5,32 %) bila je znacajno niza u usporedbi s DUF (33,25 % + 7,96 %; p =
0,001) i DAF (28,17 % £ 9,95 %; p = 0,009) uzorcima. Nije bilo razlike izmedu kontrolnih 1
CTS uzoraka (slika 11r).
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Slika 11. Kolokalizacija Ki-67 1 a-SMA-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od CTS-a i
DD-a. CTRL — palmarna fascija bolesnika s CTS-om (a—d); RF — fleksorni retinakulum
bolesnika s CTS-om (e-h); DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s
DD-om (i-1); DAF —klinicki zahva¢ena palmarna fascija bolesnika s DD-om (m—p). Nuklearni

izrazaj Ki-67 (a, d, e, h, i, I, m, p) prisutan je u krvnim Zilama (strelice) 1 stanicama okolnog
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vezivnog tkiva (vrhovi strelica); a-SMA bojenje prikazuje presjeke kroz krvne zile (b, f, j, n).
DAPI bojenje prikazuje sve stani¢ne jezgre (¢, g, k, 0). Dvostruko imunofluorescencijsko
bojenje na Ki-67, a-SMA-u i DAPI-ju, x1000 ukupno povecanje, mjerilo 50 um. Grafikoni
prikazuju statisti¢ki znacajnu razliku u stopi proliferacije za krvne Zile (q) i stanice vezivnog
tkiva (r). Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,

ek p <0,001.

5.4. Kolokalizacija FGFR1-a 1 a-SMA-a u krvnim Zilama i1 okolnom vezivnom tkivu

U kontrolnim uzorcima slabi izrazaj FGFR 1-a mogao se uociti u endotelnim i glatkim misi¢énim
stanicama stijenka krvnih Zila, a nedostajao je u vecini stanica vezivnog tkiva (slika 12a); a-
SMA bojenje prikazalo je glatke miSi¢ne stanice u brojnim presjecima kroz stijenke krvnih Zila
(slika 12b), a DAPI bojenje pokazalo je jezgre svih struktura (slika 12c, g, k, o). Na
preklopljenim slikama moglo se uociti samo nekoliko glatkomiSiénih stanica krvnih zila i
stanica vezivnog tkiva koje su pokazivale umjereni izrazaj FGFR1-a (slika 12d). Suprotno,
tkivo bolesnika s CTS-om pokazalo je slab izrazaj FGFR1-a u stijenkama krvnih Zila, a jaki
izraZaj viden je u nekim stanicama vezivnog tkiva i unutar fibrinogenskih naslaga (slika 12e).
Krvne Zile prikazane su intenzivnim a-SMA bojenjem (slika 12f), a stani¢ne jezgre bile su
DAPI pozitivne (slika 12g). Preklopljena slika prikazala je najjacu kolokalizaciju FGFR1-a i
a-SMA-a u stijenci krvnih Zila (slika 12h). U uzorcima DUF-a najjaci izraZaj uocen je u nekim
endotelnim stanicama, a slabi je izraZaj bio u glatkim miSi¢nim stanicama krvnih Zila (slika
121); a-SMA bojenje prikazuje glatki miSi¢ Zila (slika 12j), a jezgre su bile DAPI pozitivne
(slika 12k). Spajanjem slika pokazalo se da nema preklapanja izraZzaja FGFR1-a 1 a-SMA-a u
miSi¢nom sloju Zile (slika 121). U usporedbi s DUF-om, DAF uzorci sadrzavali su krvne Zile s
umjerenim do jakim izrazajem FGFR1-a u vecini endotelnih stanica i slabim izrazajem u
misSi¢nim stijenkama, a podrucja s umjerenim izraZzajem uocena su u okolnom vezivnom tkivu
(slika 12m). U krvnim Zilama a-SMA bojenje prikazalo je glatke miSi¢ne stanice (slika 12n), a
DAPI bojenje prikazalo je jezgre (slika 120). Preklapanjem slika pokazalo se da je najjaci
izrazaj FGFR1-a bio u endotelnim stanicama, a glatke miSi¢ne stanice 1 stanice vezivnog tkiva

pokazale su slabiji izrazaj (slika 12p).

Izrazaj FGFR1-a u krvnim Zilama kontrolnih uzoraka (8,10 % + 2,51 %) bio je zna¢ajno nizi u
usporedbi s uzorcima DUF-a (21,30 % £ 7,70 %; p = 0,002) i DAF-a (14,90 % + 2,42 %; p <

0,0001). Izrazaj FGFR1-a u stanicama vezivnog tkiva takoder je bio zna¢ajno nizi u kontrolnim
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uzorcima (11,40 % £ 3,10 %) u usporedbi s uzorcima DUF-a (32,80 % + 7,96 %; p < 0,0001)
i DAF-a (20,70 % % 6,06 %; p = 0,005). Izrazaj FGFR1-a u stanicama vezivnog tkiva DUF
uzoraka bila je znacajna vise nego u stanicama istog tkiva DAF uzoraka (p = 0,008) i krvnim
zilama DUF uzoraka (p = 0,016). Nije bilo znacajne razlike izmedu kontrolnih i uzoraka CTS-

a (slika 12q).
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Slika 12. Kolokalizacija FGFR1-a i a-SMA-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od CTS-a
1 DD-a. CTRL — palmarna fascija bolesnika s CTS-om (a—d); RF — fleksorni retinakulum
bolesnika s CTS-om (e—h); DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s
DD-om (i-1); DAF — klinicki zahvacena palmarna fascija bolesnika s DD-om (m—p). Izrazaj

FGFR1-a (a, d, e, h, i, I, m, p) vidi se u krvnim zilama (strelice) 1 okolnim stanicama vezivnog



tkiva (vrhovi strelica); bojenje a-SMA-a prikazuje presjeke kroz krvne Zile (b, f, j, n). DAPI
bojenje prikazuje sve stani¢ne jezgre (c, g, k, 0). Umetci (i—p) otkrivaju distribuciju bojenja
FGFR1-a u krvnim zilama. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na FGFR1-u, a-SMA-u
i DAPI-ju, x400 ukupno povecanje, mjerilo 100 pm. Grafikon prikazuje statisticki znacajne
razlike u izrazaju FGFR1-a u stanicama krvnih Zila i vezivnog tkiva (q). Znacajnost razlika

oznacena je zvjezdicama; * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p <0,0001.

5.5. Kolokalizacija FGFR2-a 1 a-SMA-a u krvnim Zilama i1 okolnom vezivnom tkivu

U kontrolnim uzorcima umjereni do jaki izrazaj FGFR2-a bio je vidljiv u endotelu i glatkim
misi¢nim stanicama stijenka krvnih zila, kao 1 u nekim stanicama vezivnog tkiva (slika 13a);
a-SMA bojenje prikazalo je glatke miSi¢ne stanice u stijenkama krvnih zila (slika 13b), a DAPI
bojenje prikazalo je sve jezgre (slika 13c, g, k, o). Preklapanjem slika uocila se kolokalizacija
FGFR2-a i a-SMA-a u stijenci krvnih zila (slika 13d). Slabi do umjeren izrazaj FGFR2-a
primijecen je u vecini stanica krvnih zila CTS-a te u stanicama vezivnog tkiva, koji je takoder
sadrzavao naslage fibrina (slika 13e). Presijeci kroz krvne Zile prikazani su a-SMA bojenjem
(slika 13f), a jezgre su prikazane DAPI bojenjem (slika 13g). Preklapanjem slika uocila se
kolokalizacija FGFR2-a 1 a-SMA-a u krvnim Zilama 1 to veéinom u glatkim miSi¢nim
stanicama (slika 13h). U usporedbi s kontrolnim uzorcima izrazaj FGFR2-a bio je mnogo jaci
u stijenkama krvnih Zila i okolnim stanicama vezivnog tkiva DUF uzoraka (slika 13i). Nekoliko
je krvnih zila prikazano snaznim a-SMA bojenjem (slika 13j), a DAPI je bojao sve stani¢ne
jezgre (slika 13k). Preklapanjem slika otkriveno je da je najjaca kolokalizacija FGFR2-a 1 a-
SMA-a bila u stijenkama krvnih Zila (slika 131). U DAF uzorcima jaki izrazaj FGFR2-a bio je
prisutan u stijenci krvne Zile i nekim stanicama vezivnog tkiva (slika 13m); a-SMA bojenje
pokazalo je jaki izrazaj u glatkim miSi¢ima krvnih zila i endotelu (slika 13n). Preklapanjem
slika uocila se najjaca kolokalizacija FGFR2-a 1 a-SMA-a u glatkim miSi¢nim stanicama krvnih
zila (slika 13p). Izrazaj FGFR2-a u krvnim Zilama kontrolnih uzoraka (20,50 % + 7,74 %) bio
je znacajno veci u odnosu na CTS uzorke (8,90 % + 3,00 %; p = 0,005), a bio je znacajno nizi
nego u DUF (42,90 % + 11,41 %; p = 0,001) i DAF uzorcima (31,60 % + 5,32 %; p = 0,010).
Izrazaj FGFR2-a u stanicama vezivnog tkiva bio je takoder znacajno veci u kontrolnim
uzorcima (20,20 % + 10,49 %) u odnosu na CTS uzorke (9,10 % + 2,08 %; p = 0,044), a
znacajno nizi u usporedbi s DUF (45,20 % = 11,40 %; p = 0,0004) i DAF uzorcima (33,10 %
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+ 8,57 %; p = 0,044). Nije bilo znacajne razlike u izraZzaju FGFR2-a izmedu DUF i DAF

uzoraka (slika 13q).
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Slika 13. Kolokalizacija FGFR2-a i a-SMA-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od CTS-a
1 DD-a. CTRL — palmarna fascija bolesnika s CTS-om (a—d); RF — fleksorni retinakulum
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bolesnika s CTS-om (e—h); DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s
DD-om (i-1); DAF — klinicki zahvacena palmarna fascija bolesnika s DD-om (m—p). Izrazaj
FGFR2-a (a, d, e, h, i, I, m, p) vidi se u krvnim zilama (strelice) i stanicama okolnog vezivnog
tkiva (vrhovi strelica); bojenje a-SMA-a prikazuje presjeke kroz krvne Zile (b, f, j, n). DAPI
bojenje prikazuje sve stanicne jezgre (c, g, k, 0). Umetci (i—p) otkrivaju distribuciju FGFR2
bojenja u krvnim zilama. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na FGFR1-u, a-SMA-u i
DAPI-ju, x400 ukupno povecanje, mjerilo 100 um. Grafikon prikazuje statisticki znacajne
razlike u izrazaju FGFR2-a u stanicama krvnih zila i vezivnog tkiva (q). Znacajnost razlika

oznacena je zvjezdicama; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <0,001.

5.6. Kolokalizacija CTGF-a i a-SMA-a u krvnim Zilama 1 okolnom vezivnom tkivu

Slabi do umjereni izrazaj CTGF-a bio je prisutan na unutarnjoj povrsini (endotelu) vecine
krvnih zila, a pojedine stanice i vlakna vezivnog tkiva pokazale su jaki izrazaj u kontrolnim
uzorcima (slika 14a); a-SMA bojenje prikazalo je viSestruke poprecne presjeke krvnih Zila
(slika 14b), a DAPI bojenje je prikazalo sve jezgre (slika 14c). Preklapanjem slika uocila se
odsutnost kolokalizacije CTGF-a 1 a-SMA-a u miS$i¢nom dijelu krvnih Zila (slika 14d). U
uzorcima CTS-a, slabi izrazaj CTGF-a mogao se vidjeti u stijenci krvnih Zila i povremeno u
nekim podru¢jima okolnog vezivnog tkiva. Prije spomenute naslage takoder su bile prisutne,
posebno oko debelih stijenka krvnih Zila (slika 14e); a-SMA bojenje prikazalo je glatke
miSi¢ne stanice Zila (slika 14f), a DAPI je obojio sve stani¢ne jezgre (slika 14f). Preklopljena
slika prikazuje umjerenu kolokalizaciju CTGF-a 1 a-SMA-a u odredenim miSi¢nim stanicama
krvnih Zzila (slika 14h). U usporedbi s CTS-om, u uzorcima DUF-a, umjereni do jaki izrazaj
CTGF-a bio je vidljiv u stijenkama krvnih Zila i u okolnom vezivnom tkivu (slika 14i).
Visestruki poprecni presjeci krvnih Zzila prikazani su o-SMA bojenjem (slika 14;).
Preklapanjem slika (slika 14i-k) uocila se kolokalizacija CTGF-a i a-SMA-a u glatkim
misSi¢ima krvnih Zila (slika 141). U uzorcima DAF- slabi do umjeren izrazaj CTGF-a uocen je
kroz cijeli vaskularni zid, a umjereni je do jaki izraZaj bio prisutan u stanicama vezivnog tkiva
(slika 14m); a-SMA bojenje prikazalo je miSi¢ne stanice Zila (slika 14n), a DAPI bojenje bilo
je prisutno u svima stani¢nim jezgrama (slika 140). Preklopljena slika pokazuje kolokalizaciju

CTGF-ai a-SMA-a u glatkim miSi¢nim stanicama zila (slika 14p).
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Izrazaj CTGF-a u krvnim zilama kontrolnih uzoraka (4,70% =+ 3,47%) bio je znacajno nizi u
usporedbi sa uzorcima CTS-a (9,80% + 3,46%; p=10,023), DUF (20,20% £ 5,16%; p < 0,0001),
te DAF uzorcima (13,20% + 3,36%; p = 0,0002).

Izrazaj CTGF-a u stanicama vezivnog tkiva takoder je bio znacajno nizi u kontrolnim uzorcima
(9,30 % =+ 4,47 %) u usporedbi s uzorcima DUF-a (19,40 % = 4,06 %; p = 0,0003) i DAF-a
(14,20 % £ 2,15 %; p = 0,044). Izrazaj CTGF-a bio je ve¢i u DUF nego u DAF uzorcima, kako
u krvnim zilama (p = 0,015), tako i u stanicama vezivnog tkiva (p = 0,017). Nije bilo znacajne

razlike u izrazaju CTGF-a izmedu stanica vezivnog tkiva kontrolnih i CTS uzoraka (slika 14q).

48



9 ‘ r e ‘ 1 = blood vessels
]
2 G - e— 1 connective tissue cells
2 T —
'E | —
o 20
w +
o r— 1
© 10
-
2 L lm
R
0 T T T T
CTRL CTS DUF DAF

sample group

Slika 14. Kolokalizacija CTGF-a i a-SMA-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od CTS-a i
DD-a. CTRL — palmarna fascija bolesnika s CTS-om (a—d); RF — fleksorni retinakulum
bolesnika s CTS-om (e—h); DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s
DD-om (i-1); DAF — klini¢ki zahvacena palmarna fascija bolesnika s DD-om (m—p). Izrazaj

CTGF-a (a, d, e, h, i, I, m, p) vidi se u krvnim zilama (strelice) i okolnim stanicama vezivnog



tkiva (vrhovi strelica); a-SMA bojenje prikazuje presjeke kroz krvne Zile (b, f, j, n). DAPI
bojenje prikazuje sve stanicne jezgre (c, g, k, o). Umetci (e—p) otkrivaju distribuciju CTGF
bojenja u krvnim Zilama. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na FGFR1-u, a-SMA-u i
DAPI-ju, x400 ukupno povecanje, mjerilo 100 um. Grafikon prikazuje statisticki znacajne
razlike u izrazaju CTGF-a u stanicama krvnih zila 1 vezivnog tkiva (q). Znacajnost razlika

oznacena je zvjezdicama; * p < 0,05, *** p < 0,001, **** p <0,0001.

5.7. 1zrazaj sindekana-1 u ekrinim Zlijjezdama znojnicama

U kontrolnim uzorcima samo nekoliko stanica sekretornih dijelova ekrinih zlijezda znojnica
pokazalo je slabi do umjereni zrnati izrazaj sindekana-1 (slika 15a), a u uzoraka DAF-a jaki
zrnati 1 membranski izrazaj sindekana-1 bio je prisutan u vecini stanica (slika 15c). Kanali
zlijezda znojnica kontrolnih uzoraka pokazali su jaki ili umjereni membranski izrazaj
sindekana-1 u vecini stanica (lika 15b), a kanali zlijezda u uzorcima DAF-a pokazali su samo
umjereni izrazaj u staniénim membranama (slika 15d). Sekretorni dijelovi u kontrolnim
uzorcima imali su prosjecno 19,54 % + 4,01 % pozitivnih stanica, Sto je znacajno niZze u
usporedbi sa kanalima zlijezda kontrolnog uzorka sa 60,70 % =+ 6,02 % pozitivnih stanica (p <
0,0001) i sekretornim dijelovima uzorka DAF-a s 46,92 % + 5,99 % pozitivnih stanica (p <
0,0001). Sekretorni dijelovi DAF uzoraka imali su znac¢ajno manje pozitivnih stanica u
usporedbi s kanalima uzoraka DAF-a sa 63,00 % + 4,19 % pozitivnih stanica (p < 0,0001). Nije

bilo statisticki znacajne razlike izmedu Zljezdanih kanala kontrole i DAF uzoraka (slika 151).
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Slika 15. IzraZzaj sindekana-1 i kolokalizacija Ki-67 1 a-SMA-a u ekrinim Zlijjezdama
znojnicama zdravih kontrola i bolesnika oboljelih od DD-a. CTRL — normalna koza zdravih
osoba (a, b, e, f); DAF — klini¢ki zahvacena palmarna fascija bolesnika s DD-om (c, d, g, h).
Izrazaj sindekana-1 vidi se u stanicama sekretornih dijelova (a, ¢) i kanala (b, d) ekrinih Zlijezda
znojnica (strelice). Nuklearni Ki-67 izrazaj takoder se vidi u stanicama sekretornih dijelova (e,
g) i kanala (f, h) Zlijezda znojnica (strelice); a-SMA bojenje prikazuje mioepitelne stanice
sekretornih dijelova Zlijezda znojnica kao 1 presjeke kroz okolne krvne zile (e-h). DAPI bojenje
prikazuje sve stani¢ne jezgre (a—h). Imunofluorescencijsko bojenje na sindekanu-1 i DAPI-ju
te dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na Ki-67, a-SMA-u 1 DAPI-ju, x1000 ukupno
povecanje, mjerilo 50 pm. Statisticki znaCajne razlike u izrazaju sindekana-1 (i) i stope
proliferacije (j) prikazani su grafikonima. Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama; **** p

<0,0001.
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5.8. Proliferacija ekrinih zlijezda znojnica, kolokalizacija Ki-67 1 a-SMA-a

Ovdje je a-SMA primijenjen kako bi se pokazala razlika izmedu stanica u sekretornom dijelu
i stanica kanala zlijezda znojnica u kontrolnim i DAF uzorcima. U kontrolnim uzorcima o-
SMA bojenje prikazalo je mioepitelne stanice u sekretornim dijelovima ekrinih Zlijezda
znojnica, a proliferiraju¢e Ki-67 stanice zapravo su bile nekoliko luminalnih i bazalnih stanica
(slika 15e). U kanalu su nedostajale mioepitelne stanice, a proliferirajuce stanice bile su
smjeStene u bazalnim dijelovima istih (slika 15f). U usporedbi s kontrolnim uzorcima, u
uzorcima DAF-a proliferiraju¢e Ki-67 stanice bile su povecane u sekretornim dijelovima (slika
15g), a kanali su pretezno prikazali Ki-67 reaktivne stanice u bazalnim dijelovima (slika 15h).
Doslo je do statisticki znacajnog (p < 0,0001) povecanja Ki-67 pozitivnih luminalnih stanica
sekretornih dijelova izmedu kontrola (19,53 % + 13,00 %) i DAF uzoraka (41,33 % =+ 8,46 %).
Razlika u Ki-67 pozitivnim mioepitelnim stanicama izmedu uzoraka kontrole (10,53 % +
8,30%) i DAF-a (39,53 % =+ 11,18 %) takoder je bila znac¢ajna (p < 0,0001). Nije bilo statisticki
znacajne razlike u izrazaju Ki-67 izmedu stanica kanala Zlijezda kontrolnih i DAF uzoraka, s

oko 40-50 % pozitivnih stanica u objema skupinama (slika 15j).

5.9. Izrazaj FGFR1-a, FGFR2-a, CTGF-a i TGF-B-a u ekrinim Zlijezdama znojnicama
5.9.1. Izrazaj FGFRI-a

U nekim kontrolnim uzorcima izraZaj zrnatog citoplazmatskog FGFR1-a bio je prisutan u
sekretornim stanicama Zlijezda znojnica (slika 16a), a u kanalima je bio slab (slika 16b). U
usporedbi, u DAF uzorcima Zlijezda znojnica umjereni citoplazmatski izrazaj FGFR1-a bio je
prisutan u nekoliko sekretornih stanica (slika 16c), a kanali su pokazali umjereni citoplazmatski
izrazaj (slika 16d). Izrazaj FGFR1-a bio je znacajno visi (p <0,0001) u sekretornim dijelovima
zlijezda u uzorcima DAF-a (41,80 % =+ 9,48 %) u odnosu na sekretorne dijelove u kontrolnim
uzorcima (23,30 % + 6,11 %). Izrazaj je takoder je bio znacajno visi (p < 0,0001) u kanalima
DAF uzoraka (46,50 % £ 7,01 %) u usporedbi s kanalima u kontrolnim uzorcima (26,40 % =+
8,21 %). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu sekretornih dijelova i kanala zlijezda u

objema skupinama uzoraka (slika 16q).
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5.9.2. Izrazaj FGFR2-a

U kontrolnim uzorcima Zlijezda znojnica umjeren do jak zrnati citoplazmatski izrazaj FGFR2-
a bio je prisutan u nekoliko sekretornih stanica (slika 16e), a FGFR2 bio je umjereno izrazen u
bazalnim stanicama kanala (slika 16f). U usporedbi s kontrolama, u DAF uzorcima jaki
homogeni citoplazmatski izrazaj FGFR2-a bio je prisutna u vecini sekretornih stanica (slika
16g) i stanicama kanala (slika 16h). Izrazaj FGFR2-a bio je znacajno visi (p = 0,007) u
sekretornim dijelovima DAF uzorka (48,20 % + 9,28 %) u usporedbi sa sekretornim dijelovima
u kontrolnim uzorcima (37,60 % + 4,01 %). Takoder je bio znacajno veéi (p = 0,024) u
kanalima DAF uzoraka (42,00% = 7,94%) u usporedbi s kanalima kontrolnih uzoraka (32,90
% + 4,28 %). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu sekretornih dijelova i kanala u bilo

kojoj skupini uzoraka (slika 16r).

5.9.3. Izrazaj CTGF-a

U kontrolnim uzorcima slabi citoplazmatski izrazaj CTGF-a bio je prisutan u sekretornim
stanicama (slika 16i), a kanali zlijezda pokazali su umjereni do jaki izrazaj CTGF-a u bazalnom
dijelu citoplazme (slika 16j). Usporedno, u DAF uzorcima umjeren do jaki citoplazmatski
izrazaj CTGF-a uocCen je u sekretornim stanicama (slika 16k) i kanalima (slika 161). Izrazaj
CTGF-a bio je znacajno nizi (p = 0,004) u sekretornim dijelovima kontrolnog uzorka (14,90 %
+ 5,86 %) u usporedbi sa sekretornim dijelovima DAF uzorka (25,10 % =+ 5,13 %). Takoder je
bio znac¢ajno nizi (p < 0,0001) u kanalima u kontrolnom uzorku (13,50 % + 5,74 %) u usporedbi
sa kanalima DAF uzorka (29,20 % £ 7,58 %). Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu

sekretornih dijelova i kanala u objema skupinama uzoraka (slika 16s).

5.94. Izrazaj TGF-f-a

U kontrolnim uzorcima uocen je zrnati izrazaj] TGF-B-a u sekretornim stanicama (slika 16m),
aumjereni citoplazmatski izrazaj bio je prisutan u stanicama kanala (slika 16n). Suprotno tomu,
sekretorni dijelovi DAF uzoraka pokazali su jaci izraZaj zrnatog TGF-B-a (slika 160), a kanali
su pokazali umjereni do jaki izrazaj TGF-f-a u ve¢ini njihovih stanica (slika 16p). Izrazaj TGF-
B-a bio je znacajno visi (p < 0,0001) u sekretornim dijelovima DAF uzoraka (23,50 % =+ 5,54
%) u odnosu na sekretorne dijelove kontrolnog uzorka (12,40 % + 2,27 %). Takoder je bio

znacajno visi (p <0,0001) u kanalima DAF uzoraka (42,00 % + 4,94 %) u usporedbi s kanalima
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kontrolnih uzoraka (13,80 % =+ 2,62 %). Sekretorni dijelovi imali su znacajno nizi postotak
povrsine signala u usporedbi s kanalima u DAF uzorcima (p < 0,0001), ali ne i u kontrolnim

uzorcima (slika 16t).
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Slika 16. Kolokalizacija FGFR1-a, FGFR2-a, CTGF-a, TGF-f-a i a-SMA-a u ekrinim
zlijezdama znojnicama zdravih kontrola i bolesnika oboljelih od DD-a. CTRL — normalna koZza
zdravih osoba (a, b, e, f, 1, j, m, n); DAF- klini¢ki zahvacena palmarna fascija bolesnika s DD-

om (c, d, g, h, k, 1, o, p). Izrazaj FGFR1-a vidi se u stanicama zlijezda znojnica (strelice)
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sekretornih dijelova (a, c) i kanala (b, d). Takoder se vidi izrazaj FGFR2-a u stanicama Zlijezda
znojnica (strelice) sekretornih dijelova (e, g) i kanala (f, h). CTGF je prisutan u stanicama
zlijezda znojnica (strelice) sekretornih dijelova (i, k) 1 kanalica (j, 1). TGF-f takoder se izrazava
u stanicama Zzlijezda znojnica (strelice) sekretornih dijelova (m, o) i kanala (n, p); a-SMA
bojenje prikazuje mioepitelne stanice sekretornih dijelova zlijezda znojnica 1 presjeke kroz
okolne krvne Zile (a—p). DAPI bojenje prikazuje sve stani¢ne jezgre (a—p). Dvostruko
imunofluorescencijsko bojenje na FGFR1-u, FGFR2-u, CTGF-u, TGF-B-u, a-SMA-u i DAPI-
ju, x1000 ukupno povecanje, mjerilo 50 um. Grafikoni prikazuju statisticki znacajne razlike u
izrazaju FGFR1-a (q), FGFR2-a (r), CTGF-a (s) i TGF-B-a (t) izmedu analiziranih uzoraka.

Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama; * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p <0,001.

5.10. Diferencijalni izrazaj FGFR1-a i FGFR2-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih
od CTS-aiDD-a

Analiza RT-qPCR-om provedena je na palmarnom vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od
CTS-a i DD-a pocetnicama za FGFRI i FGFR2. Usporedbom izrazaja FGFRI-a i FGFR2-a
mRNA-a izmedu CTRL, RF, DUF i DAF uzoraka nisu pronadene statisti¢ki znacajne razlike.

FGFRI FGFR2
O CTRL
Em RF

F 2 EE DUF
3 B DAF

1 CTRL
O REF

B DUF
Hm DAF
1} ;

T T T
CTRL. RF DUF DAF CTRL RF DUF DAF

promjena u izrazaju gena
1
promjena u izrazaju gena
T

Slika 17. Izrazaj gena FGFRI-a i FGFR2-a u vezivnom tkivu bolesnika oboljelih od CTS-a i
DD-a. CTRL — palmarna fascija bolesnika s CTS-om; RF — fleksorni retinakulum bolesnika s
CTS-om; DUF — makroskopski neizmijenjena palmarna fascija bolesnika s DD-om; DAF —
klinicki zahvac¢ena palmarna fascija bolesnika s DD-om. Grafikoni prikazuju razliku u izrazaju

promatranih gena izmedu skupina uzoraka.
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6. RASPRAVA
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Istrazivanje se fokusiralo na usporedbu morfoloskih karakteristika, stani¢ne proliferacije i
izrazaja profibroti¢nih signalnih molekula u krvnim Zilama i Zlijezdama znojnicama izmedu
dviju bolesti povezanih s fibrozom tkiva — CTS-om i DD-om. Kao kontrolne uzorke koristili
smo zdravu palmarnu fasciju bolesnika s CTS-om, kao §to je opisano u nekim radovima (75).
Za razliku od vecine drugih studija koje su analizirale subsinovijalno vezivno tkivo bolesnika
s CTS-om (76, 77), istrazivali smo RF kako bi se utvrdilo je li 1 on zahvacen patoloskim
promjenama. DD uzorci bili su podijeljeni u dvije skupine, palmarna fascija klinic¢ki
nezahvaéena DD-om (DUF) i palmarna fascija zahva¢ena DD-om (DAF), kako su opisali
Alfonso-Rodriguez i sur. (78). NaSa histoloska analiza HE uzoraka nije otkrila znacajne razlike
izmedu RF-a i palmarne fascije bolesnika s CTS-om. Medutim, DUF uzorci sadrzavali su gus¢a
podrucja vezivnog tkiva od kontrolnih uzoraka, a DAF uzorci pokazali su velike povrsine jako
celularnog vezivnog tkiva. Nasa studija u skladu je sa studijom Alfonso-Rodrigues i sur., koja
je takoder pokazala da DUF uzorci pokazuju pocetne morfoloske promjene (78), Sto upucuje
da su DUF tkiva ve¢ zahva¢ena DD-om. Takoder smo opisali Zlijezde znojnice izmedu
fibroti¢nih vrpca u DAF uzorcima, za koje su ve¢ neki autori sugerirali da imaju ulogu u
patogenezi DD-a (79). Slicno navedenoj studiji, bojenje kolagena trikromom po Malloryju
otkrilo je postupno povecanje u gusto¢i slaganja kolagena tipa I od DUF uzoraka prema DAF
uzorcima u usporedbi s kontrolom (78). U naSem istrazivanju nismo pronasli znacajne razlike
u proliferaciji stanica krvnih Zila ili stanica vezivnog tkiva RF-a bolesnika oboljelih od CTS-a
u usporedbi s kontrolama. Medutim, druge studije su dokazale povecanu proliferaciju
fibroblasta u bolesnika s CTS-om (74, 80) jer su svi analizirali subsinovijalno vezivno tkivo
umjesto RF-a. U usporedbi s kontrolama, u DUF uzorcima proliferacija je bila jednoliko
povecana u endotelnim stanicama, glatkomiS$i¢nim stanicama krvnih Zila te stanicama okolnog
vezivnog tkiva, a medu proliferirajuim stanicama DAF uzoraka najveca je proliferacija bila
opazena u endotelnim stanicama. Osim toga, neke endotelne stanice DUF i DAF uzoraka
izgledaju morfoloSki promijenjene tako da im je oblik viSe kubi¢an nego plocCast kada se
promatra njihova nuklearna morfologija. Druge studije takoder su pokazale povecanje
proliferacije stanica krvozilnog i vezivnog tkiva DD uzoraka (79, 81), medutim oni su
analizirali samo DAF tkiva, a ve¢ina proliferirajucih stanica bile su glatkomiSi¢ne stanice, a ne
endotelne stanice. Dodatno smo pokazali povecanu proliferaciju u ekrinim Zlijezdama
znojnicama u DAF uzorcima u usporedbi sa zdravim kontrolama. Medutim, povecana
proliferacija u DAF uzorcima u usporedbi s kontrolama nadena je samo u sekrecijskim
dijelovima zlijezda znojnica, ali ne u kanalima, $to je zanimljivo s obzirom na ¢injenicu da su

prema postoje¢im studijama sekrecijski dijelovi ukljuceni u patogenezu DD-a (79). S obzirom
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na to da Zlijezde znojnice nisu prisutne u palmarnoj fasciji kontrolnih ili DUF uzoraka
pretpostavljamo da povecana proliferacija uzrokuje njihov rast u fasciju DAF uzoraka. U nasoj
studiji primijetili smo povecani izrazaj FGFR1-a i u stanicama stijenka krvnih Zzila i u okolnom
vezivnom tkivu u DUF 1 DAF uzorcima, ali ne i u RF-u bolesnika s CTS-om, u usporedbi s
kontrolnim uzorcima. Povecani izrazaj FGFR1-a mRNA-a prethodno je dokazan u tkivima
DD-a, ali distribucija bjelancevine nije opisana (82). To je u skladu s ulogom FGFR1-a u
poticanju angiogeneze posredstvom proliferacije endotelnih i glatkomi$iénih stanica krvnih
zila (60, 83). Povecan izrazaj FGFR1-a u stanicama vezivnog tkiva prethodno je objasnjen
povecanom aktivacijom TGF-f signalnog puta, §to dovodi do diferencijacije miofibroblasta i
poveéanja sinteze izvanstani¢nog matriksa (84, 85). Cini se da miofibroblasti i TGF
signalizacija imaju sredi$nju ulogu u patogenezi DD-a (75, 86). Takoder smo pronasli povec¢an
izrazaj FGFR1-a u zlijezdama znojnicama DAF uzoraka u usporedbi s kontrolama, §to moze
upucivati da ERK signalizacija nizvodno od FGFR-a moZe pridonijeti povecanoj proliferaciji

zlijezda znojnica (59).

IzraZzaj FGFR2-a u naSoj studiji bio je uglavnom sli¢an izrazaju FGFR1-a, uz izuzetak $to RF-
ovi bolesnika s CTS-om imaju nizi izrazaj u usporedbi s kontrolama. Povecéani izrazaj FGFR2-
a u stijenkama krvnih Zila DUF 1 DAF uzoraka u skladu je s pove¢anom proliferacijom krvnih
zila jer FGFR2 pridonosi angiogenezi poticanjem migracije stanica (60). Povecani izrazaj
FGFR2-a u vezivnom tkivu DD uzoraka mogao bi pridonijeti fibrozi povezanoj s DD-om jer
je pokazano da FGFR2 posreduje u fibrozi u plu¢ima i bubrezima (57, 87). Zanimljivo,
dokazano je da TGF- moze povecati, ali 1 smanjiti izrazaj FGFR2-a (84). TGF-p signalizacija
bila je povecana u tkivima zahva¢enim fibrozom obiju skupina bolesnika, onih s CTS-om kao
i DD-om (75, 76), medutim RF uz fibroti¢no CTS tkivo nije pokazao profibroticne promjene,
za razliku od palmarne fascije neposredno uz fibrozne vrpce bolesnika s DD-om. Stoga
pretpostavljamo da je fibroza posredovana razli¢itim molekularnim mehanizmima u CTS-u i
DD-u, no potrebna su daljnja istrazivanja drugih profibroti¢nih puteva kako bi se to potvrdilo.
FGFR2 bio je takoder povecan u zlijezdama znojnicama DUF uzoraka u usporedbi s
kontrolama, vjerojatno takoder pridonoseci proliferaciji istim mehanizmom kao FGFR1 (59).
Izrazaj FGFR2-a opisan je u sekrecijskim dijelovima normalnih zlijezda znojnica, ali ne i u
kanaliima istih (88). Pokazali smo izraZzaj FGFR2-a u kanalima Zlijezda i kontrolnih i DAF
uzoraka iako je sam izrazaj slabiji nego u sekrecijskim dijelovima. To bi se moglo objasniti
razlikom u osjetljivosti klasiéne imunohistokemije koriStene u referentnoj studiji i

imunofluorescencije koja je koriStena u nasem istrazivanju (89).
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Izrazaj CTGF-a povecan je u stijenkama krvnih zila 1 vezivnom tkivu stanica DUF 1 DAF
uzoraka u usporedbi s kontrolnim uzorcima prate¢i tendenciju izrazaja FGFR1-a i FGFR2-a.
Blago povecan izrazaj CTGF-a takoder je primijeéen u stijenkama krvnih zila RF-a bolesnika
s CTS-om, §to bi se moglo objasniti opisanom pojacanom TGF-f signalizacijom s obzirom na
to da se pokazalo da TGF-J potice izrazaj CTGF-a (50). Takoder smo pronasli povecani izrazaj
CTGF-a i u sekrecijskim dijelovima i u kanalima zlijezda znojnica DAF uzorka u usporedbi sa
zdravim kontrolama. To djelomi¢no odgovara nalazima prethodne studije koja je iskljucivo
opisala izrazaj CTGF-a u sekrecijskim dijelovima Zlijezda (79). Uloga CTGF-a u fibrozi tkiva
i angiogenezi dobro je poznata (51, 90), stoga bi taj ¢cimbenik mogao pridonijeti patoloSkom

promjenama pronadenim u tkivima DD-a.

Povecan izraZzaj sva tri analizirana ¢imbenika (FGFR1, FGFR2 1 CTGF) bio je prisutan u
naizgled nezahvacenoj palmarnoj fasciji bolesnika s DD-om, ¢ak i u vi$im razinama nego u
njihovim fibroznim vrpcama. Pretpostavljamo da je veéi izrazaj profibroti¢nih signalnih
molekula potreban za pripremu tkiva za pocetak sinteze ECM-a i formiranja fibroti¢nih vrpca,
a odrzavanje fibroticnog stanja moze se posti¢i nizim razinama profibroti¢ne signalizacije. To
otkri¢e moglo bi objasniti visoku stopu recidiva nakon kirur§kog zahvata jer se uklanja samo
vidljivo fibroti¢no tkivo, a klini¢ki je nezahvacena fascija, koja ima visestruke profibroti¢ne
molekularne promjene, poStedena (30, 39). S obzirom na to, preprucili bismo da se tijekom
rutinskog kirur§kog lijeCenja DD-a izvede opseZnija ekscizija palmarne fascije, a ne samo
uklanjanje fibroti¢nih vrpci 1 ¢vorova ve¢ 1 prividno nepromijenjene 1 zdrave fascije
neposredno uz njih. Ne mozemo komentirati koja bi bila korist totalne fascijektomije u tom
pogledu, s obzirom na to da smo istrazivali samo klini¢ki nezahvacenu fasciju u neposrednoj
blizini fibroti¢nih vrpca i potrebne su dodatne studije koje analiziraju fasciju distalno od
vidljivih fibroti¢nih promjena da bi se izvukli smisleni zakljucci. Takoder, vjerujemo da bi te
molekule mogle biti mete za razvoj potencijalnih novih antifibroti¢nih terapijskih strategija za

sprjeavanje progresije DD-a i smanjenje stope recidiva.

Uloga TGF-B u patogenezi CTS-a i DD-a, kao 1 fibroze opc¢enito, opsezno je analizirana (48,
75, 76). Medutim, izrazaj TGF- B1 u Zlijezdama znojnicama povezanih s DD-om do sada nije
analiziran. U naSoj studiji pokazali smo izraZzenost TGF-B-a u obama dijelovima normalnih
zlijezda znojnica — sekrecijskom i kanalima, kao i1 povecani izraZzaj u obama podrucjima
zlijezda znojnica DAF uzoraka. Povecani izrazaj FGFR1-a, FGFR2-a, CTGF-a i TGF-B-a u
kanalima zlijezda znojnica upucuje na njihovu potencijalnu ulogu u patogenezi DD-a, $to je u

suprotnosti sa studijom koja je sugerirala da samo sekrecijski dijelovi pridonose profibroti¢noj
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signalizaciji (79). Predlazemo da je povecanje izrazaja FGFR1-a, FGFR2-a i CTGF-a u
zlijezdama znojnicama DD-a povezano s njihovim povecanim izrazajem u krvnim zilama i

stanicama vezivnog tkiva palmarne fascije.

Takoder smo analizirali izrazaj sindekana-1 u Zlijezdama znojnicama, s obzirom na to da je
pokazano da moze modificirati FGF signalizaciju povezivanjem s FGFR-ovima i olakSavanjem
vezivanja liganda (62). Zlijezde znojnice kontrolnih uzoraka pokazale su samo Zari$ni
membranski izrazaj u nekoliko stanica njihovih sekrecijskih dijelova, kao Sto je ve¢ opisano
(91), a sekrecijski dijelovi uzoraka DAF-a pokazali su mnogo jacu i rasireniju membransku
imunoreaktivnost sindekana-1. Zljezdani kanali obiju analiziranih skupina pokazali su snazno
membransko bojenje i povecéani izrazaj sindekana-1 u usporedbi s njihovim sekrecijskim
dijelovima. Pove€ani izrazaj sindekana-1 u Zlijezdama zojnicama povezanim s DD-om

vjerojatno pridonosi njihovoj FGFR posredovanoj signalizaciji (62).

Nasa analiza izraZzaja mRNA-a za FGFRI i FGFR2 nije pronaSla znacajne razlike izmedu
promatranih skupina iako su postojale znacajne razlike u izrazaju FGFR1 i FGFR2 proteina.
Razlike u izrazaju mRNA-a za neki gen i odgovarajueg proteina opisane su te je, prema
istrazivanjima, podudarnost izrazaja mRNA-a i proteina oko 40 % (92, 93). Te razlike najcesce
se objasnjavaju regulacijskim mehanizmima na raznim razinama izmedu mRNA transkripta i
proteinskog proizvoda (94). Diferencijalni izrazaj gena u tkivima bolesnika s DD-om
prethodno je analiziran u dvama istrazivanjima. U istrazivanju u kojem se usporedivao izrazaj
mRNA-a izmedu tkiva zahva¢enog DD-om i zdrave palmarne fascije bolesnika s CTS-om nije
se analizirao izrazaj FGFRI-ai FGFR2-a (95), a u drugom istraZivanje usporedivao se izrazaj
gena izmedu zahvacene 1 nezahvacene plamarne fascije bolesnika s DD-om, ali nisu pronadene

znacajne razlike u izrazaju FGFRI-a1 FGFR2-a mRNA-a (96).
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7. ZAKLJUCCI
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Primjenom histoloskih i imunofluorescencijskih metoda na uzorcima palmarne fascije i
fleksornog retinakuluma ispitanika s CTS-om te makroskopski izmijenjene i neizmijenjene
palmarne fascije ispitanika s DD-om analizirali smo proliferaciju stanica (Ki-67) i izrazaj
profibroti¢nih ¢imbenika (FGFR1, FGFR2, CTGF, TGF-f i sindekan-1). Primjenom qPCR-a
analizirali smo razlike u izraZzaju gena FGFRI i FGFR2 izmedu navedenih skupina uzoraka.
Na temelju analize i usporedbe imunofluorescencijskih slika i rezultata qPCR-a doneseni su

sljedeci zakljucci:

1. Osim u fibroznim vrpcama, gus¢i raspored kolagenih vlakana u podrucjima oko krvnih zila

pronaden je i u makroskopski neizmijenjenim palmarnim fascijama ispitanika s DD-om.

2. Razina proliferacije stanica krvnih Zzila i okolnog vezivnog tkiva povecana je u uzorcima
izmijenjene 1 neizmijenjene palmarne fascije ispitanika s DD-om u usporedbi s uzorcima

zdrave palmarne fascije.

3. Izrazaj FGFR1-a bio je poviSen u krvnim Zilama 1 vezivnom tkivu uzoraka izmijenjene i
neizmijenjene palmarne fascije ispitanika s DD-om u usporedbi s uzorcima zdrave palmarne
fascije. U uzorcima neizmijenjene palmarne fascije ispitanika s DD-om izrazaj je bio znacajno

veci u vezivnom tkivu nego u krvnim Zilama.

4. 1zrazaj FGFR2-a bio je poviSen u krvnim Zilama i vezivnom tkivu uzoraka izmijenjene i
neizmijenjene palmarne fascije ispitanika s DD-om u usporedbi s uzorcima zdrave palmarne

fascije, a bio je sniZzen u uzorcima fleksornog retinakuluma ispitanika s CTS-om.

5. Izrazaj CTGF-a bio je poviSen u krvnim Zilama i vezivnom tkivu uzoraka izmijenjene i
neizmijenjene palmarne fascije ispitanika s DD-om te u krvnim Zilama uzoraka fleksornog

retinakuluma ispitanika s CTS-om u usporedbi s uzorcima zdrave palmarne fascije.

6. IzraZaj profibroti¢nih ¢imbenika opcenito je veci u uzorcima neizmijenjene palmarne fascije

u usporedbi s fibroznim vrpcama ispitanika s DD-om.

7. Razina proliferacije sekretornih stanica ekrinih zlijezda znojnica uzoraka ispitanika s DD-

om bila je znaCajno povisena u usporedbi s kontrolnim uzorcima.

8. Izrazaj sindekana-1 bio je znacCajno povisen u sekretornim stanicama ekrinih Zzlijezda

znojnica uzoraka ispitanika s DD-om u usporedbi s kontrolnim uzorcima.
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9. Izrazaj FGFR1-a, FGFR2-a, CTGF-a i TGF-B-a bio je zna€ajno poviSen 1 u sekretornim
dijelovima 1 kanalima ekrinih Zlijezda znojnica uzoraka ispitanika s DD-om u usporedbi s

kontrolnim uzorcima.

10. Nema znacajnih razlika u izrazaju mRNA-a FGFRI-a i FGFR2-a izmedu ispitivanih

skupina.
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Uvod: Sindrom karpalnog tunela (CTS) je najceSca vrsta kompresivne neuropatije na ljudskom
tijelu, manifestirajuci se kroz ispade u inervacijskom podru¢ju medijanog Zivca. Dupuytrenova
kontraktura (DD) je bolest karakterizirana kroni¢nom progresivnom fibrozom palmarne fascije
koja dovodi do nastanka fleksijskih deformiteta prstiju. Precizan molekularni mehanizam
fibroze u CTS-u i DD-i je nejasan, a do sada su istraZzeni samo odredeni profibroti¢ni ¢imbenici.
Cilj ove disertacije je ispitati izrazaj molekula povezanih sa signalnim putem receptora

fibroblastnih ¢imbenika rasta (FGFR) u palmarnim tkivima ispitanika s CTS-om i DD-om.

Materijali i metode: U ovom presjeCnom istrazivanju koriSteni su uzorci tkiva palmarne
fascije 1 fleksornog retinakuluma 15 ispitanika s CTS-om te makroskopski izmijenjene i
neizmijenjene palmarne fascije 15 ispitanika s DD-om. Na uzorcima je provedeno bojenje
hematoksilinom i eozinom i trikromno bojenje po Malloryju u svrhu morfoloske analize te
imunofluorescencijsko bojenje na biljeg proliferacije Ki-67, FGFR1, FGFR2, ¢imbenik rasta
vezivnog tkiva (CTGF), transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (TGF-B) i sindekan-1. Izrazaj
navedenih ¢imbenika kvantificirao se brojenjem pozitivnih stanica u krvnim zilama, vezivhom
tkivu 1 zlijezdama znojnicama ispitivanih uzoraka. Provedena je i analiza kvantitativnom

reakcijom lanc¢ane polimeraze za odrediti izrazaj FGFRI i FGFR2 gena na istim tkivima.

Rezultati: Promjene u gusto¢i kolagenih vlakana prisutne su u makroskopski neizmijenjenim
palmarnim fascijama ispitanika s DD-om. Proliferacija stanica krvnih zila 1 okolnog vezivnog
tkiva povecana je u uzorcima palmarne fascije ispitanika s DD-om u usporedbi s zdravom
palmarnom fascijom. Znacajne razlike u izrazaju FGFR1-a, FGFR2-a i CTGF-a primijecene
su u stijenkama krvnih zila i okolnim stanicama vezivnog tkiva u analiziranim skupinama, s
promijenjenim izrazajem ¢ak i1 u makroskopskim neizmijenjenim tkivima ispitanika s DD-om.
U ekrinim zlijezdama znojnicama ispitanika s DD-om pronaSli smo promijenjen izrazaj
FGFR1-a, FGFR2-a, CTGF-a, TGF-B-a i sindekana-1. Izrazaj ispitivanih ¢imbenika opc¢enito
je veci u uzorcima makroskopski neizmijenjene palmarne fascije u usporedbi s izmijenjenom
fascijom ispitanika s DD-om. Nisu pronadene znacajne razlike u izraZaju glasnicke

ribonukleinske kiseline za FGFRI i FGFR2 gene medu analiziranim skupinama uzoraka.

Zakljucci: Pojacan izrazaj profibroti¢nih ¢imbenika u makroskopski neizmijenjenoj palmarnoj
fasciji ispitanika s DD-om nalaZe potrebu za opseZnijom ekscizijom tijekom kirurskog
lijecenja, a ispitivani ¢imbenici mogu posluZiti kao potencijalne mete za razvoj farmakoloskih
terapijskih strategija usmjerenih na fibrozu povezanu s CTS-om i DD-om. Ekrine Zlijezde

znojnice imaju potencijalnu ulogu u patofiziologiji DD-e.
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Title: EXPRESSION OF PROFIBROTIC MARKERS IN THE CONNECTIVE TISSUE OF
PATIENTS WITH CARPAL TUNNEL SYNDROME AND DUPUYTREN'S DISEASE
Introduction: Carpal tunnel syndrome (CTS) is the most common type of compressive
neuropathy in the human body, manifesting itself through dysfunction in the innervation area
of the median nerve. Dupuytren's disease (DD) is a condition characterized by chronic
progressive fibrosis of the palmar fascia that leads to flexion deformities of the fingers. The
precise molecular mechanism of fibrosis in CTS and DD is unclear, and only certain profibrotic
factors have been investigated so far. The aim of this dissertation is to examine the expression
of molecules related to the fibroblast growth factor receptor (FGFR) signaling pathway in the
palmar tissues of patients with CTS and DD.

Materials and methods: In this cross-sectional study tissue samples of the palmar fascia and
flexor retinaculum of 15 patients with CTS and macroscopically affected and unaffected
palmar fascia of 15 patients with DD were used. The samples were stained with hematoxylin
and eosin and Mallory trichrome staining for the purpose of morphological analysis, and
immunofluorescence staining for the proliferation marker Ki-67, FGFR1, FGFR2, connective
tissue growth factor (CTGF), transforming growth factor B (TGF-B) and syndecan-1. The
expression of the mentioned factors was quantified by counting positive cells in the blood
vessels, connective tissue and sweat glands of the tested samples. Quantitative polymerase
chain reaction analysis was also performed to determine the expression of FGFRI and FGFR?2
genes on the same tissues.

Results: Changes in the density of collagen fibers are present in the macroscopically unaffected
palmar fascia of patients with DD. Cell proliferation of blood vessels and surrounding
connective tissue was increased in palmar fascia samples from subjects with DD compared to
healthy palmar fascia. Significant differences in the expression of FGFR1, FGFR2 and CTGF
were observed in blood vessel walls and surrounding connective tissue cells in the analyzed
groups, with altered expression even in macroscopically unaffected tissues of patients with DD.
In the eccrine sweat glands of patients with DD, we found altered expression of FGFRI,
FGFR2, CTGF, TGF-f and syndecan-1. The expression of the investigated factors is generally
higher in samples of macroscopically unaffected palmar fascia compared to the affected fascia
of patients with DD. No significant differences were found in the expression of messenger
ribonucleic acid for FGFRI and FGFR2 genes among the sample groups analyzed.
Conclusions: Increased expression of profibrotic factors in the macroscopically unaffected
palmar fascia of patients with DD dictates the need for more extensive excision during surgical

treatment and the investigated factors can serve as potential targets for the development of
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pharmacological therapeutic strategies aimed at fibrosis associated with CTS and DD . Eccrine

sweat glands have a potential role in the pathophysiology of DD.
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