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ANTINEUTROFILNA CITOPLAZMATSKA ANTITELA - ZNACAJ ZA
DIJAGNOZU I PROCENU AKTIVNOSTI SISTEMSKOG LUPUSA 1
LUPUSA INDUKOVANOG LEKOM

Rezime

Uvod. Cilj studije je bio da se ispita uloga antineutrofilnih citoplazmatskih antitela (ANCA) i
aktivnosti serumske DNaze I kod idiopatskog sistemskog lupus erythematosusa (SLE) i

lupus-like sindroma (LLS) indukovanog propiltiouracilom (PTU).

Metod. Poredena su 142 pacijenta sa idiopatskim SLE i 17 pacijenata sa LLS indukovanim
PTU. Ispitan je ANCA profil (mijeloperoksidaza-MPO, proteinaza 3-PR3, elastaza-El],
laktoferin-Lf, katepsin G, BPI-engl. bactericidal/permeability increasing protein), seroloski
parametri (anti-dsDNK, anti-extractable nuclear antigens (ENA), anti-nukleozomalna, anti-
histonska, anti-C1q, anti-kardiolipinska antitela, komponente komplementa, krioglobulini) i
aktivnost serumske DNaze I kod pacijenata sa SLE i LLS indukovanim PTU. Kontrolne grupe
su formirane od zdravih osoba i od pacijenata leCenih PTU ali bez LLS. Klinic¢ki i seroloski je

praceno 25 ANCA pozitivnih SLE i 12 LLS pacijenata tokom 1.8+0.5i 4.1+2.0 godina.

Rezultati. ANCA su nadena kod 28% pacijenata sa SLE i kod 100% pacijenata sa LLS
izazvanim PTU. Pacijenti sa LLS izazvanim PTU znatno cCeSce su imali kutani vaskulitis, a
znatno rede artritis i zahvacenost bubrega (p<0.01) u odnosu na pacijente sa SLE. ANCA
pozitivni SLE pacijenti su c¢eS¢e imali autoimunski hepatitis (p<0.05) i
neuroloSke/psihijatrijske manifestacije (p<0.01), a znacajno rede su imali kutane
manifestacije (p<0.05) u odnosu na ANCA negativne pacijente sa SLE. Ucestalost
hematoloskih, nefroloskih i artikularnih manifestacija, kao i polioserozitisa, nije se
razlikovala kod ANCA pozitivnih i ANCA negativnih pacijenata sa SLE. ANCA su kod
pacijenata sa SLE bila monospecificna (77.5%) i to najceS¢e anti-Lf (52.5%), anti-MPO
(47.5%) ili anti-El (15%). Anti-Lf kod pacijenata sa SLE nisu bila udruZena sa prisustvom
anti-MPO (p<0.01) i anti-El (p<0.05). Kod pacijenata sa LLS indukovanim PTU nadena su



polispecificna ANCA (82.4%) i to najc¢eSc¢e anti-MPO (100%), anti-El (82.4%) i anti-PR3
(52.9%). Anti-Lf kod pacijenata sa SLE su pozitivno korelirala sa titrom anti-dsDNK antitela
i sa indeksom aktivnosti bolesti (SLEDAI-2K) (p<0.01), a negativho su korelirala sa
koncentracijom C3 i C4 komponenti komplementa (p<0.05). Anti-Lf su ¢eS¢e bila prisutna
kod pacijenata sa bubreZnim manifestacijama i poliserozitisom, anti-MPO su bila udruzena
sa atralgijama (p<0.05), a anti-El sa autoimunskim hepatitisom (p<0.05). Pacijenti sa teZom
formom GN ceSce su imali ANCA, i to monospecificna za Lf, dok su pacijenti sa lakSim
formama GN CeS¢e imali anti-MPO antitela.

Aktivnost DNaze I kod LLS izazvanim PTU je bila zna¢ajno niZa nego kod SLE pacijenata i
zdravih osoba (p<0.01). Prekid PTU terapije je dovodio do porasta aktivnosti DNaze I, mada
aktivnost DNaze I nije dostizala nivo aktivnosti zdravih kontrola. U remisiji LLS
indukovanog PTU, koncentracija anti-MPO je opadala, ali je anti-MPO pozitivnost

perzistirala dugo vremena.

Zakljucak. Detekcija prisustva i specificnisti ANCA pomaze u dijagnostici klinickih i
imunoseroloskih fenotipova pacijenata sa SLE. Anti-Lf ANCA mogu biti koristan marker za
prepoznavanje autoimunskog hepatitisa, bubreznih manifestacija i poliserozitisa kod
pacijenata sa idiopatskim SLE. Monospecific(na ANCA imaju senzitivhost od 78% za
idiopatski SLE, dok polispecificna ANCA imaju senzitivnost od 82% za LLS izazvan PTU.
Polispecificna ANCA su koristan marker za razlikovanje SLE od LLS indukovanog PTU.

PTU, kao triger, i niska aktivnost DNaze I, kao predisponiraju¢i faktor, mogu dovesti do
LLS. Niska aktivnost DNaze I i prisustvo polispecifi¢cnih ANCA mogu biti vazni prognosticko-
dijagnosticki biomarkeri za LLS indukovan PTU. Pra¢enje ANCA i aktivnosti DNaze I moZe
spreciti dugotrajnu ekspoziciju uzrocnom leku, nepotrebnu imunosupresivnu terapiju i

teSke komplikacije LLS.
Klju¢ne reci: antineutrofilna citoplazmatska antitela, sistemski lupus erythematosus,
lupus-like sindrom, propiltiouracil, dezoksiribonukleaza I (DNase I), mijeloperoksidaza,

elastaza, laktoferin

Naucna oblast: Dermatovenerologija



ANTI-NEUTROPHIL CYTOPLASMIC ANTIBODIES - IMPORTANCE FOR THE
DIAGNOSIS AND THE ACTIVITY ASSESSMENT OF SYSTEMIC AND
DRUG-INDUCED LUPUS ERYTHEMATOSUS

Abstract

Objectives. To study the roles of antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) and DNase
[ activity in idiopathic systemic lupus erythematosus (SLE) and propylthiouracil (PTU)-
induced lupus-like syndrome (LLS).

Methods. We compared 142 SLE patients with 17 PTU-induced LLS patients diagnosed
from 2008 to 2015. We studied ANCA profile (myeloperoxidase-MPO, proteinase3-PR3,
elastase-El, lactoferrin-Lf, cathepsin G, bactericidal/permeability increasing protein);
serological parameters (anti-dsDNA, anti-extractable nuclear antigens/ENA, anti-
nucleosome, anti-histone, anti-C1q, anti-cardiolipin antibodies, complement components,
cryoglobulins; and serum DNase I activity. Healthy persons and patients without LLS
treated with PTU comprised the control groups. Twenty five ANCA positive SLE patients
and twelve LLS patients were clinically and serologically followed for 1.8+0.5 and 4.1+2.0

years, respectively.

Results. ANCA were positive in 28% SLE patients and 100% PTU-induced LLS patients.
Patients with LLS more frequently had cutaneous vasculitis and less frequently had arthritis
and renal involvements (p<0.01) compared to SLE patients. ANCA-positive SLE patients
more frequently had autoimmune hepatitis (p<0.05) and neurological/psychiatric
manifestations (p<0.01), and less frequently had cutaneous manifestations (p<0.05)
compared with ANCA-negative SLE patients. The frequency of polyserositis, hematological,
renal and articular manifestations were not different in ANCA-positive and ANCA-negative
patients with idiopathic SLE. In SLE, ANCA were monospecific (77.5%), mostly anti-Lf
(52.5%), anti-MPO (47.5%) or anti-El (15%). In SLE patients, anti-Lf autoantibodies were
not associated with the presence of anti-MPO (p <0.01) and anti-El (p <0.05). In PTU-
induced LLS, ANCA were polyspecific (82.4%), most commonly anti-MPO (100%), anti-EIl



(82.4%) and anti-PR3 (52.9%). In SLE, anti-Lf were in positive correlation with the titer of
anti-dsDNA antibodies and the disease activity index (SLEDAI 2K) (p <0.01), and in negative
correlation with the concentrations of C3 and C4 complement components (p <0.05). Anti-
Lf antibodies were more often present in patients with renal manifestations and
polyserositis, anti-MPO were associated with arthralgia (p <0.05), and anti-El with
autoimmune hepatitis (p <0.05). Patients with severe forms of GN more frequently had
ANCA, mostly monospecific anti-Lf, whereas patients with less severe forms of GN more
frequently had anti-MPO. PTU-induced LLS patients had lower DNase I activity than SLE
patients and controls (p<0.01). After the discontinuation of PTU, DNase I activity increased,
but its levels did not reach the values of controls (p<0.01). After the discontinuation of PTU,

anti-MPO gradually decreased (p<0.01), but persisted for a long time.

Conclusion. The detection of the presence and specificity of ANCA helps in the diagnosis of
clinical and serological phenotypes of patients with SLE. ANCA, primarily anti-Lf, can be a
useful marker for autoimmune hepatitis, renal manifestations and polyserozitis in patients
with SLE. Monospecific ANCA have a sensitivity of 78% for idiopathic SLE, whereas
polyspecific ANCA have a sensitivity of 82% for PTU-induced LLS. Polyspecific ANCA are
useful markers to differentiate SLE from PTU-induced LLS.

PTU, as a trigger, and low DNase I activity, as a predisposing factor, may lead to LLS. Low
DNase I activity and the presence of polyspecific ANCA might be important prognostic and
diagnostic biomarkers for PTU-induced LLS. Monitoring of ANCA and DNase I activity may
prevent long-lasting exposure to causal drug, unnecessary immunosuppressive therapy and

severe complications of LLS.

Keywords: antineutrophil cytoplasmic antibodies, systemic lupus erythematosus, lupus-
like syndrome, propylthiouracil, deoxyribonuclease I (DNase I), myeloperoxidase, elastase,

lactoferrin

Dermatovenereology
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1.UVOD

1.1 IMUNSKI ODGOVOR

Imunski odgovor predstavlja koordiniranu reakciju imunskog sistema protiv
infekcije i drugih stranih agenasa. Poremecaj imunskog sistema koji dovodi do
defekta imunskog odgovora odgovoran je za osetljivost organizma prema
virusima, bakterijama, gljivicama i parazitima. Medutim, imunski odgovor je
sposoban da prouzrokuje i oStecenje. Mnoge poznate bolesti su izazvane

nekontrolisanim i prekomernim imunskim odgovorom (1).

1.1.1. Tolerancija i autoimunost

lako je imunski sitem sposoban da prepozna milione stranih antigena,
normalno ne reaguje na sopstvene antigene. To se deSava zbog tolerancije
sopstvenih antigena (leukociti koji eksprimiraju receptore za sopstvene
antigene, nakon prepoznavanja tih antigene bivaju ubijeni ili inaktivisani). Ovaj
fenomen naziva se ,tolerancija. Kao posledica sloma tolerancije na sopstvene
antigene dolazi do razvoja autoimunske bolesti. Autoimunost se odlikuje
imunskim odgovorom na sopstvene antigene. Autoimunost se razvija kada
antitela i/ili T-limfociti reaguju na sopstvene antigene i napadaju tkiva gde su ti
antigeni prisutni. Ako ovi limfociti susretnu sopstvene antigene tokom
sazrevanja u kostnoj srzi i timusu, tada limfociti koji reaguju na sopstevne
antigene bivaju unisteni. Cak i ako limfociti koji reaguju na sopstvene antigene
zavrSe sazrevanje, oni se susretnu sa sopstvenim antigenima u perifernim
tkivima, Sto dovodi do njihove smrti ili permanentne inaktivacije. Kolekcija
limfocita zdrave individue je ,ociS¢ena“ od ¢elija koje su sposobne da reaguju na
sopstvene antigene. Mnogi tipovi inflamacije su izazvani abnormalnim imunskim
odgovorom. Bolesti izazvane abnormalnim imunskim odgovorom, a kod kojih je
inflamacija vazna komponenta, nazivaju se imunski posredovane inflamatorne

bolesti (2).



Medutim, kod pojedinih osoba dolazi do gubitka tolerancije, tako da T- i B-
limfociti sposobni da reaguju na sopstvene antigene prezive, bivaju aktivisani i
sa svojim produktima (antitelima) napadaju tkiva u kojima su ovi antigeni
prisutni. Nije potpuno poznato zaSto dolazi do gubitka tolerancije kod ljudi.
Verovatno je u osnovi kombinacija naslednog faktora i okidaca iz spoljasnje
sredine, Sto dovodi do oslobadanja sopstvenih antigena i aktivacije specifi¢nih
limfocita. Kod autoimunskih bolesti, apoptotski izmenjeni hromatinski antigeni
su glavni okidaci za gubitak tolerancije (3).

Klinicke studije sugeriSu da hronicno ili ponavljano izlaganje sopstvenom
antigenu u tkivima dovodi do prigusSivanja patoloskog autoimunskog odgovora,

S$to je nacin ublazavanja inflamatornog oStecenja i o¢uvanja funkcije (4).

1.1.2. Neutrofili

Polimorfonuklearni neutrofilni leukociti (PMN) ili neutrofilni granulociti su
terminalno diferentovane celije koje predstavljaju vaznu komponentu urodenog
imuniteta i primarnu odbranu of infekcije. Homeostazu odrZava njihovo
kontinuirano oslobadanje iz kostne srZi. ViSe od 50% kostne srzi je angaZovano
u produkciji neutrofila. Neutrofili slobodno cirkuliSu krvnim sudovima i u toku
akutne inflamacije bivaju brzo regrutovani za odbranu na mestu inflamacije, kao
odgovor na hemotaksijske faktore oslobodene od strane patogena ili celija
domacina. Na mestu inflamacije, aktivisan neutrofil stice sposobnost da unisti
patogeni agens. Kako bi se postigao cilj, neutrofil primenjuje brojne mehanizme,
medu kojima su najvazniji fagocitoza, oslobadanje litickih enzima iz granula
(degranulacija) i produkcija reaktivnih metabolita kiseonika (5). Pored
produkata mikroorganizama, i drugi stimulsi (npr. deponovanje imunskih
kompleksa u tkivima) mogu indukovati respiratorni prasak, povecavajudi
inflamaciju i angaZovanje inflamatornih ¢elija (6).

Imunski odgovor posredovan neutrofilima je multipli proces koji se, inicijalno,
karakterise adhezijom granulocita za zid krvnih sudova, zatim ekstravazacijom i
migracijom u inflamirano tkivo, i na kraju, fagocitovanjem i destrukcijom

mikroorganizama Kkoji su izvrSili napad (7). Tokom migracije ka inflamiranom



tkivu, neutrofili ucestvuju u sloZenoj dvosmernoj interakciji sa makrofagima,
dendriti¢nim ¢éelijama (DC), ¢elijama ubicama (engl. natural killer cells) (NK),
limfocitima i mezenhimskim stem ¢elijama i tako uticu i na urodeni i na steceni
imunski odgovor. Neutrofil moZe da modifikuje sazrevanje DC i tako uti¢e na
proliferaciju i polarizaciju T limfocita. Takode, neutrofili imaju uticaj i na B
limfocite preko efekta citokina, uklju¢ujuéi izmenu klase imunoglobulina, uti¢uéi
na produkciju antitela (1).

Neutrofili mogu imati i imunoregulatornu ulogu i na periferiji i u limfnom
¢voru tako Sto sintetiSu solubilne medijatore i receptore koji igraju ulogu
mamaca. Odlaganje apoptotske uloge neutrofila je vazan korak u rezoluciji
inflamacije (8). Dodatno, oni doprinose kolateralnom tkivnom ostecenju tokom
inflamacije. =~ Makrofagi, pored sposobonosti intracelularnog ubijanja
mikroorganizama, imaju sposobnost i ekstracelularnog ubijanja inficirane ili
izmenjene sopstvene ciljne Celije. Osim toga, makrofagi doprinose tkivnoj
reparaciji i igraju ulogu antigen prezentujucih celija, Sto je potrebno za indukciju
specificnog imunskog odgovora (9).

Neutrofili ¢ine 50-60% leukocita periferne krvi odrasle jedinke. PMN, pored
segmentnog jedra, mogu biti identifikovani i prisustvom antigena CD66 na svojoj
povrsini. Zreo neutrofil je manji od monocita i ima dve jasno definisane
morfoloske karakteristike: oblik jedra i citoplazmatske granule. Jedro se sastoji
od nekoliko segmentata, a svaki segment je povezan hromatinskim filamentima.
Karakteristi¢no je prisustvo granula i sekretornih vezikula u citoplazmi, sto ih
razdvaja od mononuklearnih leukocita ili agranulocita. Granule i sekretorne
vezikule su posebna kategorija citoplazmatskih organela koje nastaju tokom
diferentovanja i sazrevanja neutrofila. Dobro kontrolisan redosled u mobilizaciji
sekretornih vezikula i granula pruZa objasnjenje za postepeni prelaz
neaktivisanog granulocita periferne krvi u metabolicki aktivnu destruktivnu
¢eliju na mestu inflamacije (3). Dizbalans u aktivnosti proteaza neutrofila i
inhibitora serumskih proteaza, pod imunoregulatornim dejstvom citokina, jedan

je od mogucih patogenetskih faktora u razvoju autoimunskih bolesti (10).



Imajuc¢i u vidu morfoloSke i funkcionalne osobine neutrofila, jasno je da
njegovu fizioloSku zaStitnu ulogu obezbeduje definisan redosled u aktivaciji.
Neadekvatno snazni aktivacioni signali iz sistemske cirkulacije remete
intracelijske regulacione mehanizme neutrofila. Na taj nacin proteoliticki i
oksidativni potencijal kojim raspolaZe neutrofil Cine patogenetsku osnovu
mnogih obojenja. Posebno je znacajna njihova uloga u patogenezi autoimunskih

oboljenja, pre svega vaskulitisa.

1.1.3. Neutrofilne granule

PMN imaju Cetiri vrste granula: 1) primarne (azurofilne) granule, 2)
sekundarne (specificne) granule, 3) tercijarne (gelatinase) i 4) sekretorne
vezikule.

Veliki broj stimulusa indukuje degranulaciju neutrofila, ukljuc¢uju¢i C51
komponentu komplementa, lipopolisaharid, faktor aktivacije trombocita i faktor
nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor - TNF). Neutrofili takode
eksprimiraju Toll-like receptore TLR1-TLR10, izuzimaju¢i TLR3, koji im
omogucavaju da pokrenu mnoge potencijalno vazne imunske odgovore (11).

Primarne granule nastaju u najranijim fazama diferentovanja neutrofila,
sadrZze niz snaznih antibakterijskih molekula, kao Sto su katjonski proteini
(baktericidni protein koji povecava permeabilnost (engl.
bactericidal/permeability increasing protein - BPI)) i defenzini koji su sposobni
da dovedu do smrti bakterija, zatim proteoliticke enzime kao Sto su elastaza (EI)
i katepsin-G (Cat-G), i lizozime koji mogu da oStete zid bakterijskih ¢elija. VaZna
komponenta primarnih granula je i proteinaza 3 (PR3) koja zbog izrazite
elastinoliticke sposobnosti moZe izazvati destrukciju tkiva (12).

Najvaznija komponenta azurofilnih granula je mijeloperoksidaza (MPO) koja
je ukljucena u produkciju baktericidnih jedinjenja. Tokom procesa degranulacije
aktivisanog neutrofila oslobadaju se slobodni radikali i liticki enzimi koji dovode
do indukcije nekroze i apoptoze endotelnih celija. MPO je hem protein koji
dovodi do stvaranja hipohlorne kiseline (HOCl), veoma toksi¢ne supstancije koja

je snaZan oksidans i moc¢an antimikrobni agens. MPO sadrZi definisanu hem



grupu i koristi vodonik peroksid (H202) kao akceptor elektrona u katalizi
oksidativnih reakcija. Produkcija HOCI uti¢e na kataliticku aktivaciju MPO tako
Sto dovodi do destrukcije hema, formiranja inaktivnhog MPO kompleksa i
stvaranja slobodnih radikala. NeravnotezZa izmedu slobodnih radikala i sistema
antioksidativne zastite, odnosno oksidativni stres, dovodi do oSte¢enja molekula.
Pod dejstvom slobodnih radikala dolazi do oStecenja na nivou DNK, oksidacije
lipida i oksidacije aminokiselina u proteinima (13).

Medu molekulima primarnih granula je i grupa alarmina, koji imaju
sposobnost da rapidno angaZuju antigen prezentujuéu ¢eliju (APC) i pokrenu
urodeni i steCeni imunitet (14). Neutrofilni alarmini obuhvataju brojne humane
antimikrobne peptide kao Sto su a-defenzini i katelicidin. Katelicidin peptid LL-
37, nastao proteolitickim cepanjem C-terminalnog antimikrobnog domena
hCAP18 je hemotaksi¢an za brojne leukocite. Dodatno, neutrofili sintetiSu i
eikosanoide i brojne inflamatorne citokine (interferon (IFN)-alfa i drugi
interferoni tip I) kao odgovor na odredene stimulse (faktor stimulacije kolonija
granulocita ili putem dsRNK signalnog puta (1, 15).

Sekundarne ili specificne granule koje sekretuju zreli PMN, sadrZe niz enzima i
proteina medu kojima je najvazniji laktoferin (Lf). Lf u mikromolarnim
koncentracijama pokazuje mikrobicidnu aktivnost prema bakterijama i
gljivicama (16). Vezuju¢i gvozde, koje je od esencijalne vaznosti za ishranu
bakterija, Lf spreCava rast bakterija. Pored Lf, sekundarne granule sadrze i
lizozim i nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), koji su ukljuceni u stvaranje
toksi¢cnih produkata Kkiseonika. Gvozde ucestvuje u Kkatalizi produkcije
hidroksilnih radikala iz superoksida i hidrogen peroksida i tako moze izazvati
oStecenje endotelijalnih Celija posle neutrofilne aktivacije. Vezivanje Lf za anti-Lf
antitela povecava stepen i duzinu produkcije hidroksilno-kiseoni¢nih formacija
od strane granulocita. Lf je jedan od proteina koji vezuju slobodno gvoZde i na taj
nacin vrSe inhibiciju stvaranja opasnih radikala i zastitu ¢elije od oStec¢enja (17).

U zrelim Celijama odnos sekundarnih u odnosu na primarne granule je 3:1. U
uslovima infekcije sa ubrzanim sazrevanjem neutrofila u njihovoj citoplazmi

raste broj azurofilnih granula koje se opisuju kao “toksi¢ne” granule. CirkuliSuéi



PNL bivaju aktivisani pod dejstvom hemotaksi¢nih supstanci i menjaju
funkcionalne osobine. Aktivisan neutrofil povecava adhezivnost za endotelne
Celije, dobija sposobnost usmerene migracije (hemotakse), dijapedeze,

fagocitoze, degranulacije i produkcije slobodnih radikala.

1.2. NEUTROFILNE EKSTRACELULARNE ZAMKE

Za vreme fagocitoze antimikrobni agensi dobijeni aktivno$¢u neutrofilnih
granula i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxygen species) (ROS)
obezbeduju uslove za uniStenje patogena (izlazu ih proteazama, fosfolipazama i
katjonskim peptidima) (18). Takode, neutrofil moZe da imobiliSe patogena
ekstracelularno oslobadanjem neutrofilnih ekstracelularnih zamki (engl.
neutrophil extracellular traps) (NETs). NETs su zamke sacinjene od
ekstracelularnih vlakana, u ¢iji sastav ulazi DNK i brojni baktericidni proteini
(MPO, neutrofilna El, histoni). Molekuli koje oslobadaju neutrofili, ukljucujuéi i
MPO, El i Cat-G, takode imaju vaZnu ulogu u aktivaciji urodene imunosti i
produkciji inflamatornih citokina. Proces nastajanja NETs je poseban tip celijske
smrti neutrofila - NETosis (19). Ovaj proces je pokrenut razli¢itim stimulsima i
karakteriSe se aktivnim oslobadanjem hromatinskih vlakana koji sadrze
antimikrobne peptide koji mogu zaustaviti i ubiti mikroorganizme. Ovo se
postiZe translokacijom neutrofilne El iz primarnih granula u nukleus. Tu se
parcijalno razgraduju specificni histoni i zajedno sa MPO i reaktivnhim
jedinjenjima kiseonika, dovode do dekondenzacije hromatina i oslobadanje DNK
iz Celije. Apoptotski izmenjeni hromatinski antigeni su glavni okidac za gubitak
tolerancije kod autoimunskih bolesti (3, 20).

NETs stvaraju neutrofili usled kontakta sa brojnim mikroorganizmima
(bakterije, virusi, gljivice, paraziti), aktivisanim trombocitima, ili pod uticajem
brojnih inflamatornih stimulsa ili hemijskih jedinjenja (5). Glavna funkcija NETs
je zarobljavanje i uniStavanje patogenih agenasa. Pri tome, ovaj proces je pracen
dramati¢nim promenama morfologije Celija. Glavne komponente NETs, DNK i

antimikrobni proteini neutrofilnih granula, odreduju njihova antimikrobna



svojstva. Patogeni, zarobljeni u ovim zamkama, bivaju uniSteni oksidativnim i
neoksidativnim mehanizmima. Takode, utvrdeno je da hromatin i proteaze
oslobodene u cirkulaciju za vreme formiranja NETs, mogu da regulisu
prokoagulantne i protromboticke faktore i na taj nacin ucestvuju u nastanku
tromba u krvnim sudovima. Proces nastajanja ovih zamki, nazvan NEToza,
predstavlja poseban tip programirane Ccelijske smrti, razli¢it od apoptoze i
nekroze (21). Apoptoza se karakteriSe kondenzacijom nuklearnog hromatina,
DNK fragmentacijom bez dezintegracije membrane (22). Nekroza se karakterise
izloZenoS¢u fosfatidilserinu tokom rane faze, potom edemom i pucanjem celije,
oSteCenjem i rupturom plazmamembrane bez dezintegracije membrane jedra.
Programirana NEToza, sa druge strane, pokazuje dezintegraciju omotaca jedra,
bez DNK fragmentacije, gubitak unutrasnih membrana i organela, i potom,

meSanje nuklearnih i citoplazmatskih komponenti (22).

1.2.1. Struktura NETs

Najvaznije obelezje specificno za NETs je prisustvo vlakana neutrofilne
nuklearne DNK u vancelijskom prostoru. NETs se sastoje od nuklearne DNK,
histona i granularnih proteina. NETs su fragilne kompleksne strukture
sastavljene od glatkih niti, prose¢no 15-25 nm u precniku, koje predstavljaju
lanac sastavljen od hromatina (23). Visoko rezolutivhom scanning elektronskom
mikroskopijom (SEM) niti se sastoje od globula razli¢ite debljine od 30 do 50 nm
(23). Sastoje se od multiplih katelicidin antimikrobnih proteina koji vode
poreklo iz neutrofilnih granula. Po nekoliko niti moZe biti uvijeno u tzv.
,kablove“ dijametra do 100 nm. Ovi kablovi potom formiraju kompleks od
trodimenzionalnih struktura koje je, upotrebpom SEM, teSko razlikovati od
mreZe fibrina (24). Analizom segmenata NETs pomo¢u transmisione elektronske
mikroskpije (TEM) vidi se da vlakna nisu okruZena membranama (5). Cinjenica
da su niti lepljive zbog njihovog elektrostatickog naboja i da se proteZu preko
podrucja od nekoliko mikrona, ¢ini ih veoma efikasnim u hvatanju i ubijanju

mikroorganizama (25, 26).



l[ako je DNK glavna strukturna komponenta NETs, oko 70% NETSs Cine histoni.
(27). Histoni jezgra i spojnica mogu biti nadeni u NET (H1, H2A, H2B, H3, H4),
mada u enzimski preradenom obliku. NET globuli sadrZe proteine i enzime iz
primarnih (azurofilnih) granula (El, Cat-G, MPO, BPI), sekundarnih (specifi¢nih)
granula (Lf), i tercijarnih granula neutrofila (Zelatinaza ili MMP-9, proteini
prepoznavanja peptidoglikana (engl. peptidoglycan recognition proteins)
(PGRPs) (28, 29). Citoplazmatske komponente, kao Sto je kalprotektin, retko se
nalaze u NETs (27).

Ovi proteini ispoljavaju razli¢ite funkcije (30): MPO je odgovorna za stvaranje
mikrobicidne HOCI; serin proteaze (El, Cat-G, PR3, triptaza, neutrofilna serin
proteaza 4 (NSP4) (31) su sposobne da inaktiviSu bakterije cepanjem njihovih
faktora virulencije (5); Kkatelicidin LL37, BPI, defenzin i histoni mogu
dezintegrisati Celijsku membranu patogena narusavajuci njihovu vitalnost (32,
33); kalprotektin (27, 34), kalgranulin i Lf heliraju jone koji su neophodni za rast
mikroorganizama, zajedno cine¢i NETs efikasnim protiv prakti¢no svih vrsta

patogena.

1.2.2. Proces nastajanja NETs

NEToza je kompleksan proces koji se razlikje u zavisnosti od stimulansa i
pracen je znacajnim morfoloskim promenama neutrofila koji na kraju dovodi do
smrti Celije (35). Nekoliko faktora je ukljuceno u proces NEToze. U zavisnosti od
momenta formiranja NETSs, uloge produkcije ROS i vrste stimulansa, razlikuje se
konstrukcija ovih zamki i uloga u ¢elijskoj smrti (36).

Ustanovljeni su najvazniji procesi tokom formiranja NETs. Prvo, tokom
aktivacije neutrofili produkuju visok nivo ROS tokom aktivnosti NADPH oksidaze
(21). ROS predstavljaju inicijatore stvaranja NETs. ROS nastaju kao prirodni
produkt normalnog metabolizma kiseonika. Nivo ROS dramatic¢no raste Sto moZe
dovesti do oSteCenja Celijske strukture. Kumulativno, ovo je poznato kao
oksidativni stres. Da bi doSlo do formiranja NETs, aktivisani neutrofili prolaze
kroz dramati¢ne morfoloske promene (37, 38). Ubrzo nakon aktivacije, nukleusi

PMN gube svoje lobuluse, dolazi do dekondenzacije hromatina, unutrasnje i



spoljaSnje membrane jedra se progresivno razdvajaju, a istovremeno i
dezintegriSu. Potom, nakon jednog sata, zbog dezintegracije omotaca jedra,
sadrZaj jedra, citoplazme i citoplazmatskih granula se slobodno mesa. Posle,
prosecno oko Cetiri sata, Celije se zaokruzuju, potom kontrahuju do rupture
Celijske membrane i izbacivanja unutrasnjih komponenti u ekstracelularni
prostor (21, 23). U zavisnosti od podsticajnog stimulansa, samo odreden
procenat aktiviranih neutrofila proizvodi NETs (21).

Drugi vazan korak u modifikaciji histona i nastanku NETs je citrulinacija
histona posredovana peptidilarginin deiminazom 4 (PAD4). Ovaj enzim je Clan
PAD familije koja se sastoji od 5 izotipova. Samo PAD4 poseduje signal za jedro.
Citrulinacija histona H3 igra vaZnu ulogu u dekondenzaciji hromatina tokom
NEToze (38). Nakon stimulacije, hromatin neutrofila podleZze dekondenzaciji, $to
je praceno meSanjem euhromatina i heterohromatina (21). Kao rezultat svega
navedenog, omotac jedra je uniSten i integritet Celijske membrane je izgubljen.
Ovo dovodi do rapidnog oslobadanja strukture slicne mreZi koja sadrZi DNK.
(38).

Ovaj proces je posredovan enzimima azurofilnih granula neutrofila - neutrofilna
El i MPO. El je sposobna da razgraduje histonske spojnice H1 i histone jezgra, Sto
dovodi do dekondenzacije hromatina, $to je potpomognuto MPO i nezavisno od
enzimatske aktivnosti drugih enzima (39). Proces pucanja Celijske membrane i
oslobadanje NETs predstavlja novi tip ¢alijske smrti neutrofila (37). S obzirom
da su drugi tipovi Celija (mastociti, bazofili, makrofagi) takode sposobni da
formiraju ekstracelularne zamke (engl. extracellular traps (ETs)), ovaj novi
odbrambeni mehanizam se generalno naziva EToza i o njemu se jo$ uvek

nedovoljno zna (40).

1.2.3. Uloga NETs

Komleksi DNK i proteina neutrofilnih granula ucestvuju u patogenezi brojnih
bolesti. Nova istraZivanja su pokazala da specificnom destrukcijom neutrofila
nastaju neutrofilne ekstracelularne zamke (engl. neutrophil extracellular traps,

NETs) koje imaju centralni znacaj u patogenezi hroni¢nih imunoinflamatornih



oboljenja. NETs su strukture sacinjene od vancelijskih DNK vlakana prepunih
antimikrobnih citoplazmatskih proteina, medu kojima je i mijeloperoksidaza.
Proces nastajanja NETs je poseban tip Celijske smrti neutrofila (engl. NETosis) i
karakteriSe se aktivnim oslobadanjem hromatinskih vlakana koji sadrze
antimikrobne peptide. Ovaj proces je urodeni odbrambeni mehanizam u borbi
protiv mikroorganizama. Medutim, NETs su detektovani i kod MPA u odsustvu
infektivnog agensa (41). Na osnovu svega ovoga, pretpostavlja se da
perzistiranje MPO kod PTU-indukovanih protrahovanih NETs moZe biti
prepoznato kao autoantigen od strane imunskog sistema (42). Medutim, vecina
pacijenata sa MPA razvija bolest bez PTU i drugih srodnih lekova. Znaci da
postoje mehanizmi, nezavisni od PTU, koji mogu uticati na nastanak i regulaciju

NETs.

1.2.3.1. NET antimikrobno dejstvo

NETs su sposobne da zarobe skoro sve tipove patogena, ¢ak i one koji su toliko
veliki da ne mogu da budu fagocitovani, kao Sto su gram-pozitivne i gram-
negativne bakterije, kvasnice, virusi i protozoe (43). Zarobljavanje patogene u
DNK vlakna sprecava Sirenje mikroorganizama i obezbeduje vec¢u koncentraciju
antimikrobnih faktora na mestu infekcije (23). Dolazi do interakcije izmedu
povrSine patogena i komponenti NETs. Antimikrobno dejstvo ispoljavaju
proteini obe vrste citoplazmatiskih granula, ne samo neutrofilna El, histoni i
MPO, vec¢ i PR3, Lf, Cat-G, kalprotektin i antimikrobni peptidi kao Sto su defenzin
i LL37 peptid izveden iz katjonskog antimikrobnog proteina (27). Neutrofilna EI
i PR3 mogu da inaktiviSu i uniSte patogeni agens cepajuéi njihove faktore
virulencije (23). LL37 i histoni mogu da dezintegriSu Ccelijsku membranu
patogena dovodec¢i u pitanje njihovu odrZivost (32). Aktivhost MPO je od
esencijalne vaZznosti za uniStenje Staphylococcus aureusa (36), ali je zato rast
gljivica usporen zbog dejstva Lf i kalgranulina (27, 44).

Medutim, NETs nisu savrSene i pojedini patogeni su evoluirali i razvili
mehanizme da izbegnu ovu vrstu programirane Ccelijske smrti. Ovakvi

mahanizmi, otkriveni kod infekcije S. aureus i S. pyogenes, zasnivaju se na
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sekreciji endonukleaza koje razaraju DNK (45). Takode, patogeni mogu izbeci
ove zamke menjanjem naelektrisanja njihove povrsine ili produkcijom kapsule

kao kod infekcije S. pneumoniae (29).

1.2.3.2. NETs i inflamacija

U toku formiranja NETs, pored antibakterijskog dejstva, dolazi i do patoloskih
efekata. NETs su detektovane i u toku hroni¢nih inflamatornih bolesti
(ateroskleroza), autoimunskih bolesti (SLE), raznih formi vaskulitisa, tromboze,
akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS) i sindroma akutnog plu¢nog
oStecenja (engl. acute lung injury, ALI), cisticne fibroze i karcinoma. Ove
strukture koje sadrze DNK i antimikrobne proteine i proteaze, predstavljaju
podlogu za dodatne signale ili interakcije sa komponentama krvi i tkiva. Studije
koje su se bavile citotoksicnoS¢u ovih zamki prema endotelnim i epitelnim
¢elijama, ukazale su na histone, MPO, El i Cat-G, kao glavne komponente NETs
ukljucene u destrukciju tkiva. Takode, utvrdeno je da su pluc¢a glavni ciljni organ,

s obzirom da neutrofili borave u plu¢ima duZe nego u drugim organima (46).

1.2.3.3. NETs i plu¢ne bolesti

Kod AIL/ARDS pokrenutih infekcijom ili kod sterilnog octecenja pluca dolazi
do aktivacije i masivne migracije neutrofila u alveolarni prostor, koje su
kontrolisane od strane hemokina elitelnih Celija, makrofaga i samih neutrofila
(47). Visoka koncentracija faktora stimulacije u alveolarnom prostoru podstice
aktivaciju neutrofila i oslobadanje NETs. Takode, antibakterijsko i
proinflamatorno dejstvo NETs dokazano je i kod cisti¢ne fibroze. Osim mutacije
odgovorne za poremecaj transporta jona Na i Cl kroz epitelne celije koji dovodi
do dehidracije, porasta viskoziteta mukusa i oteZanog odlaganja mukusa iz
vazdus$nih puteva, za visok viskozitet mukusa odgovorno je i prisustvo DNK u
sputumu pacijenata sa CF, koji korelira sa visokom koncentracijom neutrofila i
akumulacijom NETs u plu¢ima CF pacijenata. Veliki broj neutrofila dovodi do
hroni¢ne neutrofilne inflamacije, uglavnom izazvane hroni¢nom bakterijskom i

virusnom infekcijom (48, 49).
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1.2.3.4. NETs i autoimunske bolesti

Autoimunske bolesti kao S$to su vaskulitisi malih krvnih sudova i SLE su
primeri patoloSke strane NET produkcije i njihove neefikasne eliminacije (50).
lako je razvoj autoimunskih bolesti veoma kompleksan proces, proces
ekstracelularne prezentacije intracelularnih antigena generalno je prihvacen kao
primarni korak u nastanku autoimunskog odgovora i produkciji autoantitela.

Vaskulitisi malih krvnih sudova (engl. small vessel vasculitis, SVV) su grupa
sistemskih autoimunskih bolesti kod kojih postoji hroni¢na inflamacija malih
krvnih sudova u plu¢ima, bubrezima ili KkozZi, i prisustvo antineutrofilnih
citoplazmatskih antitela (ANCA). Glavni ciljni antigen za ANCA je MPO, Sto
dovodi do razvoja mikroskopskog poliangiitisa (MPA), i PR3, Sto dovodi do
razvoja granulomatoze sa poliangiitisom (GPA) (ranije Wegenerova
granulomatoza) (41, 51). Osim toga, ustanovljeno je da vezivanje ANCA za MPO i
PR3 dovodi do aktiviranja neutrofila i pokretanja NEToze (41). Uspostavljanje
ANCA-MPO kompleksa, takode, aktivira mijeloidnu dendriticnu celiju. LeCenje
primenom DNaze, ne samo da inhibiSe nastanak NETs, ve¢ sprecava inflamaciju
krvnih sudova, Sto potvrduje uceS¢e NETs u oSte¢enju malih krvnih sudova i

razvoju SVV (50).

1.2.3.5. NETs i SLE

Neutrofili kod lupusa imaju sniZen fagocitni kapacitet. Oni bivaju aktivisani
intravaskularno autoantitelima i nukleozomima i ispoljavaju tendenciju da
formiraju agregate. Nivo razlicitih baktericidnih proteina sintetisanih i
oslobodenih iz aktivisanih neutrofila je poviSen u serumu pacijenata sa lupusom.
Kod SLE postoji povecan broj apoptotskih neutrofila koji je povezan sa
aktivno$cu bolesti i nivoom anti-dsDNK antitela.

[ kod SLE dolazi do aktivacije neutrofila i produkcije NETs (37). Ovi rezultati
koreliraju sa povisSenim nivoom cirkuliSu¢e DNK u plazmi SLE pacijenata, kao i sa
prisustvom antitela protiv proteina vezanih za NETs (52). Vise od 70% NET
komponenti su potentni autoantigeni kod SLE i drugih autoimunskih bolesti

(53).
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Skorije studije ukazuju na patoloske NET formacije, kao i smanjen klirens,
odnosno eliminaciju NET materijala kod lupusa (54, 55, 56). Povecanje NET
formacija u neutrofilima kod SLE se deSava u odsustvu infekcije (1). Serum kod
lupusa sadrzi imunske komplekse sastavljene od autoantitela prema
antimikrobnim peptidima kao $to su LL37, humani neutrofilni peptidi i anti-
dsDNK, udruZene sa NET. Ovi imunski kompleksi blokiraju razgradnju DNK
nukleazama.

Stvaranje NETs zahteva aktivnost NADPH oksidaze (NOX) (21). U toku
oslobadanja NETs dolazi do menjanja histona tako $to arginin biva zamenjen
citrulinom. Na ovaj nacin nastaje novi autoantigen za imunski sistem (57) koji je
dodatno aktivisan prolongiranom ekspozicijom NET proteina. Do prolongiranog
izlaganja ovih proteina dolazi zahvaljuju¢i =zaStiti DNK od razgradnje
inhibitorima DNaze (58). Ovi inhibitorni efekti su rezultat zaStitne uloge
antibakterijskog peptida LL-37, koji je takode komponenta NETs, visokog nivoa
anti-NET antitela ili porasta deponovanja proteina komplementa C1q (59).

Poremecaj NEToze, kao esencijalni odbrambeni mehanizam, ima ulogu u
patogenezi SLE. I kod SLE, kao i kod MPA, sposobnost razaranja NETs u serumu
je znacajno niZa u odnosu na zdrave kontrole (56). Takode, aktivnost serumske
DNaze I je generalno niska kod SLE, sto moZe dovesti do poremecaja eliminacije
apoptoticnih celija (60). Iako bi trebalo uzeti u obzir mogucnost da niska
aktivnost DNaze I u serumu ovih pacijenata moZe biti uzrokovana potroSnjom
DNaze I koja ucestvuje u eliminaciji NETSs, ovo je malo verovatno, s obzirom da
kod ovih pacijenata aktivnost serumske DNaze I ne Kkorelira sa aktivnoS$cu
bolesti. Umesto toga, smatra se da je niska aktivnost serumske DNaze I Cesta
karakteristika kod MPA i SLE. Dodatno, niska aktivnhost serumske DNaze I kod
SLE i MPA pacijenata moZe indukovati oStecenje degradacije NETs i kao
posledicu, slom tolerancije prema komponentama NETs, Sto dovodi do
produkcije anti-DNK i anti-MPO antitela (MPO-ANCA) (42, 56, 61).

Kod anti-MPO udruZenog MPA, anti-NET antitelima smatraju se autoantitela
razlic¢ita od anti-MPO ili anti-DNK antitela. Kod SLE je dokazano prisustvo anti-

NET antitela, ukljucujuéi i anti-DNK antitela, i ova antitela mogu ometati DNazu |,
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kao vaznog regulatora NETs (56). I kod SLE i MPA anti-NET antitela doprinose
slaboj sposobnosti za degradaciju NETs. Komponente anti-NET antitela, kao Sto
su IgG, treba dodatno da budu ispitane u budu¢im studijama.

Poremecaj regulacije NETs, Sto dovodi do prekomernog stvaranja i
perzistiranja NETs, moZe da indukuje proizvodace NETs, ukljucuju¢i i MPO-
ANCA, i inhibitore NET regulacije, ukljucuju¢i anti-NET antitela. Smatra se da je
,zacarani krug“ od NETs do anti-MPO ANCA, nazvan ,NET-ANCA zacarani krug",
od klju¢ne vazZnosti za patogenezu, pre svega anti-MPO udruZenog vaskulitisa, a

da ovaj mehanizam ima znacaj i za patogenezu SLE (62).

1.2.3.6. Regulacija degradacije NETs

NETosis je regulisana iskljucivo prisustvom dezoksiribonukleaze I (DNaze I) u
serumu, koja sprecava perzistiranje NETs. DNaza [ je specificna endonukleaza
koja razgraduje DNK tako Sto je hidrolizuje na kratke oligonukleotide. Novije
studije su pokazale da poremecaj regulacije NETosis mozZe biti ukljucen u
patogenezu autoimunskih bolesti, ukljuc¢ujuci lupus erythematosus (LE) (42).
Degradacija NETs regulisana je enzimom deoksiribonukleaza I (DNase I) (63,
64). Podgrupa SLE pacijenata slabo razgraduje NETs zbog niske aktivnosti
DNase I (56, 65). Ustanovljena je udruzenost poremecaja regulacije nastanka
NETs sa autoimunskim bolestima, posebno propiltiouracil indukovanim MPO-

ANCA udruzZenim vaskulitisom (42).
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1.3. DEZOKSIRIBONUKLEAZA

DNaza je grupa enzima koji imaju sposobnost da hidrolizuju DNK. Glavna
uloga DNaze je upravo da hidrolizuje egzogenu DNK (66). DNaza je otkrivena u
bovinom pankreasu 1905. godine (67). DNazu luce Zlezde povezane sa
digestivnim traktom, prvenstveno parotidna Zlezda i pankreas. DNaza I kod
sisara postoji u 3 oblika - pankreasni, parotidni i meSoviti (68). Medutim, niska
do visoka ekspresija gena za DNazu I registrovana je i u drugim tkivima
(submandibularna Zlezda, bubreg, digestivni trakt itd) (69). Enzimsku aktivnost
DNaze inhibiraju G-aktin, cink i helatori dvovalentnih jona (70, 71, 72). Gen za
DNazu I je smeSten na hromozomu 20, ima 9 egzona i 8 introna i sadrzi 3
kodominatna alela: DNASE*1, DNASE*2, DNASE*3, DNASE*4 (73).

Danas se zna da je DNaza I glavna nukleaza prisutna u serumu i urinu, kao i u
semenoj tecnosti (68). Aktivnost enzima u urinu je viSestruko izraZenija nego u
serumu (74). DNaza I ima znacajnu ulogu u apoptozi (75). Slicno apoptozi,
dokazana je uloga DNaze i u efikasnom uklanjanju DNK nakon farmakoloski

izazvane nekroze Celija (63).

1.3.1. Uloga DNaze I u patogenezi SLE

Smatra se da je DNaza I jedan od klju¢nih molekula u razvoju SLE (76). Postoji
nekoliko razloga za ovu tvrdnju: prvo, dsDNA je predominantan autoantigen kod
pacijenata sa SLE (77), drugo, DNaza iz bovinog pankreasa unisStava antigenost
DNK, i na kraju, aktivnost DNaze I u serumu pacijenata sa SLE je Cesto niska i to
sniZenje je vece kod pacijenata sa aktivnijim SLE (78).

DNaza [ izrazito uti¢e na razvoj SLE. Dokazano je da deficit DNaze I u vezi sa
razvojem sindroma slicnog SLE sa prisutnim antinukleusnim antitelima (ANA),
deponovanjem imunskih kompleksa u glomerule bubrega, visokim titirom anti-
dsDNA antitela i potpuno razvijenim glomerulonefritisom, u zavisnosti od nivoa
DNaze I (79). Pretpostavlja se da smanjena aktivnost DNaze I u urinu dozvoljava

vecoj koli¢ini hromatin-IgG imunskih kompleksa da se zadrZava u bubrezima i na
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taj nacin omogucava progresiju bolesti, Sto korelira sa pojavom anti-dsDNK
antitela (80).

Niska aktivnost DNaze I je registrovana i u studijama na pacijentima sa SLE
(65, 81, 82, 83, 84). Medutim, u njima nije nadena koherentna korelacija izmedu
aktivnosti DNaze [ u serumu i stepena aktivnosti SLE, odnosno biomarkera SLE.
Skiljevi¢ i saradnici su demonstrirali da je aktivnost serumske DNaze kod
pacijenata sa SLE niZa u odnosu na zdrave osobe. Pokazano je da je aktivnost
DNaze u korelaciji sa aktivnoS$¢u bolesti, nivoom ANA, anti-dsDNK, anti-
nukleozomalnih i anti-histonskih antitela i da moze biti znacajan marker u
pracenju pacijenata sa SLE (65).

Kod pacijenata sa SLE, infekcija je Cest okidac¢ ataka bolesti i jedan od glavnih
uzroka smrti. U odgovoru na infekciju u€estvuju i neutrofilni polimorfonukleari
koji stvaraju NETSs koje su sacinjene od DNK, histona i proteina neutrofila i imaju
antimikrobna svojstva. Uklanjanje ovih zamki moze biti krucijalno za odrZavanje
homeostaze tkiva i izbegavanje prezentacije sopstvenih antigena. DNaza I je
najvazniji enzim koji uklanja NETSs. Za jedan broj pacijenata sa SLE dokazano je
da je ovo uklanjanje poremeceno, i to iz 2 razloga: prisustvo inhibitora DNaze I ili
prisustvo anti-NET antitela koja sprefavaju DNazu I da pristupi NETs-u.
Poremecaj funkcije DNaze I i poremecaj uklanjanja NETs korelira sa klinickim
manifestacijama SLE, a posebno sa teZinom zahvatanja bubrega (56, 85).
Dokazano je da je serumski nivo inhibitora DNaze znacajno poviSen kod
pacijenata sa LES, Sto dovodi do stvaranja anti-NET antitela koja sprecavaju
DNazu I da pristupi i unisti NETs (56).

Takode, sniZenje aktivnosti DNaze I je delimi¢no uzrokovano i prisustvom
inhibitornih antiDNaza antitela koja prepoznaju konzervisani epitop u blizini
katalitickog centra. U istoj studiji je nadena i pozitivna korelacija izmedu
koncentracija anti-DNaza i anti-DNK antitela u serumima pacijenata sa SLE (86).
Do publikovanja naSeg rada, nije bilo radova koji govore o korelaciji ANCA i
aktivnosti DNase I u serumu, odnosno koji se bave uticajem aktivnosti DNaze na

prisustvo ANCA.
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1.4. ANTINEUTROFILNA CITOPLAZMATSKA ANTITELA

Antineutrofilna citoplazmatska antitela (ANCA) su predominantno anitela IgG
klase specificna za proteaze ili katjonske proteine, komponente primarnih
neutrofilnih granula i monocitnih lizozoma, kao $to su PR3, NE, Cat-G, MPO, Lf,
azurocidin, lizozim i katjonski baktericidni protein koji pove¢ava permeabilnost
(engl. bactericidal/permeability increasing protein) (BPI) (87). ANCA interaguju
sa target antigenima neutrofila aktivisanog citokinima, dovode¢i do aktivacije
preko nekoliko signalnih puteva i interakcije sa endotelijumom, potom do
degranulacije, produkcije citokina i oStec¢enje tkiva. S obzirom na prisustvo
autoantitela, potrebna je pomo¢ autoreaktivnih T-helper i B celija za razvoj
bolesti (1).

Poznato je da su ANCA specificna za PR3 i MPO prihvaceni seroloSki markeri
podgrupe vaskulitisa malih krvnih sudova poznatih kao ANCA wudruZeni
vaskulitisi (granulomatoza sa poliangiitisom i mikroskopski poliangiitis) (87).
Detekcija ANCA ima znacajnu ulogu u dijagnostici i praenju pacijenata sa
primarnim vaskulitisima. Pored glavnih ciljnih antigena, PR3 i MPO, drugi
proteini neutrofilnih granula mogu biti takozvani minor antigeni ANCA, ali
njihova uloga i znacaj nisu u potpunosti razjasnjeni. Pored vaskulitisa, ANCA su
detektovana i u drugim, patogenetski i klinicki heterogenim grupama oboljenja:
lekom indukovani atoimunski sindromi, inflamatorne bolesti creva i jetre,

infekcije, maligniteti i sistemske bolesti vezivnog tkiva (88).

1.4.1. Istorijat

ANCA su prvi put opisana 1982. godine (89). Godine 1988. istrazivaci su
pokazali, koriste¢i enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tehniku, da je
MPO glavni ciljni antigen perinuklearnih ANCA (90), a dve godine kasnije, PR3 je
prepoznata kao glavni autoantigen za citoplazmatski tip ANCA kod WG (91, 92).
Razumevanje patogenetskih mehanizama ANCA je dovelo i dalje uti¢e na razvoj i

usavrSavanje novih terapijskih strategija u leCenju ANCA vaskulitisa.
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1.4.2. Detekcija ANCA

Postoje tri osnovna tipa fluorescencije tokom detektovanja ANCA metodom
indirektne imunofluorescencije (IIF): ¢, p i x (atipicna) ANCA. Klasi¢na
citoplazmatska cANCA imaju centralno pojacanje tackaste fluorescencije u zoni
jedarnih lobusa. Perinuklearni p- tip karakterise fluorescencija prstenaste zone
citoplazme oko jedra koja se jasno razlikuje od cANCA. S obzirom na blizinu
jedarne memrane vrlo je tesko u rutinskom radu razlikovati ANCA od ANA. Kod
ANA pozitivnih pacijenata neophodna je detekcija ANCA Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) testom na specificne antigene MPO, EL, Lf, Cat-G,
PR3 i BPI (87).

1.4.3. Patogenetski mehanizmi

Neutrofil aktivisan od strane citokina ispoljava na membrani, procesom
translokacije, antigene sacinjene od proteina azurofilnih granula. ANCA se vezuju
preko receptora za Fc fragment imunoglobulina G (FcyR) na aktivisanom
neutrofilu. Ovako dobijen signal dovodi do zavrsne faze aktivacije neutrofila koji
na povrSini endotelnih celija izazivaju respiratorni prasak, degranulaciju i
nastanak vaskulitisa. Perzistentno vezivanje ANCA za neutrofile na povrSini
endotelnih celija indukuje produkciju brojnih pro-inflamatornih citokina i
hemokina i pojacava vaskularno osStecenje. Oslobadaju se snazni hemotaksic¢ni
faktori za neutrofile kao Sto je C5a komponenta komplementa, koja takode
stimuliSe neutrofile za interakciju sa ANCA. Tako se uspostavlja amplifikaciona
veza za regrutovanje i aktivaciju neutrofila i pojavu nekroze endotelnih celija
(93). Iako je MPO komponenta intracitoplazmatskih granula, uglavnom
neutrofila, moZe biti sekretovana i preko plazma membrane kada su neutrofili
aktivisani proinflamatornim citokinima, kao Sto je TNF-alfa. Smatra se da se
patogena ANCA mogu vezati za MPO na povrsSini proinflamatornim citokinima
aktivisanih neutrofila, Sto dovodi do oSteenja malih krvnih sudova. Ovaj
koncept poznat kao teorija ANCA-citokin niza, uglavnom je prihvacen kao
najvazniji deo patogeneze anti-MPO ANCA udruZenih vaskulitisa (94). Medutim,

zaSto se ova patogena anti-MPO atoantitela stvaraju, ostaje nepoznato.
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Poliklonalna ANCA mogu pokrenuti oslobadanje mikropartikula neutrofila koji
eksprimiraju MPO i PR3 za koje se vezuju i aktiviraju endotelne C(celije.
Neutrofilne mikropartikule takode mogu indukovati stvaranje trombina i
posledi¢no tromba (95). ANCA aktivisani neutrofili takode oslobadaju BlyS, koji
moZe doprineti amplifikaciji ANCA odgovora tako Sto indukuju opstanak B

limfocita i diferencijaciju plazmocita (96).

1.4.4. ANCA i infekcija

Poznato je da infekcija moZe da bude jedan od faktora nastanka vaskulitisa
(97, 98). Udruzenost hepatitis B virusne infekcije (HBV) i polyarteritis nodosa ili
hepatitis C infekcije (HCV) i krioglobulinemijskog vaskulitisa je dokazana (99,
100). Takode, bakterijske i virusne infekcije mogu pokrenuti produkciju
razlic¢itih autoantitela, ANA, antikardiolipinskih antitela (aCL), krioglobulina i
ANCA, Sto nije uvek udruzZeno sa vaskulitisom (100, 101). NaZalost, pojedine
subakutne i hroni¢ne infekcije mogu imitirati idiopatske ANCA vaskulitise, pa
njihova diferencijalna dijagnoza moZe biti oteZana. Uz to, anti-PR3 i anti-MPO
mogu biti detektovana kod bakterijskih (streptokokna, stafilokokna infekcija,
tuberkuloza), virusnih (parvovirus B19, HCV), protozoalnih (malarija) i gljivicnih
infekcija (100, 102). Medu pacijentima sa prolongiranom infekcijom udruZenom
sa ANCA, 29% je imalo promene na koZi (purpura, nekroza, gangrena, erythema
nodosum). Identifikacija uzro¢nog faktora je od esencijalne vaznosti za izbor
efikasnije i manje toksi¢ne terapije za infekcije udruZene sa ANCA. Profil
autoantitela moZe pomo¢i u razgrani¢avanju infekcije udruZene sa anti-PR3 i

anti-MPO od primarnih idiopatskih ANCA vaskulitisa (97).

1.4.5. ANCA i primarni vaskulitisi

Primarni vaskulitisi obuhvataju Wegenerovu granulomatozu (WG),
preimenovanu 2011. u granulomatozu sa poliangiitisom (GPA) (103),
mikroskopski poliangiitis (MPA), izolovani fokalno segmentni nekrotizujuci
glomerulonefritis (FSNGN) sa polumesecom ili bez polumeseca, i Churg-Straus

sindrom (CSS) (93, 104, 105, 106). Ova oboljenja se karakteriSu nekrotizuju¢om
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inflamacijom malih krvnih sudova i prisustvom ANCA antitela protiv PR3 ili
MPO. Anti-PR3 su uglavnom prisutna kod GPA, dok se anti-MPO predominantno
javljaju u ostalim stanjima (93, 107). Studija sprovedena 2005. pokazala je da je
senzitivnost anti-PR3 66% kod GPA, a da je manja od 5% kod CSS, dok je
senzitivnost anti-MPO 58% kod MPA, 64% kod idiopatskog ascedentnog
glomerulonefritisa 64%, odnosno 40% kod CSS. Kod CSS, ANCA su prisutna kod
40% pacijenata i udruzZena su sa vaskulitisom malih krvnih sudova kao glavnim
klinickim znakom, dok je odsustvo ANCA kod pacijenata sa CSS bilo udruzeno sa
eozinofilnom infiltracijom tkiva (108).

Najcesca histopatoloska slika kod MPA i GPA, a povremeno i kod CSS, je
neutrofilni vaskulitis. Neutrofilni ili leukocitoklazijski vaskulitis se katakterise
prisustvom predominantno neutrofilnog infiltrata meSanog sa nukleusnom
prasSinom. Pacijenti sa histoloski dokazanim neutrofilnim vaskulitisom uglavnom
imaju detektovana antitela pozitivna na MPO i imaju zahvac¢enost bubrega, dok
su pacijenti sa histoloskom slikom eozinofilnog vaskulitisa obi¢no negativni na
MPO i nemaju renalnu zahvacenost (109).

ANCA testiranje mora biti pazljivo interpretirano u korelaciji sa drugim
laboratorijskim podacima, kao i histoloskim i klinickim nalazima. Ono ima
znacajnu ulogu u dijagnostici i evaluacionim protokolima pacijenata sa

vaskulitisima i agresivnim glomerulonefritisima.

1.4.6. ANCA kod SLE

Glavno obeleZje SLE je produkcija anti-nukleozomalnih antitela i imunskih
kompleksa sa antigenima koji sadrze DNK. Defekt u raspadu nukleozoma moZze
stimulisati produkciju anti-DNK nukleoproteinskih antitela. U serumima
pacijenata sa SLE nadena su brojna autoantitela Cciji su ciljni antigeni
komponente jedra (double-stranded DNA (dsDNA), Smith (Sm) antigen). Ova
antigen specificna ANA imaju vaznu ulogu u seroloskoj dijagnostici SLE (110).
Poslednjih godina, sve viSe paZnje se poklanja ispitivanju i detektovaju antitela
uperenih na komponente citoplazme. Ovi antigeni su proteini primarnih i

sekundarnih neutrofilnih granula. ANCA su prisutna kod jednog broja pacijenata
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sa SLE. Kod SLE pacijenata c¢iji su neutrofili hroni¢no aktivisani autoantitelima,
citoplazmatski neutrofilni antigeni posreduju i stimuliSu dentriticnu celiju da

indukuje stvaranje ANCA koja ucestvuju u autoimunskom procesu (50).

1.5. LUPUS ERYTHEMATOSUS

Lupus erythematosus (LE) je autoimunsko inflamatorno oboljenje koje se
karakteriSe =~ slomom  tolerancije, produkcijom brojnih  autoantitela,
deponovanjem imunskih kompleksa u zidovima, predominantno malih krvnih
sudova, sa posledi¢cnom aktivacijom sistema komplementa koja dovodi do
zapaljenja i oStecenja tkiva (111, 112). PatoloSki imunski odgovor kod LE
pokrecu razliciti faktori sredine (ultravioletno (UV) zracenje, virusi, lekovi) na
terenu genetske konstitucije koju karakteriSe poremecaj imunskih regulatornih
mehanizama (113).

Prvi opis eritema u vidu leptira dao je Ferdinand von Hebra (seborrhea
congestiva, 1866) (114). Moritz Kaposi je prvi opisao sistemske znakove LE
(1872) - febrilnost, gubitak teZine, anemiju, limfadenopatiju i artritis (115).
Jonatan Hutchinson je zasluZzan za otkrivanje uticaja fotosenzitivnosti na

nastanak eritema u vidu leptira (116).

1.5.1. Klasifikacija LE

Oko 70% pacijenata sa lupusom ima SLE, oko 15% ima isklju¢ivo kutane
forme, oko 10% pacijenata ima sindrom preklapanja sa drugom reumatskom
boleS¢u (ispunjavaju kriterijume i za SLE i za drugo oboljenje), a 5-10%

pacijenata ima lupus indukovan lekovima (117).
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1.6. SISTEMSKI LUPUS ERYTHEMATOSUS

Sistemski lupus erythematosus (SLE) je multisistemsko oboljenje cije je glavno
obelezje produkcija anti-nukleozomalnih antitela i imunskih kompleksa sa
antigenima koji sadrze DNK (113). Uslov za razvoj SLE je postojanje
predispozicije za razvoj autoimunosti. Kod malog broja ovih osoba dolazi do
stvaranja autoantitela, Sto mesecima i godinama prethodi klinickim simptomima

(118).

1.6.1. Patogeneza SLE

Prvo dolazi do aktivacije urodene imunosti infekcijom ili sopstvenim
antigenima, pomo¢u DC u tkivima koja su u kontaktu sa spolja$njom sredinom
(pluca, creva, koza, periferna limfoidna tkiva) i TLR za molekularne obrasce
patogena (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) koje imaju
bakterije i virusi. Vezivanje TLR za DC dovodi do oslobadanja IFN-alfa i ostalih
citokina, koji omoguéavaju sazrevanje nezrelih DC i monocita/makrofaga, koji
tako postaju moéne APC. Aktiviranje T i B limfocita dovodi do poveéane sinteze
imunoglobulina i prebacivanje na patogene IgG podklase. Na taj nacin nastaju
aktivirane T i B celije (od kojih su neke autoreaktivne) koje ucestvuju u
steCcenom imunskom odgovoru. Poremecaj stecenog imuniteta dovodi do
stvaranja aktivisanih autorekativnih T i B limfocita. Strani sopstveni antigeni se
susrecu sa aktivisanim APC koje ih preuzimaju, internalizuju i procesiraju, i na
kraju prezentuju peptide na povrsini molekula kompleksa tkivne podudarnosti
(engl. major histocompatibility complex, MHC). Za razliku od DC koje su glavne
APC u urodenoj imunosti, u ste¢enoj imunosti glavne APC su B limfociti i
monociti/makrofagi. Ovaj proces proizvodnje autoantitela je veoma aktivan kod
SLE, dok su sa druge strane oSteeni mnogi regulatorni mehanizmi koji bi
trebalo da suprimiraju proizvodnju antitela, kao Sto je smanjena fagocitoza
apoptoti¢nih ¢elija i imunskih kompleksa (119) i proizvodnja regulatornih

CD4+CD25* i supresorskih CD8* T ¢elija (120).
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Defekt u raspadu nukleozoma moZe stimulisati produkciju antitela na
nukleoproteine. Moguc¢e da prolongirani opstanak DNK nukleoproteina u
ekstracelularnoj teCnosti moze biti uklju¢en u produkciju ANA. U serumima
pacijenata sa SLE nadena su brojna autoantitela Cciji su ciljni antigeni
komponente jedra (dsDNK, Smith (Sm) antigen itd). Ova antigen specificna ANA
imaju vaznu ulogu u seroloskoj dijagnostici SLE (110). Poslednjih godina, sve
viSe paZnje se poklanja ispitivanju i detektovanju antitela uperenih na
komponente citoplazme. Ovi antigeni su proteini primarnih i sekundarnih
neutrofilnih granula. Kod pacijenata sa SLE Ciji su neutrofili kontinuirano
aktivisani autoantitelima, citoplazmatski neutrofilni antigeni aktiviraju DC, uz
dalju indukciju stvaranja ANCA, ¢ime se inflamacija amplifikuje (50).

UV zraci izazivaju apoptozu keratinocita u koZi, sto dovodi do oslobadanja
nuklearnog materijala, koji se kod pacijenata sa SLE ne eliminiSe adekvatno, te
stimuliSe imunski sistem. Genetski deficit serum amiloida P, c-Mer kinaze,
imunoglobulina (Ig) M, komponente komplementa Clq i DNaze, koji su
odgovorni za uklanjanje apoptotskih ostataka, dovodi do pojave SLE i kod
miSeva i kod ljudi (121, 122).

Aktivnost serumske DNaze I kod pacijenata sa LES je niZa u odnosu na zdrave
osobe. Takode, serumski nivo inhibitora DNaze I je znacajno povisen kod
pacijenata sa SLE, Sto dovodi do stvaranja anti-NET antitela koja sprecavaju

DNazu I da razgradi DNK u sklopu NETs (56, 122).

1.6.2. Autoantitela

[ako se u toku SLE stvara veliki broj autoantitela, za samo mali broj je
dokazana direktna uloga u oStecenju tkiva, kao Sto su npr. antitela na celije krvi
koja uzrokuju citopenije. Tako antitela na T celije (CD3 i TCR) suprimiraju
proizvodnju IL-2, a anti Ro antitela smanjuju funkciju miSi¢nih Ccelija i
sprovodnog sistema i izazivaju kongenitalni blok srca kod neonatalng lupusa
(123). Neka antitela na DNK ukrSteno reaguju na receptore za N-metil-D-
aspartat (NMDARs) u mozgu, Sto dovodi do neurokognitivnih defekata (124).

Antitela na fosfolipide i beta-2 glikoprotein izazivaju tromboze u okviru
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antifosfolipidnog sindroma (125). Ona se vezuju i za Celije trofoblasta placente,
aktiviraju komplement i tako dovode do gubitka ploda (126). Koji ¢e organ biti
pogoden zavisi i od lokalne produkcije organ-specificnih molekula kakav je npr.
receptor 1 za faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF), koji
dovodi do ekspresije kutane bolesti, a sa druge strane Stiti bubrege od
inflamacije (127).

Kod oko 85% pacijenata sa SLE pojava autoantitela prethodi prvim
simptomima bolesti u proseku 2 do 3 godine, a u nekim slucajevima, ¢ak i do 9
godina (111). Ona se javljaju sukcesivno, i to prvo ANA, potom anti-DNK antitela
i antifosfolipidna antitela, a na kraju anti SM i anti RNP. Ovi podaci ukazuju da se
imunska kontrola potencijalno patogenih autoantiela moZe odrZati godinama i

da se bolest javlja kod osoba kod kojih se ova regulacija iscrpi (128).

1.6.3. ACR Kriterijumi za dijagnozu SLE

S obzirom da je SLE izuzetno pleomorfno oboljenje i da ne postoji klasi¢na
klinicka slika, dijagnoza se bazira na kriterijumima datim od strane Americ¢kog
koledZa za Reumatologiju (engl. American College of Rheumatology, ACR) 1982. i
revidiranim 1997. godine (129, 130) (tabela 1). Kriterijumi obuhvataju
manifestacije zahvacenosti pojedinacnih organa i karakteristicne laboratorijske
nalaze. Smatra se da osoba ima SLE ukoliko je ispunjeno 4 ili viSe od 11

kriterijuma, istovremeno ili jedan za drugim, tokom bilo kog perioda pracenja.
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Tabela 1. ACR kriterijumi za SLE (130)

Kriterijum

Definicija

1. Malarni eritem
2. Diskoidne lezije
3. Fotosenzitivnost
4. Oralne ulceracije
5. Artritis

6. Serozitis

7. Bubrezni
poremecaj

8. Neuroloski
poremecaj

9. Hematoloski
poremecaj

10. Imunoloski
poremecaj

11. Antinukleusna
antitela

Fiksiran malarni eritem, u ili iznad nivoa koZe, sa postedom
nazolabijalnih brazda

Eritematozni plakovi sa adherentnom skvamom i keratoti¢nim
Cepovima, kod starijih lezija moZe nastati atrofija sa oziljkom
Promene na koZi nastale kao neuobiCajena reakcija na sunce, na
osnovu anamneze ili pregleda

Oralne ili nazofaringealne ulceracije, obi¢no bezbolne,
dijagnostikovane klinickim pregledom

Neerozivni artritis bar 2 periferna zgloba sa bolom, otokom ili
efuzijom

a. Pleuritis (uverljivi anamnesticki podaci o pleuralnom bolu ili
auskultacijski nalaz pleuralnog trenja ili prisustvo izliva u pleuri)
[LI

b. Perikarditis ( dokumentovan putem EKG, trenja ili prisustvom
izliva u perikardu)

a. Perzistentna proteinurija (>0.5 g/d ili >3+) ILI

b. Celijski cilindri bilo kog tipa (eritrociti, hemoglobin, granularni,
tubularni, meSoviti)

a. Konvulzije (u odsustvu drugog uzroka - leka, poznatog
metabolickog poremecaja, npr. uremije, ketoacidoze, ili
poremecaja elektrolita) ILI

b. Psihoza (u odsustvu drugog uzroka - leka, poznatog
metabolickog poremecaja, npr. uremije, ketoacidoze, ili
poremecaja elektrolita)

a. Hemoliticka anemija sa retikulocitozom ILI

b. Leukopenija (<4,000/mL u 2 ili viSe nalaza) ILI

c. Limfopenija (<1,500/mL u 2 ili viSe nalaza) ILI

d. Trombocitopenija (<100,000/mL u odsustvu leka kao moguceg
uzrocnika)

a. Anti-ds DNK antitela (engl. anti-double-stranded DNA, anti-
dsDNA) u abnormalnom titru ILI

b. Anti-Sm antitela ILI

c. Pozitivan nalaz antifosfolipidnih antitela na osnovu (1)
abnormalnog nivoa IgM ili IgG antikardiolipinskih antitela u
serumu, (2) pozitivnog rezultata testa na lupus antikoagulans,
standardnom metodom, ili (3) lazno pozitivnog seroloskog testa na
sifilis u trajanju od minimum 6 meseci i potvrdenim testom
imobilizacije Treponema pallidum ili fluorescentnim apsorpcionim
testom na treponemska antitela

IAbnormalan titar antinukleusnih antitela (ANA) detektovanih
imunofluorescencijom ili ekvivalentnim esejom, u odsustvu leka za
koji se zna da je povezan sa ,,sindromom lupusa indukovanim
lekovima"“

Ig, imunoglobulin
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1.6.4. Klinicka slika SLE
SLE se klini¢cki moZe ispoljiti promenama na koZi, zglobovima, seroznim

membranama, centralnom nervnom sistemu i bubrezima.

1.6.4.1. Promene na koZi kod SLE

Promene na kozi koje se javljaju u toku SLE dele se na specifi¢ne (kutani lupus,
promene koje imaju specifican histoloski nalaz) i nespecificne (131), koje se ne
javljaju samo kod pacijenata sa lupusom i koje nemaju specifi¢nu histologiju. Ove
lezije su CeS¢e kod pacijenata sa SLE od specifi¢nih i njihovo prisustvo moze
ukazati na vecu aktivnost bolesti (132). Ove promene se dele na one koje sluze
kao kriterijumi za klasifikaciju SLE (fotosenzitivnost, ulceracije na sluzokoZama,
alopecija, Raynaudov fenomen), nespecificne kutane vaskularne reakcije
(vaskulitis, vaskulopatije, urtikarija, palmarni eritem, periungvalne
telangiektazije, eritromelalgija, livedo) i ostale lezije (mucinoza i kalcinoza koZe,
promene na noktima, steCene bulozne dermatoze povezane sa SLE, kutane
manifestacije autoimunskih sindroma preklapanja itd.) (131).

Tipi¢na klinicka manifestacija je lokalizovani eritem - malarni ra$ ili eritem u
vidu leptira  centralnih  partija lica (akutni kutani LE), ili
diseminovani/generalizovani eritem (133), koji se jo$ naziva i ,fotosenzitivni
ras“ (134).

Subakutni kutani lupus erythematosus - javlja se pretezno kod Zena bele
rase, povezan je sa HLA-DR2 or -DR3, pacijenti imaju preklapajuce manifestacije
sa Sjogrenovim sindromom ili visok titar anti-Ro/SSA antitela (135). Lezije koZe
su inicijalno eritematozne makule i papule koje evoluiraju u papuloskvamozne-
psorijaziformne ili anularno-policiklicne lezije, sa pribliZzno podjednakom
ucestaloS¢u (135); kod manjeg broja pacijenata se razvijaju obe vrste lezija
(136).

Hronic¢ni kutani lupus erythematosus - ovoj grupi CCLE pripada vise entiteta
kao Sto je DLE sa svojim varijantama (hipertrofi¢ni/verukozni i telangiektoidni) i
redim tipovima LEP i CHLE. Diskoidni LE - tipicne DLE lezije se javljaju na
pocetku SLE kod 5-10% pacijenata, a ukupno oko 30% pacijenata sa SLE razviju
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DLE lezije u toku bolesti, obi¢tno diseminovanog tipa (137).
Hipertroficna/verukozna varijanta DLE je retka manifestacija DLE (oko 2%
pacijenata sa DLE) i obi¢no udruZena sa prisustvom klasi¢nih DLE lezija na
drugim mestima (138). Telangiektoidna varijanta DLE - eritematozni plakovi
sa retikularnim telangiektazijama na fotoeksponiranim regijama lica, vrata,
ekstremiteta, na dojkama, kolenima, stopalima cine ovi retku formu DLE (139).

Chilblain lupus erythematosus (CHLE) - takode retka manifestacija CCLE, jako
vezana sa faktorima sredine (137), ¢esc¢e se javlja kod Zena. Pacijenti Cesto imaju
poliklonsku hipergamaglobulinemiju, poviSen nivo imunoglobulina u serumu i
pozitivan reumatoidni faktor, Cesto se detektuju i anti-dsDNA antitela i anti-
Ro/SSA antitela (140). Lupus erythematosus profundus (LEP), naziva se jos i
“Kaposi-Irgangova bolest” i “lupus panniculitis“. Predstavlja retku varijantu
CCLE, ima je oko 2-10% pacijenata sa SLE (137). Lupus erythematosus
tumidus - predsatavlja eritematozne eksudativne i infiltrovane necikatricijalne
lezije na licu sa minimalnim promenama na povrsini. Ce$ée se vida kod
muskaraca. Bulozne lezije kod LE - Ulestalost buloznih lezija kod LE je niska,

takode, javlja se kod manje od 5% pacijenata sa SLE i promenama na kozi (141).

1.6.4.2. Promene na bubrezima kod SLE

Lupus nefritis (LN) je snazan prediktor loSeg ishoda pacijenata sa SLE. Kod
pacijenata sa SLE oStecenje bubrega se javlja u 60% pacijenata. Kod 10-20%
pacijenata sa LN nastaje terminalni stadijum hronic¢ne slabosti bubrega (142,
143). Rano otkrivanje SLE i LN omogucava pravovremenu primenu
odgovarajuce terapije u cilju spreCavanja progresije bolesti i razvoja terminalnog
stadijuma hronicne slabosti bubrega, smanjenja morbiditeta i mortaliteta i
poboljsanja kvaliteta Zivota ovih pacijenata (142, 143, 144, 145).

Pacijenti sa LN uglavnom imaju anti-dsDNK, anti-Sm i anti-Clq antitela.
CirkuliSu¢i imunokompleksi imaju znacajnu ulogu u patogenezi SLE i LN. Pored
cirkuliSu¢ih kompleksa DNK-anti-DNK antitela, stvaraju se i kompleksi in situ.

Histoni se vezuju za strukture glomerula i podsticu lokalno stvaranje
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imunokompleksa (142, 143, 144, 145). Pored autoantitela u patogenezi LN

znacajnu ulogu imaju B i T limfociti (146).

1.6.4.2.1. Klinicke manifestacije LN

LN se manifestuje proteinurijom, mikroskopskom hematurijom, prisustvom
eritrocitnih cilindara u sedimentu urina, pove¢anom koncentracijom Kkreatinina
u serumu i smanjenim klirensom endogenog kreatinina. Prisustvo proteina u
urinu je glavni laboratorisjski pokazatelj zahvacenosti bubrega kod SLE.
Proteinurija nije samo pokazatelj oSte¢enja bubrega, ona dovodi do oStecenja
tubulointersticijuma i progresije hronicne slabosti bubrega. Mikrohematurija je
Cesto prisutna, a smanjenje jac¢ine glomerulske filtracije se uglavnom javlja kod
bolesnika sa akutnom bubreZznom insuficijencijom. Hiperkaliemijska renalna

tubulska acidoza takode moZe biti manifestacija LN (147, 148, 149).

1.6.4.2.2. Laboratorijska ispitivanja kod pacijenata sa LN

Anti-dsDNK imaju visoku dijagnosticku specifi¢nost, prisutna su u gotovo 90%
pacijenata sa LN i ukazuju na aktivnost bolesti. Anti-Sm antitela su visoko
specificna za LN, ali su prisutna samo u 15-50% pacijenata sa LN. Visok titar
anti-dsDNK, anti-Sm i anti-C1q sa velikom senzitivnoscu i specifi¢cnos¢u ukazuje
na razvoj LN kod pacijenata sa SLE (142, 144, 145). SLE pacijenti sa normalnim
nalazom urina i normalnom funkcijom bubrega ne zahtevaju biopsiju bubrega.
Indikacije za biopsiju bubrega kod SLE uklju¢uju proteinuriju (novonastala
proteinurija, povecanje proteinurije (proteinurija>1,0 g/24h), tesSka
proteinurija), hematuriju, Celijske cilindre u sedimentu urina, poremecaj funkcije
bubrega (akutna bubrezZna insuficijencija, brzo-progresivno opadanje funkcije
bubrega), nizak nivo C3 komponente komplementa, kao i potreba za promenom
terapije (neadekvatan odgovor na primenjenu terapiju ili relaps posle terapije)
(150, 151 152). PatohistoloSke promene tkiva bubrega pacijenata sa LN,
dobijenog biopsijom bubrega, sastoje se od spektra glomerulskih, vaskularnih i

tubulointersticijumskih promena. Prema preporukama ISN/RPS 2003 -
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(International Society of Nephrology/Renal Pathology Society 2003) u zavisnosti

od patohistoloskog nalaza razlikujemo Sest klasa LN (151) (tabela 2).

Tabela 2. ISN/RPS (International Society of Nephrology/Renal Pathology
Society) klasifikacija LN (151)

Klasa Histopatoloski nalaz

GN

I Minimalni mezangijumski LN

11 Mezangijumski proliferativni LN

I11 Fokalni proliferativni LN (< 50% od svih glomerula)
IV Difuzni proliferativni LN (> 50% od svih glomerula)
\% Membranozni LN

VI Odmakli skleroziraju¢i LN
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1.6.4.3. Ostali klinicki znaci SLE

Pored znakova i simptoma koji spadaju u kriterijume, u klinicku sliku SLE
spadaju i brojni drugi znakovi i simptomi, kao i laboratorijski poremecaji. U
tabeli 2 su prikazani glavni poremecaji koji su registrovani u studijama prilikom
postavljanja dijagnoze SLE (153). Iz tabele se vidi da su prvi pogodeni organi
koza i zglobovi, a da su inicijalni simptomi najc¢eSce groznica i febrilnost, slabost i

malaksalost.

Tabela 3. Prevalencija odredenih simptoma, znakova i laboratorijskih
poremecaja SLE u nekoliko vecih kohortnih studija (153)

Poremecaj Ucestalost Poremecaj (%)
(%)

Pozitivna ANA 97 Malarni ras$ 35
Slabost, malaksalost 90 CNS 32
Artralgije, mialgije 90 Povecani gama globulini 32
Fotosenzitivnost i Hipertenzija 25
promene na KoZzi 70
Kognitivna 70 Sjogrenov sindrom 25
disfunkcija
Nizak C3 ili C4 61 Diskoidne lezije 20
Febrilnost 57 Vaskulitis CNS-a 15
Artritis 50 Adenopatija 15
Antitela na dsDNA 50 Efuzije pleure 12
Leukopenija 46 Ulceracije na sluznicama

(nos, usta) 20
Pleuritis 44 Gubitak u teZini 27
Anemija 42 Raynaudov sindrom 25
Alopecija 40 SCLE 10
Antikardiolipinska 35 Miozitis 10
At
Nefritis, proteinurija 40 Avaskularna nekroza 10

1.6.4.4. Laboratorijski nalazi od znacaja za dijagnozu i pracenje toka -
biomarkeri lupusa

Kod lupusa je detektovano vise od 100 autoantitela (154), medutim, najveci
broj autoantitela predstavljaju samo epifenomen, odnosno, nije dokazano

njihovo patogeno dejstvo. ANA prdstavljaju pokazatelj prisustva sistemske
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bolesti vezivnog tkiva. Za detekciju ANA mogu se korstiti supstrati tkiva glodara
(jetra pacova, bubreg misa), kao i supstrati humanih ¢elija, od kojih se najviSe
koriste epitelne celije karcinoma larinksa (HEp-2 celije) (155). ANA su negativna
kod veoma malog broja pacijenata sa SLE, oko 2% na HEp-2 ¢elijama, odnosno
oko 5% na tkivu glodara. Medutim, kod svih tih pacijenata se ELISA testom
detektuju antitela na Ro/La antigen (156).

Antitela na DNK (anti-DNK) su antitela karakteristicna za SLE. Visoko
aviditetna antitela klase IgG na dvostruko uvijenu DNK (dsDNA) imaju glavnu
ulogu u indukovanju nekih manifestacija SLE (posebno nefritisa) i relativno su
specificna za SLE, a predstavljaju i dobre markere aktivnosti bolesti (157).

Antitela na histone i antigene povezane sa nukleozomoma - ova antitela mogu
formirati imunske komplekse koji se deponuju u glomerulu bubrega i dovode do
njegovog oStecenja (158). Anti-histonska antitela se nalaze kod najveceg broja
pacijenata sa lupusom izazvanim lekovima, ali kod ove vrste lupusa njihova
patogenost zavisi od klase imunoglobulina i dela histonskog kompleksa protiv
koga su usmerena (159).

Anti-Ro i anti-La su vaZzna autoantitela u SLE i javljaju se kod oko 50% i 20%
ovih pacijenata, respektivno. Usko su povezana sa odredenim klinickim nalazima
(fotosenzitivnost, neonatalni lupus). Antitela na komponente splajsozoma se
Cesto vidaju kod SLE i ostalih sistemskih bolesti vezivnog tkiva, narocito anti-Sm
i anti-nRNP (160).

U ostale vaZne seroloSke abnormalnosti spadaju: lupus antikoagulans i
antifosfolipidna antitela, antieritrocitna antitela, trombocitna antitela,
antineutrofilna citoplazmatska antitela (ANCA) (87), reumatoidni faktor,
krioglobulini.

Brojni su poremecaji ostalih laboratorijskih analiza kod lupusa, kao Sto su
hipoalbuminemija, poremecaji serumskih imunoglobulina, paraproteinemija,
poviSena sedimentacija eritrocita (SE), citopenije, poremecaji sistema

komplementa.
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1.6.4. Indeksi aktivnosti bolesti i oStecenja tkiva kod SLE

Postoji preko 60 indeksa i indeksnih sistema koji procenjuju aktvnost lupusa.
Medu njima nema zlatnog standarda, a najceSce su koriS¢eni British Isles Lupus
Assessment Group index (BILAG) (161), Systemic Lupus Activity Measure
(SLAM) (162), Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
(163), European Consensus Lupus Activity Measure (ECLAM) (164). lako je svaki
ponaosob specifican, svi su oni validni i pouzdani i koreliraju medusobno (165).

U poslednje vreme u Kklinickim i istrazivackim studijama najviSe koris¢en
indeks je SLEDAI sa svojim modifikacijama, SELENA-SLEDAI (166) i SLEDAI-2K
(167). SLEDAI je razvijen 1992. godine na Univerzitetu u Torontu (163), dok su
modifikacije napravljene 1998. i 2002. godine i u njima su bodovane nove
promene na kozi, alopecija, proteinurija i promene na sluznicama.

Ostecenje tkiva predstavlja vaznu meru SLE. Za razliku od indeksa aktivnosti
koji se odnose samo na aktivan lupus, oSte¢enje tkiva moZe biti rezultat kako
same bolesti, tako i neZeljenih efekata lekova ili prisustva komorbiditeta. Kao
mera oStecenja tkiva koristi se Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology (SLICC/ACR) Damage Index, koji je
razvijen 1996. godine (168).

U studijama je pokazano da oStecenje tkiva u ranoj fazi lupusa, mereno
SLICC/ACR indeksom, ima prognostic¢ki znacaj. Pacijenti €iji je skor inicijalno =1
imaju vecu stopu mortaliteta i primaju ve¢e doze Kkortikosteroida u toku prve
godine bolesti, koji mogu da doprinesu daljem morbiditetu i mortalitetu (169). U
studijama je takode pokazano da ne postoji korelacija skora aktivnosti bolesti i
akumuliranog skora oStecenja, merenih u jednom momentu, pa se smatra da se
oba skora moraju meriti kod svakog pacijenta, da bi se analizirala i aktivnost

oboljenja i kumulativno oStecenje tkiva (170).
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1.7. LEKOM INDUKOVAN LUPUS-LIKE SINDROM

Kolagena bolest slicna SLE nastala tokom godinu dana od uvodenja hidralazina
prvi put je opisana 1952. godine kod 17 od 211 pacijenata lecenih hidralazinom
(171). Ipak, prva definitivna udruZenost hidralazina i stanja slicnog SLE
pripisana je Dustanu i sar. 1954. godine (172). VaZno je razdvojiti lekom
indukovan lupus od mnogo ceS¢eg stanja kao Sto je lekom indukovana
autoimunost kod koje dolazi do razvoja autoantitela i drugih laboratorijskih
parametara, ali bez Kklinickih simptoma (173). Lupus indukovan lekom je entitet
koji se karakteriSe Klinickim manifestacijama i imunoloskim parametrima
slicnim kao kod idiopatskog lupusa, ali koji su vremenski povezani sa
kontinuiranim uzimanjem odredenog leka i povlace se nakon iskljuc¢enja
odgovornog leka (174). I pored znacajnog preklapanja kada su u pitanju
simptomi i znaci, postoje i razlike izmedu idiopatskog i lekom indukovanog
lupusa. Znacajna razlika je da lekom indukovan lupus obi¢no ima blaZzu klini¢ku
sliku i da su najteZe manifestacije SLE obi¢no odsutne kod lekom indukovane
bolesti. S obzirom da ove razlike ukazuju na razli¢ite patogene mehanizme i da
su genetski faktori rizika razlic¢iti, ispravnije je lekom indukovan varijetet
simptoma nazvati lekom indukovan lupus-like sindrom (LILLS) (engl. drug-
induced lupus-like syndrome (DILLS).

Lekom idukovan LLS se KkarakteriSe pozitivnim ANA i anti-histonskim
antitelima (175) koja predstavljaju tipican laboratorijski profil kod sistemskog
LLS i serumski marker ovog oblika bolesti. LLS je najces¢e indukovan
hidralazinom, prokainamidom, Kkinidinom, izoniazidom, minociklinom,
inhibitorima TNF-alfa, IFN-alfa, propiltiouracilom (PTU), itd. (174, 176, 177, 178,
179). Poznato je da PTU i minociklin mogu indukovati produkciju pANCA kod
LLS pacijenata, ali sa opre¢nim rezultatima u vezi sa njihovom patogenetskom
ulogom, prevalencijom, ciljnim antigenima i klinicCkom udruZenos¢u (178, 180,

181).
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1.7.1. Epidemiologija

Incidencija LILLS je nepoznata, mada je u Sjedinjenim americkim drzavama
procenjena na 15 do 20 hiljada novih slucajeva svake godine (182). Medutim,
smatra se da je incidencija manja, jer se ovi podaci uglavnom odnose na
prokainamid, koji je u meduvremenu uglavnhom zamenjen drugim
antiaritmicima. U drugim zemljama incidencija je takode nepoznata, ali se
smatra da iznosi oko 10% od slucajeva idiopatskog LLS (183, 184).

Druge epidemioloske karakteristike se takode razlikuju kod LILLS i
idiopatskog SLE. Velika dominacija Zena kod idiopatskog SLE (9:1) ne postoji
kod LILLS, jer je veéina pacijenata le¢ena lekovima koji indukuju LLS muSkog
pola. Takode, za razliku od SLE, ucestalost hidralazin- i prokainamid-
indukovanog lupusa kod pacijenata crne rase je Cetiri do Sest puta manja nego
kod belaca (185). Smatra se da se LILLS javlja kod starijih osoba od pacijenata sa
idiopatskim SLE (174). Zivotna dob pacijenata koji obolevaju od LILLS zavisi od
Zivotne dobi populacije koja je leCena odgovornim lekovima. S obzirom da se
veCina LLS-indukujucih lekova propisuje starijim osobama, uglavnom zbog

aritmije i hipertenzije, naj¢eS¢e obolevaju stariji od 50 godina (173).

1.7.2. Patogeneza

Patogenetski mehanizam LILLS nije potpuno razjasnjen, a dostupni podaci
jasno ukazuju da samo jedan mehanizam ne moZe biti odgovoran za indukciju
autoimunosti svim lupus-indukuju¢im lekovima (174).

LILLS nije tipicna lekom indukovana hipersenzitivna reakcija iz nekoliko
razloga: ne postoji dokaz o postojanju lek-specificnih T limfocita ili antitela, a i
ciljni autoantigeni nisu direktno pogodeni lekom; potrebni su meseci ili godine
ekspozicije pre razvoja LILLS u zavisnosti od kumulativne doze leka; i na kraju,
vracanje simptoma nakon ponovnog uvodenja odgovornog leka obi¢no traje 1 do

2 dana, ukazujudi na odsustvo imunske senzibilizacije na lek (174).
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1.7.3. Genetska predispozicija

Geni i okruZenje igraju vaznu ulogu u nastanku lipus-like autoimunosti. LILLS
je najbolji primer kako faktori sredine, u ovom sli¢aju lekovi, kod genetski
predisponiranih osoba izazivaju LLS. NajceSce ispitivani lekovi su prokainamid i
hidralazin. Imunogenetski faktori u osnovi LLS su veoma znacajni, s obzirom da
samo mali broj lecenih pacijenata razvije simptome bolesti i da je imunski
odgovor ogranicen na relativno mali broj autoantigena. Ovo ukazuje na ulogu
molekula kompleksa tkivne podudarnosti klase II (engl. major histocompatibility
complex, MHC) HLA, koji su potrebni za odgovor antitela zavisan od T celija.
HLA-DR4, HLA-DR2, HLA-DR3 su faktori rizika za razvoj LILLS (186). Takode,
geni za komplement su deo regiona MHC klase IIl. Poznato je da C4 nulti geni
uticu na povecanu osetljivost za razvoj SLE (187). Medutim, ustanovljeno je i da
pojedini pacijenti sa LILLS takode imaju jedan ili viSe C4 nulta alela, Sto ukazuje
na genetski defekt u uklanjanju imunskih kompleksa i predispoziciju za DILLS,
odnosno da razvoj LLS zavisi od genetski uslovljenog nivoa C4 (188, 189).

Pored ovoga, spori acetilatori su takode predisponirani za razvoj LILLS.
Acetilator fenotip je ¢ak najbolje opisan genetski predisponirajuci faktor za
LILLS. Spori acetilatori su homozigoti za recesivan gen koji kontroliSe aktivnost
hepaticne acetiltransferaze i imaju prosecno dvostruko visi nivo neacetilovanih
lekova u serumu (ordiniranih u ekvivalentno istim terapijskim dozama svim
pacijentima). U poredenju sa brzim acetilatorima, antitela i klinicki simptomi se
razvijaju znatno brZe i ceS¢i su kod sporih acetilatora tokom lecenja
prokainamidom i hidralazinom. Ove studije podrzZavaju hipotezu da su
odrzavanje koncentracije neacetilovanih lekova i duZina ekspozicije vazni faktori

u nastanku LLS (190, 191).

1.7.4. Imunski odgovor kod LLS indukovanog lekom

1.7.4.1. Prokainamid, hidralazin, izonijazid, d-penicilamin
Lekovi koji indukuju LILLS imaju razili¢itu hemijski strukturu i farmakoloske

osobine, ali su svi u principu slabo imunogeni. NajcesSce ispitivani lekovi su
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prokainamid i hidralazin. Samo 6% pacijenata sa prokainamid-indukovanim LLS
imaju antitela na prokainamid, za razliku od 50% svih pacijenata koji dobijaju
ovaj lek, 19-35% pacijenata sa idiopatskim SLE i do 30% zdravih odraslih osoba
koje nikada nisu dobijale ovaj lek. Ovo ukazuje na Cinjenicu da nastanak LLS
indukovan prokainamidom ne zavisi od anti-lek antitela (192). I za neke druge
lekove (etanercept, infliksimab, adalimumab) nema dokaza da prisustvo antitela
na odgovorni lek korelira sa pojavom autoantitela i razvojem LILLS (193, 194).
Visoka incidencija anti-hidralazin antitela i patogeni mehanizam kod hidralazin-
indukovanog LLS objasnjavaju se molekularnom mimikrijom (strukturna
slicnost izmedu hidralazina i nukleotida adenozina) i ukrStenom reaktivnos¢u
(engl. cross-reactivity) antitela (195).

[ prokainamid i hidralazin se vezuju za polinukleotide i stvaraju lek-DNA
strukuru koja je potencijalno imunogenija od nativnih DNK molekula. Ovi lekovi
takode mogu da se vezuju i za nukleoproteine, Sto povecava njihovu
imunogenost. DNK modifikovana ovim agensima postaje mnogo antigenija. Ovi
lekovi, kao i izonijazid i d-penicilamin mogu da indukuju promenu konfiguracije
DNK. DNK u novoj Z konfiguraciji znacajno je imunogenija, tako da lek-DNK
kompleks moZe indukovati stvaranje nekih autoantitela prisutnih kod LILLS
(196,197, 198).

Histoni, DNK vezuju¢i proteini, koji su odgovorni za pakovanje DNK u
hromatin Kkoji nije pasivna struktura, podlezu dinami¢noj modifikaciji (kao Sto je
acetilacija, metilacija, fosforilacija), Sto ima vaznu regulatornu ulogu u ekspresiji
gena. Pretpostavlja se da odredeni lekovi mogu direktno da se veZu za hromatin i
menjaju ekspresiju gena. Dokazano je da hidralazin intereaguje sa solubilnim
DNK-histon kompleksom. Ova strukturna promena ¢ini histone znatno
rezistentnije na proteoliticku digestiju, a izmenjena struktura takode moZe biti
znatno imunogenija, Sto moZe objasniti visoku incidenciju antihistonskih antitela
kod LILLS (199). Medutim, iako se antitela protiv subjedinica histona uobicajeno
detektuju kod pacijenata sa LILLS, precizna uloga ovih i drugih autoantitela u
patogenezi LILLS nije jasna. Bila bi greSka poistovetiti prisustvo anti-histonskih

antitela sa dijagnozom LILLS (200).
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Stvaranje reaktivnih metabolita sa slicnim karakteristikama moZe objasniti
zaSto hemijski i farmakoloski razliciti lekovi mogu indkovati autoimunost i
izazvati slicnu klini¢ku sliku. Reaktivni metaboliti imaju kapacitet da formiraju
stabilne komplekse sa sopstvenim makromolekulima ili da direktno stimuliSu
limfocite. Iako postoje studije koje sugeriSu da lekovi ili njihovi metaboliti
indukuju specificni T Celijski odgovor, najverovatnije na izmenjene sopstvene
proteine, nema uverljivih dokaza da ovo pokrece autoimunost. Najverovatnije
citotoksi¢nost reaktivnih metabolita dovodi do apoptoze pre nego nekroze, a
apoptoti¢cna telasca sadrZe veliku koncentraciju autoantigena, S$to moZe
indukovati imunski odgovor (201). Jo$ ranije je ustanovljeno da raeaktivni
metaboliti prokainamida poboljSavaju limfocitni mitogeni odgovor i stimuliSu B-

¢elijsku sekreciju imunogloblina (202).

1.7.4.2. Citokini/anticitokini (INF-alfa, TNF-alfa)

Pored pomenutih lekova, dokazano je i da brojni citokini/anticitokini mogu
izazvati autoimunost kod ljudi. Tip I interferona, ukljuCujuc¢i INF-alfa, igra
odlucujucu ulogu u antivirusnom imunskom odgovoru. Izmedu 0.15% i 0.7%
pacijenata leCenih IFN-alfa razvijaju LLS (203). Smatra se da INF-alfa moZe
delovati na autoimunost tako Sto deluje na apoptozu. Interesantno, nivo IFN-alfa
je povecan i kod idiopatskog SLE i moZe korelirati sa titrom anti-DNK antitela
(203). Takode, podaci pokazuju da citokini mogu aktivisati autoreaktivne T Celije
stimulacijom produkcije virusnih superantigena (204). Novije studije sugeriSu
da IFN-alfa moze indukovati diferencijaciju dendriti¢nih ¢elija kod pacijenata sa
lupusom i tako delovati na patogenezu (205). Druga studija ¢ak dokazuje da IFN-
alfa moZe uticati na autoimunski odgovor tako Sto pokrece monocitnu
diferencijaciju u APC (206).

Mehanizam kojim anti-TNF-a indukuje LLS nije razjasSnjen. Prva hipoteza bi
mogla da bude sposobnost terapijskih anti-TNF-alfa antitela da se vezuju za
povrSinu cCelije i indukuju celijsku smrt apoptozom. Ovo bi rezultiralo
oslobadanjem antinukleozomalnih autoantigena i indukciju anti-dsDNK antitela

(207). Druga hipoteza se bazira na pretpostavci da supresija Th1 odgovora TNF
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inhibitorima moZe favorizovati Th2 odgovor dovodec¢i do SLE (208). Treca
hipoteza govori o ulozi bakterijske infekcije kao snaznog stimulansa dovode¢i do

aktivacije poliklonalnih B-limfocita i produkcije autoantitela (209).

1.7.4.3. Minociklin

Minociklin moZe da indukuje razne imunske i autoimunske fenomene kao Sto
su autoimunski hepatitis, trombocitopeniju i kutani lupus. Minociklin je lek koji
ima brojne efekte na imunski i inflamatorni sistem. Na primer, minociklin
inhibiSe metaloproteinaze, ukljucuju¢i i kolagenazu (MMP-1), Zelatinazu (MMP-
2) i stromelizin (MMP-3). Pored toga, minociklin selektivno inhibiSe T ¢elijsku
produkciju TNF-alfa, ali paradoksalno poboljSava oslobadanje IL-6 i TNF-alfa iz
monocita (210). Moguce je da minociklin moZe indukovati autoimunske
fenomene in vivo mehanizimima sli¢cnim onima kojima blokiraju anti-TNF agensi

(203).

1.7.4.4. Propiltiouracil

PTU je lek koji Cesto izaziva LLS. Mehanizam kojim PTU indukuje toksi¢nost
nije potpuno razjaSnjen, i mada ima nekih sli¢nosti, najverovatnije se razlikuje
od mehanizma kojim drugi lekov indukuje LLS. In vitro studije su pokazale da i
PTU pokrecu citotoksicne efekte samo u prisustvu aktivisanog neutrofila.
Pokazano je da se PTU akumulira u neutrofilima i vezuje za MPO, menjajuci
njenu strukturu (211). MPO i hidrogen peroksid koji stvaraju neutrofili
metabolisu lek, stvaraju¢i reaktivne metabolite koji potom preko T limfocita,
stimuliSu imunski sistem. Metaboliti koji imaju citotoksi¢nu aktivnost dovode do
Celijske smrti i produkcije autoantitela (211). Tiolna grupa kod antitiroidnih
lekova dopusta vezivanje za Celijske makromolekule, i tako deluje kao hapten i
indukuje stvaranje antitela. Takode, metaboliti PTU ulaze u kompeticiju sa
timidinom, inhibisu¢i DNK sintezu ili bivaju inkorporirani u DNK (212). Takode,
humana MPO i tiroid peroksidaza (TPO) su Clanovi iste porodice gena, tako da

kod pacijenata sa tiroidnom bole$¢u anti-TPO antitela mogu dovesti do ukrStene
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reakcije sa MPO (213). U svakom slucaju, dolazi do abnormalne regulacije
imunske funkcije, Sto posledi¢no dovodi do neZeljenih efekata leka.

Kod pacijenata sa LLS, pored pomenutih antitela, narocito kod pacijenata sa
Grejvsovom bolesc¢u koji prolongirano uzimaju PTU, detektuju se i ANCA. Brojni
ANCA povezani lupus-like sindromi, vaskulitisi i izolovani nefritisi opisani su
kod ovih pacijenata (181). Takode, PTU dovodi do poremecaje NETs kod
pacijenata sa ANCA vaskulitisom indukovanim PTU (61, 214).

Mehanizam kojim PTU indukuje stvaranje ANCA nije potpuno razjasSnjen.
Poremecaj regulacije NETs moZe biti uklju¢en u patogenezu PTU-indukovanog
LLS (42, 59). Za razliku od SLE, znacaj aktivnosti DNase I u patogenezi lekom
indukovanog LLS jo$ uvek nije razjaSnjena. Dugotrajna ekspozicija leku koji
indukuje produkciju ANCA, moZe dovesti do vitalno teSkih kompikacija (215,
216).

1.7.5. Klasifikacija
Kao idiopatski LE, LE indukovan lekom se deli na subakutni kutani, diskoidni i

sistemski, odnosno lupus-like sindrom (LLS).

1.7.5.1. Subakutni kutani LE indukovan lekom

SCLE indukovan lekom je veoma slican idiopatskom SCLE kada su u pitanju
klinicke i seroloske karakteristike i mnogo je ¢eS¢i od sistemske forme (217).
Mnogi slucajevi idiopatskog SCLE mogu biti indukovani lekom. Klinicki se
manifestuje tipi¢nim fotosenzitivnim simetricnim, neoZiljnim anularno-
policiklicnim ili eritemoskvamoznim plakovima, obi¢no na fotoeksponiranim
zonama. Imunolo8ki profil obuhvata Cesto prisustvo anti-Ro/SSA i/ili anti-
La/SSB antitela, zajedno sa ANA i anti-histonskim antitelima.
1.7.5.2. Lekom indukovan diskoidni LE

Hroni¢ni (diskoidni) LE indukovan lekom je veoma redak i obi¢no je u vezi sa

agensima fluorouracila ili nesteroidnim antiinflamatornim lekovima (174).
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1.7.5.3. LLS indukovan lekom

Sistemski LLS obi¢no pocinje viSe meseci ili godina od uvodenja odgovornog
leka. Ne postoje standardni dijagnosticki kriterijumi za dijagnozu LILLS. U
mnogim slucajevima pacijenti sa sistemskim LILLS ne ispunjavaju ACR
kriterijume za dijagnozu SLE.

Tipicno pozitivna 4 simptoma i znaka bolesti koji se mogu smatrati
dijagnostickim Kkriterijumima su: artritis (artralgije), serozitis, ANA i anti-
histonska antitela.

Najc¢eS¢i simptomi su artralgije, mijalgija, groznica, malaksalost, pleuritis i
perikarditis. Artralgija je vrlo karakteristiCan simptom, javlja se kod 90%
pacijenata i Cesto je jedini klinicki simptom. NajceS¢e zahvata simetri¢no male
zglobove, ali moZe zahvatiti i pojedinac¢ne zglobove. Opisani su slucajevi i
artritisa, ali koji retko dovodi do destrukcije zgloba. CNS i bubrezi obi¢no nisu
zahvaceni. Kutane promene se rede javljaju i obi¢no su slabijeg intenziteta nego
kod SLE. Fotosenzitivnost, purpura i erythema nodosum se ceSce javljaju kod
LILLS nego kod idiopatskog SLE, dok su malarni eritem, alopecija, diskoidne

lezije i oralne ulceracije prili¢no retke (174).

1.7.6. Antitela kod LLS indukovanog lekom

NajceSce se detektuju ANA sa homogenim obrascem i anti-histonska antitela
(pozitivha kod 95% pacijenata). Titar ovih antitela postepeno opada sa
rezolucijom LILLS. Medutim, anti-histonska antitela nisu patognomoni¢na za
LILLS, pozitivna su i kod drugih bolesti vezivnog tkiva. Za razliku od idiopatskog
SLE, anti-dsDNK i anti-ENA antitela su retka (174). Antikardiolipinska antitela
nadena su kod pacijenata sa LLS indukovanog hidralazinom, prokainamidom,
hlorpromazinom (¢ak do 75% pacijenata) i kinidinom (173).

Anti-MPO i anti-El antitela prvi put su opisana kod hidralazin-indukovanog
LLS (218, 219, 220). Potom su anti-MPO i anti-PR3 antitela detektovana i kod
PTU-indukovanog LLS (221, 222), dok su anti-MPO nadena i kod LLS pokrenutog
sulfasalazinom i minociklinom (223, 224). Postojanje glomerulonefritisa kod

pacijenata sa hidralazin-indukovanim LLS je najverovatnije u vezi sa anti-MPO
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antitelima. Medutim, iako se anti-MPO antitela detektuju kod vise od 50%
pacijenata sa hidralazin-indukovanim LLS, ona nisu nadena kod LLS
indukovanog prokainamidom, $to je u skladu sa odsustvom bubreZne bolesti kod

ovih pacijenata.

1.8 RADNA HIPOTEZA

ANCA pozitivni pacijenti u odnosu na ANCA negativne pacijente imaju teZu
Klinicku formu SLE. Polispecificna ANCA, posebno anti-mijeloperoksidaza i anti-
laktoferin ANCA su seroloSki markeri aktivnog SLE. Pacijenti sa sniZenom
aktivnos¢éu DNaze I imaju ¢eS¢e ANCA Cije prisustvo i koncentracija koreliraju sa
imunoseroloskim markerima aktivnosti SLE. Pacijenti sa PTU-indukovanim

ANCA pozitivnim LLS imaju sniZenu aktivnost DNaze [ u serumu.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu dosadasnjih saznanja o ulozi ANCA i aktivnosti DNaze I u patogenezi

SLE, postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati ucestalost i profil ANCA (mijeloperoksidaza, proteinaza 3, laktoferin,
elastaza, BPI, katepsin G) kod SLE i LILLS.

2. Ispitati klinicke i imunoseroloske razlike izmedu ANCA pozitivnih pacijenata sa
SLE i LILLS.

3. Ispitati klinicke i imunoseroloske razlike izmedu ANCA pozitivnih i ANCA
negativnih pacijenata sa SLE.

4. Ispitati udruZenost prisustva i koncentracije odredenog tipa ANCA sa
klini¢kim i seroloskim manifestacijama SLE i LILLS.

5. Utvrditi korelaciju izmedu koncentracije ANCA sa imunoseroloskim
(komponente komplementa, antihromatinska antitela) i klinickim parametrima
aktivnosti SLE i LILLS.

6. Utvrditi odnos izmedu aktivnosti DNaze I u serumu, ANCA i klinickih

parametara SLE i LILLS.
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3. PACIJENTI I METODE

Nasa retrospektivna studija obuhvatila je 159 Kkonsekutivnih pacijenata
dijagnostikovanih, lecenih i pracenih u Klinickom centru Srbije - KCS (Klinika za
dermatovenerologiju, Klinika za nefrologiju, Klinika za alergologiju i imunologiju i
Klinika za endokrinologiju) od januara 2008. do septembra 2015. godine. Studija je
izvedena u skladu sa pravilima HelsinSke deklaracije i odobrena je od strane Etickog
odbora Klinickog centra Srbije i Etickog komiteta Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

3.1. SELEKCIJA ISPITANIKA

Kriterijumi za ukljucivanje SLE pacijenata u studiju bili su sledeci:

1. Za pacijente sa novonastalim SLE: postavljena dijagnoza SLE na osnovu ACR
kriterijuma (130).

2. Za pacijente sa relapsom SLE da nisu leCeni pulsevima ciklofosfamida ili
metilprednizolona najmanje prethodna 3 meseca. Relaps lupusa je definisan kao
svaki porast SLEDAI-2K skora za bar 3 poena u poredenju sa prethodnom
kontrolom (225).

3. Pacijenti u vreme uzimanja uzoraka nisu smeli biti na dozama prednizona
vecim od 20 mg/48h, niti su smeli dobijati drugu imunosupresivnu terapiju 3
meseca pre uvodenja u studiju.

4. Za pacijente sa LLS indukovanim PTU: dijagnoza postavljena na osnovu
prisustva ACR kriterijuma koji su povezani sa primenom PTU i koji su se povukli
nakon obustavljanja leka, sa ili bez upotrebe imunosupresiva (174).

5. Svi pacijenti sa LLS indukovanim PTU morali su da imaju bar 3/11 ACR
kriterijuma za SLE (ANA su bila obavezan kriterijum).

6. Potpisan informisani pristanak za ucesce u studiji.
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Kod 142/159 (89%) pacijenata SLE je dijagnostikovan na osnovu ACR
kriterijuma (American College of Rheumatology criteria) (130). Kod 17/159 (11%)
pacijenata postavljena je dijagnoza ANCA-udruZenog PTU-indukovanog LLS.

Kontrolna grupa, u odnosu na pacijente sa LLS, se sastojala od 22 zdrave osobe i
10 ANCA negativnih pacijenata sa autoimunskim hipertireoidizmom lec¢enih PTU.
Nije ustanovljena znacajna razlika u polu, godinama Zivota i duZini primene PTU
izmedu pacijenata i kontrolne grupe.

Nasom studijom obuhvaéeno je 159 konsekutivnih pacijenata sa LE, od kojih 142
sa idiopatskim SLE i 17 sa LLS indukovanim PTU koji su ispunili sledece inkluzione
kriterijume: 1) novodijagnostikovana bolest (44/142 (31%) SLE i svih 17 (100%) sa
LILLS) ili 2) SLE relaps (98/142) (69%) koji nije le¢en pulsevima ciklofosfamida ili
metilprednizolona bar prethodna 3 meseca. Relaps lupusa je definisan kao svaki
porast SLEDAI-2K skora za bar 3 poena u poredenju sa prethodnom kontrolom
(225).

Medu pacijentima sa SLE, Zenskog pola je bilo 118/142 (83.1%), a muskog
24 /142 (16.9%). Prosecna starost ispitanika sa SLE prilikom ukljucivanja u studiju
je bila 40.4+16.4 godina, sa opsegom od 9 do 78 godina. Prose¢no trajanje SLE kod
142 pacijenta koji su ispunili kriterijume za SLE bilo je 4.6%£5.9 godina (opseg 0-32
godine).

Medu pacijentima sa LILLS, Zenskog pola je bilo 15/17 (88.2%), a muskog 2/17
(11.8%). Prosecna starost pacijenata sa LILLS bila je 38.9+12, sa opsegom 24-64
godine. Vreme klini¢kog pracéenja je bilo 4.1+2 (opseg 0.8-6.4 godina).

Pacijenti koji su ispunjavali navedene inkluzione kriterijume bili su stratifikovani
na osnovu vrste i tipa LE. Svaki od ispitanika potpisao je informisani pristanak o
uCestvovanju u studiji, u slucaju maloletnih pacijenata pristanak su potpisivali
roditelji. U vreme ukljucivanja u studiju registrovani su slede¢i podaci: uzrast, pol,
trajanje bolesti i aktuelna terapija. Pacijentima je odreden indeks aktivnosti bolesti i
uzeti su im uzorci venske krvi bez koagulansa i poslati u imunolosku laboratoriju
Klinickog centra Srbije gde su uradene imunoseroloske analize i profil ANCA, i iz

izdvojenog seruma odredena aktivnost DNaze I.
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Praceno je 25/40 pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE i 12/17 pacijenata sa LLS
indukovanim PTU, i njima su nakon perioda pracenja ponovljeni imunoseroloski
parametri i ANCA profil. Kod 25 pacijenata sa SLE srednje vreme pracenja bilo je
1.9+1.5 godina (opseg 0.1-5.5 godina), a kod 12 LILLS pacijenata srednje vreme
pracenja bilo je 4.1+2 (opseg 1.2-6.1 godina).

Dijagnoza LLS indukovanog lekom postavljena je na osnovu prosustva SLE
kriterijuma koji su povezani sa uzimanjem PTU i koji su se povukli nakon
obustavljanja leka, sa ili bez upotrebe imunosupresivne terapije (174). Svi pacijenti
morali su da imaju bar 3/11 ACR kriterijuma za SLE (ANA su bila obavezan
kriterijum). Na PTU terapiji odrzavanja bilo je 12/17 pacijenata (50-150 mg/day),
dok je visokim dozama PTU (300-400 mg/day) le¢eno 5/17 pacijenata. Na
intermitentnoj PTU terapiji bilo je 8/17 pacijenata. Nakon iskljuCenja PTU, klinicka
remisija postignuta je kod svih pacijenata posle 4+2 meseca (opseg 3 nedelje-8.5
meseci). Samo isklju¢enjem PTU, remisija je postignuta kod 10/17 pacijenata.
Sistemskim kortikosteroidima leCeno je 7/17 pacijenata (i.v. metilprednizolonski
puls kod 2 pacijenta, i oralni prednizon u dozi od 1 mg/kg duZe od 8 nedelja, sa
postepenim snizavanjem doze kod 5 pacijenata). Nakon postizanja remisije LLS,
5/17 pacijanata je le¢eno radioaktivnim jodom, a 4/17 leceno je hirurski. Pacijenti
su praceni tokom 4.1+2 godine (opseg 0.8-6.4 godine), a imunoseroloski parametri i
profil ANCA ponovljeni su kod 12/17 pacijenata kod kojih je srednje vreme pracenja
bilo 2.6+1.7 godina (opseg 0.4-5.2 godine).

3.2. INSTRUMENTI MERENJA
Svim pacijentima u ispitivanoj grupi uzeti su uzorci krvi i standardnim metodama
su izmereni imunoseroloski parametri aktivnosti bolesti i odreden ANCA profil, dok

je aktivnost DNaze I u serumu izmerena kod 36 pacijenata sa SLE i svih 17

pacijenata sa ANCA pozitivnim PTU-indukovanim LLS.
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3.2.1. ANCA profil

U uzorcima seruma pacijenata detektovana su humana autoantitela (ANCA) klase
IgG prema Sest razlicitih antigena, odnosno neutrofilnih proteina: MPO, PR3, El, Lf,
Cat-G i BPI, upotrebom semikvantitativnog in vitro ELISA testa (ANCA-Profile,
Euroimmun, Germany). Test kit sadrzi 12 traka sa po 8 bazenci¢a, posebno
obloZenih sa navedenim antigenima. Nakon odmrzavanja serumi su razblaZeni
1:101 i razliveni na ploCu sa 96 bazenci¢a. Nakon inkubacije od 30 min na sobnoj
temperaturi (18°C do 25°C) tri puta su isprani. U 2. koraku, u svaki bazenci¢ dodaje
se 100 pL enzim konjugata (peroksidaza obeleZena anti-humanim IgG) i ponovo
inkubira 30 minuta na sobnoj temperaturi (18°C do 25°C) da bi se reakcija nastavila.
U 3. koraku, posle drugog ispiranja, dodaje se 100 puL rastvora hromogen/supstrata i
inkubira 15 minuta na sobnoj temperaturi. Reakcija se prekida dodavanjem 100 pL
rastvora za prekid reakcije istim redosledom i brzinom kao dodavanje
hromogen/supstrata. Tokom enzimske reakcije razvija se zZuta boja ¢iji se intenzitet
meri fotometrijski na 450 nm tokom 30 minuta od dodavanja rastvora za prekid
reakcije.

Izracunavanje rezultata: kako fotometar nema automatsko prazno
podeSavanje, srednja vrednost prvo mora biti izracunata i oduzeta od svih drugih
merenih vrednosti. Zatim se srednja vrednost svih merenja kalibratora racuna i
mnozi sa faktorom 0.2. Ovo obezveduje gornji limit normalnog opsega (cut-off).
Vrednosti iznad oznacenih kao cut-off se smatraju pozitivnim, a vrednosti ispod cut-
off negativnim. Pored kvalitativnog racunanja, moguca je i semikvantitativna
evaluacija rezultata raCunanjem indeksa za svaki antigen, osim PR3, pomocu
formule:

Extinction of the patient sample/extinction of calibrator x 0.2 = Ratio
[zuzetak je racunanje indeksa za PR3. Dobijeni rezultat mnoZi se sa 1.4.

Na osnovu indeksa vrednosti opticke gustine za svaki antigen, rezultat se

interpretira kao negativan (< 1.0), slabo pozitivan (= 1.0 do 2), pozitivan (= 2.0 do

5.0) i jako pozitivan (= 5.0).
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Pored ANCA profila, odnosno raCunanja indeksa za svih Sest antigena,
koncentracija anti-MPO i anti-PR3 antitela (cut-off 20 U/mL) odredena je direktnim

kvantitativnim ELISA testom (Euroimmun, Germany).

3.2.2. Ostali imunoseroloski parametri

3.2.2.1. Odredivanje koncentracije komponenti komplementa (C3 i C4)
Koncentracija komponenti komplementa C3 i C4 izmerena je iz uzoraka krvi

standardnim metodama - automatska nefelometrija za komponente komplementa

((Binding Site, UK). Normalne vrednosti za C3 komponentu komplementa (C3) su

0.8-1.8 g/L, a za C4 komponentu komplementa (C4) su 0,1-0,4 g/L.

3.2.2.2. Odredivanje prisustva i koncentracije ANA, anti-dsDNK, anti-ENA, anti-
nukleozomalna, anti-histonska, anti-C1q, antikardiolipinska antitela

Titar IgG ANA je meren metodom indirektne imunofluorescencije (IF) upotrebom
supstrata - HEp-2 cCelijama (Euroimmun, Germany). Titar ANA>1:80 je smatran
patoloskim. Pacijenti sa SLE i negativnim nalazom ANA su testirani na prisustvo
anti-Ro(SSA) antitela ELISA metodom (Orgentec Diagnostika, Mainz, Germany).

Koncentracija IgG anti-dsDNK antitela odredena je IIF (Crithidia luciliae,
Euroimmun, Germany) i ELISA metodom za odredivanje visoko aviditetnih IgG anti-
dsDNK (cut-off 90 U/mL) (Genesis Diagnostics, UK).

Koncentracija anti-ENA - ekstraktibilni nuklearni antigeni (Sm/RNP, Sm, SS-A, SS-
B) je merena (cut-off 20 U/mL) ELISA metodom (Euroimmun, Germany).

Anti-histonska i anti-nukleozomalna antitela su izmerena ELISA metodom
(Orgentec Diagnostika GmbH, Germany). Koncentracije anti-histonskih antitela
ispod 40 UmL i anti-nukleozomalnih antitela ispod 20 UmL smatrane su normalnim.

Anti-C1q (cut-off 10 U/mL), IgG/IgM antikardiolipinska antitela (aCL) (cut-off 10
GPL U/mL, odnosno 7 MPL U/mL) i IgG/IgM anti-2 glikoprotein I (cut-off 8 U/mL)
su odredeni takode ELISA metodom (Orgentec Diagnostika GmbH, Germany) prema
uputstvu proizvodaca.

Prisustvo krioglobulina je ispitano standardnom procedurom (226).
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Sve imunoseroloske analize uradene su u imunoloskoj laboratoriji KCS.

3.2.3. Klinicki indeks aktivnosti bolesti - SLEDAI-2K

Indeks aktivnosti SLE - SLEDAI-2K je odreden na osnovu prisustva simptoma i
znakova u Kklinickoj slici, i laboratorijskih parametara - prilog 1 (167). Podaci
potrebni za izracunavanje indeksa su dobijeni iz medicinske dokumentacije (istorije
bolesti, ambulantni kartoni). Vrednost SLEDAI-2K =7 je oznacavala umereno do

visoko aktivnu bolest, dok je vrednost SLEDAI-2K<7 oznacavala SLE niske aktivnosti

(227).

3.2.4. Aktivnost DNaze I u serumu

Aktivnost serumske DNaze | merena je ELISA metodom (Orgentec Diagnostika
GmbH, Germany) koja meri degradaciju Dnaze I supstrata, formiranje enzim
konjugat kompleksa (koriS¢enjem peroksidaze rena) i enzimsku reakciju. Serumi su
nakon odmrzavanja razblaZeni 1:11 i razliveni na plo€u sa 96 bazenci¢a obloZenih sa
DNK. Nakon inkubacije od 1 sata na 37°C, plocCe se ispiraju. Potom se dodaje enzim
(peroksidaza rena) konjugovan sa anti-DNaza I supstratom i inkubira 15 minuta na
sobnoj temperaturi da bi se nastavila reakcija sa preostalom (nerazgradenom) DNK.
Nakon dodavanja supstrata, tokom enzimske reakcije se razvija zZuta boja ciji se
intenzitet meri spektrofotometrijski na 450 nm.

Intenzitet boje je obrnuto proporcionalan aktivnosti DNaze I u uzorku seruma. U
analizu se ukljucuje i serija standarda, kao i pozitivna i negativna kontrola. Prema
specifikaciji proizvodaca, u studiji opsega normalnih vrednosti sa zdravim
davaocima krvi, grani¢na vrednost za znacajnu redukciju enzimske aktivnosti bila je
25%ml, tako da je aktivnost DNaze I u serumu manja od 75%mL smatrana
smanjenom.

Aktivnost DNaze I u serumu 22 zdravih davaoca krvi iznosila je
67.24+13.19%/mL. Ustanovljeno je da je za ovu grupu pacijenata grani¢na vrednost
za znacajnu redukciju enzimske aktivnosti = aritmeticka sredina - 1 standardna
devijacija (SD) vrednosti u kontrolnoj grupi, odnosno da se smanjenom smatra

aktivnost DNaze I u serumu koja je niZza od 67.24+13.19%/mL.

48



3.3. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza uradena je upotrebom softverskog paketa SPSS (engl.
Statistical Package for Social Sciences) za Windows, verzija 20.0 (SPSS, Inc, Chicago,
IL, USA). KoriS¢ene su metode deskriptivne i inferencijalne statistike.

0Od metoda deskriptivne statistike koriS¢ene su: mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina i medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije, standardna
devijacija i interkvartilni rang) i relativni brojevi. Vrednosti kontinuiranih varijabli
su prikazane kao prosecna vrednost + 1 SD, a diskontinuiranih varijabli kao brojevi i
procenti.

Statisti¢ke metode kori$¢ene za povezane i nezavisne uzorke su: x*-test, Fisher-
ov test tatne verovatnoce, McNemar test, Mann-Whitney U-test, Wilcoxon test
ekvivalentnih parova, Kruskall-Wallis test i t-test). Distribucija vrednosti proverena
je upotrebom Shapiro-Wilk testa.

Za poredenje klinickih i seroloskih parametara izmedu dve grupe pacijenata -
SLE i LLS indukovanog lekom, kori$éen je x*-test. Za poredenje prisustva serolo$kih
parametara, ukljuCuju¢i ANCA profil, izmedu pacijenata sa LLS u aktivnoj fazi i
remisiji, primenjen je McNemar test.

Za poredenje vrednosti seroloskih parametara izmedu SLE i LLS pacijenata
koris¢en je t-test ili Mann-Whitney test, u zavisnosi da li su podaci normalno
distribuirani ili ne. Za poredenje seroloskih parametara izmedu pacijenata sa LLS u
aktivnoj fazi i remisiji, upotrebljen je t-test ili Wilcoxon test.

Za poredenje aktivnosti DNaze I u serumu SLE pacijenata, LLS pacijenata u
aktivnoj fazi i zdravih osoba u kontrolnoj grupi, koris¢ena je jednosmerna (engl.
,one-way") analiza varijanse (ANOVA). Za poredenje aktivnosti serumske DNaze I
izmedu dve grupe LLS pacijenata (u aktivnoj fazi i remisiji) i kontrolnoj grupi,
upotrebljen je Kruskal-Wallis test sa naknadnim poredenjem parova pomo¢u Mann-
Whitney U-testa.

Mogucéa povezanost, odnosno stepen povezanosti dva parametra izraCunat je
pomocu koeficijenta korelacije. Vrednosti koeficijenta korelacije mogu biti u

rasponu od -1 do 1. Predznak koeficijenta korelacije pokazuje smer povezanosti:
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vrednosti od -1 do 0 postoje kod negativne povezanosti, a vrednosti od 0 do 1 kod
pozitivne povezanosti. Vrednosti bliske 0 ukazuju na odsustvo povezanosti.
Statisticka znacajnost koeficijenta korelacije testirana je t-testom. Na osnovu testa
korelacije koji nije statisticki znacCajan (p>0.05) zakljuceno je da izmedu varijabli
nema povezanosti, a na osnovu testa koji jeste statisticki znacajan (p<=0.05) da ima.
JaCina povezanosti je odredena na osnovu vrednosti Kkoeficijenta korealcije:
vrednost 0.7-1 oznacava jaku povezanost, 0.3-0.69 osrednju povezanost, <0.3 slabu
povezanost i vrednost oko 0.0 znaci da nema povezanosi.

Moguca korelacija izmedu aktivnosti DNaze I i koncentracije MPO- i PR3-ANCA u
serumu LLS pacijenata ustanovljena je primenom Pearson-ovog koeficijenta
korelacije (r), a izmedu aktivnosti DNaze [ i seroloskih parametara (ANA, anti-
histonska, anti-nukleozomalna antitela) izracunata je upotrebom Spearman-ovog
koeficijenta korelacije (rs).

Podaci su prikazani tabelarno i graficki. Vrednosti verovatnoce (p) manje od 0.05
smatrane su statisticki znacajnim, dok su p-vrednosti manje od 0.01 smatrane

visoko statisticki znacajnim.

50



4. REZULTATI

4.1. DEMOGRAFSKI PODACI, KLINICKI I IMUNOSEROLOSKI PARAMETRI
PACIJENATA SA IDIOPATSKIM SLE I LEKOM INDUKOVANIM LLS

4.1.1. Demografski podaci pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

Nasom studijom je obuhvaceno 142 pacijenta sa SLE i 17 pacijenata sa LILLS.
Osnovni demografski podaci prikazani su u tabeli 4.

Tabela 4. Demografski i klinicki podaci pacijenata sa idiopatskim SLE i PTU-
indukovanim LLS

SLE PTU-indukovan LLS
n=142 n=17
Pol: Z (%) 118 (83.1) 15 (88.2)
Starost (godine): prosek+SD (opseg) 40.4+16.4 (9-78) 38.9+12 (24-64)
Starost Z (godine): prosek+SD (opseg) 39.9+16 (9-78) 39.2+12.6 (24-64)
Starost M, godine: prosek+SD (opseg) 42.7+18.4 (11-75) 35.5+9.1 (29-42)
SLEDAI-2K: prosek+SD (opseg) 10.5+6.2 (1-34)
SLEDA-2K >=7, n (%) 83/128 (64.8)
Novonastali SLE (%) 44 (31)
Trajanje SLE (god): prosek+SD (opseg) 4.6+5.9 (0.04-32)
Graves’ disease / Hashimoto thyroiditis - 13/4
Primena PTU (meseci): medijana (opseg) - 36 (14-108)

Klini¢ko pradenje (god) prosek+SD (opseg) 1.9+1.7 (0.08-6.8) 4.1+2 (0.8-6.4)

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like sindrom; SD,
standardna devijacija

4.1.2. Klinicke manifestacije pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

Klinicke karakteristike 142 pacijenata sa SLE i 17 pacijenata sa PTU-indukovanim
LLS prikazane su u tabeli 5. Niko od 17 PTU-indukovanih LLS pacijenata nije imao
zahvacenost bubrega, seroznih membrana, neuroloSke manifestacije i hepatitis.
KoZa je bila zahvacena kod 57.8% pacijenata sa SLE i 88.2% sa LLS. Medu SLE
pacijentima, malarni eritem imalo je 34.4%, DLE promene 11.7%, SCLE tip promena
i urtikariju po 2.3% pacijenata, dok niko od 17 LILLS pacijenata nije imao navedene
kutane promene. Purpuru, urticaria-like vaskulitis i ulceracije imalo je 88.2% LILLS

pacijenata za razliku od samo 4.7% SLE pacijenata.
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Kod pacijenata sa SLE, od ostalih organskih manifestacija naj¢eSce je zabeleZeno
zahvatanje zglobova - sinovitis (55.8%), bubrega (54.9%) i hematoloSki poremecaji
(47.3%), i to najcesce leukopenija (41.9%).

Pacijenti sa idiopatskim SLE visoko statisticki znacajno ¢eS¢e su imali malarni
eritem (p<0.01), a pacijenti sa LILLS purpuru i vaskulitis (p<0.01). Od drugih
organa, zglobovi (p<0.01) i bubreg (p<0.01) su visoko statisticki znacajno ¢eSce bili
zahvaceni kod pacijenata sa SLE u odnosu na pacijente sa LILLS (tabela 5).
Sistemske manifestacije (febrilnost, atralgije/mialgija) bile su visoko statisticki
znacajno ceSce (p<0.01) kod pacijenata sa LILLS. Medutim, i pored prisustva
atralgija/mialgije kod svih (100%) LILLS pacijenata, klinicke znake

sinovitisa/artritisa imao je samo 1 (5.9%) LILLS pacijent.

Tabela 5. Klnicke manifestacije SLE i PTU-indukovanog LLS

Zahvacenost organa SLE LILLS
(klini¢ki simptomi i znaci) n=142 n=17
Febrilnost >38.5°C (%) 36/128 (28.1) 11 (64.7)**
Atralgije/mialgija 71/129 (55) 17 (100)**
Mukokutane promene (%) 74/128 (57.8) 15 (88.2)

Malarni eritem (%) 44/128 (34.4)** 0

DLE (%) 15/128 (11.7) 0

SCLE (%) 3/128(2.3) 0

Purpura, urticaria like-vaskulitis, ulceracije (%) 6/128 (4.7) 15 (88.2)**

Urtikarija (%) 3/128 (2.3) 0

Oralne ulceracije (%) 9/128 (7) 0
Sinovitis (%) 72/129 (55.8)** 1(5.9)
Bubrezna zahvacenost (%) 73/133 (54.9)** 0
Neuroloske manifestacije (%) 18/129 (14) 0
Citopenija (%) 61/129 (47.3) 8 (47.1)
Hemoliti¢cka anemija (%) 12/129 (9.3) 0
Leukopenija (%) 54/129 (41.9) 6 (35.3)
Trombocitopenija (%) 11/128 (8.6) 2(11.8)
Poliserozitis (%) 22/128(17.2) 0
Autoimunski hepatitis (% 10/128 (7.8) 0

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome; DLE,

diskoidni lupus erythematosus; SCLE, subakutni kutani lupus erythematosus.

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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4.1.3. Imunoseroloski parametri kod pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

Od pracenih parametara stecene imunosti - antitela, ANA su bila prisutna kod
96.5% pacijenata sa SLE i svih pacijenata sa PTU-indukovanim LLS, ali je medijana
ANA titra bila znacajno veca kod SLE u odnosu na LILLS pacijente (p<0.01) (tabela
6). Takode, pacijenti sa SLE su znacajno ceS¢e imali anti-dsDNK (IIF), high-avidity
anti-dsDNK, anti-ENA, anti-SSA (p<0.01), anti-histonska (p<0.05), anti-
nukleozomalna (p<0.01) i anti-C1q antitela (p<0.05) nego pacijenti sa LILLS (tabela
6). Srednje vrednosti (median) koncentracija anti-ENA, high-avidity anti-dsDNK,
anti-nukleozomalnih (p<0.01) i anti-Clq antitela bile su znacajno vise kod
pacijenata sa SLE nego sa LLS (p<0.05). Iako nije bilo razlike u ucestalosti prisustva
niskog komplementa i IgG aCL pozitivnosti, pacijenti sa LILLS su imali znacajno vece
prosecne koncentracije C3 (p<0.01) i znacajno viSe srednje vrednosti (medijana)
koncentracija IgG/IgM aCL antitela (p<0.01) nego pacijenti sa SLE.

Pacijenti sa teskim klinickim manifestacijama, osim ANA i ANCA, imali su i

krioglobuline, aCL antitela i nizak komplement.

Tabela 6. Imunoseroloski parametri pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

SLE LILLS
Seroloski parametri n=36 n=17
ANA (1IF) (%) 137 (96.5) 17 (100)
Titar ANA, medijana (opseg) 320 (0-640)** 80 (40-640)
Anti-dsDNK (%) 86 (60.6)** 0
High-avidity anti-dsDNK (%) 25/41 (61)** 1(5.9)
Anti-ENA (%) 90/139 (64.7)** 3(17.6)
Anti-SSA (%) 78/139 (56.1)** 3(17.6)
Anti-histonska At (%) 24/73 (32.9)* 1(5.9)
Anti-nukleozomalna At (%) 61/68 (89.7)** 3(17.6)
Anti-C1q (%) 39/79 (49.4)* 3(17.6)
Nizak C3 (%) 56 (39.4) 6 (35.3)
Nizak C4 (%) 59 (41.5) 5(29.4)
Krioglobulini (%) 33/67 (49.3) 8(47.1)
aCL IgG (%) 16/98 (16.3) 6 (35.3)
aCL IgM (%) 14/98 (14.3) 7 (41.2) **
Anti-B2-glikoprotein IgG (%) 4/98 (4.1) 0
Anti-B2-glikoprotein IgM (%) 9/98 (9.2) 2 (11.8)

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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4.1.4. ANCA profil kod pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

Polispecificna ANCA znacajno ceSce su detektovana kod LLS nego kod SLE
pacijenata (p<0.01). Za razliku od PTU-indukovanog LLS, vecina pacijenata sa SLE
bila je ANCA negativna (71.8%) (grafikon 1A). Polispecificna ANCA su nadena kod
82.4% LILLS pacijenata, dok je samo 17.6% imalo monospecificna ANCA. LILLS
pacijenti su znacajno ceSce imali anti-MPO, anti-PR3 i anti-El u poredenju sa SLE
pacijentima (p<0.01) (grafikon 1B). Svi LLS pacijenti su bili ANCA pozitivni na bar
jedan antigen (ELISA). Anti-MPO antitela imalo je 100%, anti-El 82.4%, a anti-PR3
52.9% LILLS pacijenata, Sto je bilo visoko statisticki znacajno viSe nego kod SLE
pacijenata (p<0.01). Anti-MPO, anti-El i anti-PR3 u visokim koncentracijama imalo je
47%, odnosno 29% i 5.9% LILLS pacijenata. Anti-BPI, anti-Cat-G- i anti-Lf kod LILLS
bila su prisutna u srednjim i niskim koncentracijama. ANCA su imala znacajno vecu
senzitivnost (100%) nego anti-histonska antitela (5.9%) kod PTU-indukovanog LLS
(tabele 61 7).

Tabela 7. ANCA profil kod pacijenata sa idiopatskim SLE i LILLS

SLE PTU-indukovan LLS
ANCA profil (ELISA) n=142 n=17
ANCA pozitivnost 40 (28.2) 17 (100)**
Monospecificna ANCA (%) 31(21.8) 3(17.6)
Polispecificna ANCA (%) 9 (6.3) 14 (82.4)**
Anti-MPO (%) 19 (13.4) 17 (100)**
Anti-PR3 (%) 3(2.1) 9 (52.9)**
Anti-Lf (%) 21 (14.8) 5(29.4)
Anti-El (%) 6 (4.2) 14 (82.4)**
Anti-Cat-G (%) 0 1(5.9)
Anti-BPI (%) 1 (0.7) 1(5.9)

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01

54



[0}
N
B

B ANCA negativni pacijenti
B Monospecificna ANCA

Pacijenti, %

I Polispecificna ANCA

SLE PTU-indukovan LLS
120
100 %% B
100
82.4 xx
80
N
— mSLE
e
.5 60
S
& B PTU-indukovan LLS
40
20 -
4.2 o 5.9 0 75'9
0 - B T **p<ool
MPO PR3 Lf El Cat-G BPI

Grafikon 1 (A) ANCA specifi¢nost kod 142 pacijenta sa SLE i 17 pacijenata sa PTU-
indukovanim LLS; (B) ANCA profil kod pacijenata sa SLE i PTU-indukovanim LLS

55



U grupi 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata, 31 je imao monospecificna ANCA, 9
polispecificna ANCA, od kojih 8 sa dva autoantitela, a 1 sa tri (grafikon 2A). U grupi
17 LILLS pacijenata monospecificna ANCA je imalo samo 3 pacijenta (anti-MPO),
polispecificna 14 pacijenata, od kojih 3 sa 2 autoantitela, 6 sa 3 autoantitelai 5 sa 4

autoantitela (grafikon 2B).
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Grafikon 2 (A) ANCA specificnost kod 40 ANCA pozitivnih SLE; (B) ANCA
specificnost kod 17 LILLS pacijenata
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4.2. DEMOGRAFSKI PODACI, KLINICKI I IMUNOSEROLOSKI PARAMETRI
PACIJENATA SA IDIOPATSKIM SLE

4.2.1 Demografski podaci ANCA pozitivnih i ANCA negativnih SLE pacijenata

0d 142 pacijenta sa idiopatkim SLE, ANCA pozitivnih je bilo 40 (28.2%), a ANCA
negativnih 102 (71.8%). Demografski i klinicki podaci ovih pacijenata prikazani su u
tabeli 8. Medu pacijentima sa ANCA pozitivnim SLE Zenskog pola je bilo 33 (82.5%),
a muskog 7 (17.5%). Srednja vrednost godina bila je 26.9 (opseg 1-82 godine), kod
Zena 39.9 godina (opseg 9-78 godina), kod muskaraca 42.7 godina (opseg 11-75
godina). Trajanje SLE u godinama bilo je 5.2 godine (opseg 0.04-32 godine), a vreme
klinickog pracenja 2.2 godine (opseg 0.08-6.8 godina). Novonastalih pacijenata u
ovoj grupi bilo je 17 (42.5%). Pacijenata sa SLEDAI-2K indeksom jednakim ili ve¢im
od 7 bilo je 27 (67.5%).

Medu pacijentima sa ANCA negativnim SLE Zenskog pola bilo je 85 (83.3%), a
muskog 17 (16.7%). Srednja vrednost godina kod ovih pacijenata bila je 21.3 godine
(opseg 1-72 godine), kod Zena 38.7 godina (opseg 9-78), kod muskaraca 36.2 godine
(opseg 11-64 godine). Trajanje SLE bilo je 4.4 godine (opseg 0.04-21 godina), a
vreme klinickog pracenja bilo je 1.8 godina (opseg 0.08-6 godina).

Tabela 8. Demografski i klinicki podaci pacijenata sa ANCA pozitivnim i ANCA
negativnim SLE

ANCA poz SLE ANCA neg SLE
n=40 n=102
Pol: Z (%) 33 (82.5) 85 (83.3)
Starost, godine: prosek+SD (opseg) 26.9+22.7 (1-82) 21.3£19.5 (1-72)
Starost Z, godine: prosekSD (opseg) 39.9+16 (9-78) 38.7£15.5 (9-78)
Starost M, godine: prosek+SD (opseg) 42.7+18.4 (11-75) 36.2+16.5 (11-64)
SLEDAI-2K: prosek+SD (opseg) 10.9+6.3 (4-28) 10.2+6.2 (1-34)
SLEDA-2K >=7 (%) 27 (67.5) 56 (63.6)
Novonastali SLE (%) 17 (42.5) 27 (26.5)

Trajanje SLE (god.): prosek+SD (opseg)  5.2+7.5(0.04-32) 4.4+5.2 (0.04-21)
Vreme pracenja(god):prosek+SD (opseg) 2.2+¥1.9 (0.08-6.8) 1.8+1.6 (0.08-6)

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like sindrom; SD,
standardna devijacija
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4.2.2. Klinicke manifestacije pacijenata sa idiopatskim SLE

Poredenje Kklinickih manifestacija izmedu ANCA pozitivnih i ANCA negativnih
pacijenata prikazano je u tabeli 9.

Kod ANCA pozitivnih pacijenata kutane manifestacije bile su prisutne kod 42.5%
pacijenata, a oralne ulceracije samo kod 5% pacijenata. Od ostalih organskih
manifestacija najceSce je zabeleZeno zahvatanje bubrega (52.5%), sinovitis (55%) i
hematoloski parametri (45%). Kod ANCA negativnih pacijenata kutane
manifestacije su bile najc¢esce prisutne (64.8%), dok su oralne ulceracije, kao i kod
ANCA pozitivnih pacijenata, retko zabeleZzene (8%). Takode, kao i kod ANCA
pozitivnog SLE, najc¢eS¢e su detektovane atralgije (57.3%), sinovitis (56.2%),
bubreZna zahvacenost (55.9%) i hematoloski parametri (48.3%). Kao Sto se vidi,
bubreg, zglobovi i serozne opne su bili podjednako zahvacéeni kod pacijenata sa
ANCA pozitivnim i ANCA negativnim SLE, kao i hematolosSki parametri. Pacijenti sa
ANCA negativnim SLE statisticki znacajno ¢eS¢e su imali kutane promene, dok su
pacijenti sa ANCA pozitivnim SLE statisticki znacajno ces¢e imali neuroloSke

manifestacije i autoimunski hepatitis.
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Tabela 9. Klinicke manifestacije kod ANCA pozitivnih i ANCA negativnih SLE

pacijenata

Zahvacenost organa ANCA poz SLE  ANCA neg SLE
(klinic¢ki simptomi i znaci) n=40 n=102
Febrilnost >38.5°C (%) 9 (22.5) 27/88 (30.7)
Mukokutane promene (%) 17 (42.5) 57/88 (64.8)*
Malarni ras (%) 10 (25) 34/88 (38.6)
DLE, (%) 3(7.5) 12/88 (13.6)
SCLE (%) 0(0) 3/88 (3.4)
Purpura, urticaria-like vasculitis, ulceracije 2(5) 4/88 (4.5)
Urtikarija (%) 1(2.5) 2(2.3)

Bule (LE bullosus) (%) 0 1(1.1)
Panikulitis (%) 1(2.5) 0

Oralne ulceracije (%) 2(5.0) 7/88 (8.0)
Atralgije (%) 20 (50) 51/89 (57.3)
Sinovitis (%) 22 (55) 50/89 (56.2)
Bubrezna zahvacenost (%) 21 (52.5) 52/93 (55.9)
Neuroloske manifestacije (%) 11 (27.5)** 7/89 (7.9)
Citopenija (%) 18 (45) 43/89 (48.3)
Leukopenija (%) 14 (35) 40/89 (44.9)
Hemoliticka anemija (%) 6 (15) 12 (11.7%)
Trombocitopenija (%) 3(7.5) 8/88 (9.1)
Poliserozitis (%) 5(12.5) 17/88 (19.3)
Autoimunski hepatitis (%) 7 (17.5)* 4 (4.5)

SLE, sistemski lupus erythematosus; DLE, diskoidni lupus erythematosus; SCLE, subakutni
kutani lupus erythematosus. Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

4.2.3. Imunoseroloski parametri pacijenata sa idiopatskim SLE

Imunoseroloski parametri kod 40 ANCA pozitivnih i 102 ANCA negativnih SLE
pacijenata prikazani su u tabeli 10.

Vecina ANCA pozitivnih i ANCA negativnih pacijenata je imala pozitivna ANA
(95%, odnosno 97.1%). Anti-dsDNK anitela su detektovana kod 62.5% ANCA
pozitivnih i 59.8% ANCA negativnih SLE pacijenata, dok je snizen komplement
postojao kod 55% ANCA pozitivnih i 52.9% ANCA negativnih pacijenata. Nije bilo
statisticke znacajnosti u postojanju navedenih parametara izmedu ove dve grupe
SLE pacijenata. Anti-ENA su detektovana kod 50% ANCA pozitivnih i 70.7% ANCA
negativnih pacijenata. Anti-ENA antitela su se statisticki znacajno CeSc¢e javljala kod
pacijenata sa ANCA negativnim SLE nego kod pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE.

Anti-histonska antitela su bila pozitivna kod 39.1%, a anti-nukleozomalna kod
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93.3% ANCA pozitivnih pacijenata, dok su anti-histonska bila pozitivna kod 30%, a

anti-nukleozomalna kod 88.7% ANCA negativnih SLE pacijenata. Samo je

koncentracija anti-nuklezomalnih antitela bila statisticki znacajno veca kod ANCA

pozitivnih SLE pacijenata, dok je ucestalost pomenutih antitela bila podjednaka kod

obe grupe SLE pacijenata. Anti-C1q i aCL antitela su podjednako bila zastupljena i

kod ANCA pozitivnih i negativnih pacijenata, a krioglobulini su znacajno cesce bili

prisutni kod ANCA pozitivnih SLE pacijenata u odnosu na ANCA negativne.

Tabela 10. Imunoseroloski parametri pacijenata sa ANCA pozitivnim i ANCA

negativnim SLE

ANCA poz SLE ANCA neg SLE
Seroloski parametri n=40 n=102
ANA (IIF) (%) 38 (95) 99 (97.1)
ANA titar, medijana (opseg) 320 (0-640) 320 (0-640)
Anti-dsDNK (IIF) (%) 25 (62.5) 61 (59.8)
Titar anti-dsDNK, medijana (opseg) 40 (0-1280) 20 (0-640)
Snizen C (%) 22 (55) 54 (52.9)
Snizen C3 (%) 16 (40) 40 (39.2)
Snizen C4 (%) 17 (42.5) 42 (41.2)

C3 (g/L), medijana (opseg)
C4 (g/L), medijana (opseg)

Anti-ENA (%)

Anti-ENA (U/mL), medijana (opseg)

Anti-SSA (%)

Anti-SSA (U/mL), medijana (opseg)
Anti-histonska At (%)

Anti-histonska At (U/mL), medijana (opseg)
Anti-nukleozomalna At (%)

Anti-nukleozom. At (U/mL), medijana (opseg)

Anti-c1q (%)

Anti/clq (U/mL), medijana (opseg)

Anti-rPp (%)

Anti-rPp (U/mL), medijana (opseg)

Krioglobulini (%)

0.86 (0.33-2.26)
0.13 (0.03-0.47)
20 (50)

45.0 (0.1-250.0)
18 (45)

138.2 (0.7-330.3)
9/23 (39.1)

15.5 (1.1-552.5)
14/15 (93.3)
200 (6.5-200)*
11/29 (37.9)

7.9 (0.9-111.0)**
1/5 (20)

3.4 (1.2-389.3)
11/14 (78.6)*

0.91 (0.29-2.15)
0.14 (0.03-0.8)
70/99 (70.7)*
105.3 (0.1-200.0)
60,/99 (60.6)
105.8 (0.1-488.6)
15/50 (30)

10.8 (1.3-285.3)
47/53 (88.7)
94.8 (2.2-200.0)
28/50 (56)

10.4 (1.3-211.7)
6/16 (37.5)

4.2 (0.4-200.0)
22/53 (41.5)

aCL (%) 9/36 (25) 15/70 (21.4)
aCL IgG (%) 8/36 (22.2) 10/70 (14.3)
aCL IgM (%) 6/36 (16.7) 9/70 (12.9)
aCL IgG (U/mL), medijana (opseg) 5.8 (1.2-39.3)* 2.8 (0.4-81.2)
aCL IgM, (U/mL), medijana (opseg) 3.2 (0.09-41.9) 2.3 (0.1-80.0)
Anti-f2-glycoprotein (%) 4/35 (11.4) 7/70 (10)
Anti-B2-glycoprotein IgG (%) 1/35 (2.9) 3/70 (4.3)
Anti-f32-glycoprotein IgM (%) 4/35 (11.4) 5/70 (7.1)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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4.2.4. ANCA profil kod pacijenata sa idiopatskim SLE

Od 142 pacijenta sa idiopatkim SLE, ANCA pozitivnih je bilo 40 (28.2%).
Prevalencija anti-MPO je bila 13.4%, anti-PR3 2.1%, anti-El 4.2%, anti-Lf 14.8%,
anti-BPI 0.7%, a niko od nasSih SLE pacijenata nije imao anti-Cat-G autoantitela.

Kod ANCA pozitivnih SLE pacijenata anti-MPO su bila pozitivna kod 47.5%, anti-
Lfkod 52.5%, a anti-El kod 15% pacijenata. Samo 7.5% pacijenata je imalo anti-PR3,

samo 1 pacijent (2.5%) je imao anti-BPI i niko nije imao anti-Cat-G (grafikon 3).
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Grafikon 3. ANCA profil kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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ANCA profil kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata izraZen semikvantitativnim

vrednostima prikazan je na grafikonu 4.
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Grafikon 4. ANCA profil kod 40 ANCA pozitivnih pacijenata sa idiopatskim SLE (sa

semikvantitativnim vrednostima)

ANCA pozitivnih SLE pacijenata sa monospecificnim ANCA bilo je 31 (77.5%),

dok je polispecificnih sa dva autoantitela bilo 8 (20%), a samo 1 pacijent (2.5%) je

imao polispecificna ANCA sa tri autoantitela (grafikon 4).

Koncentracija anti-MPO bila je visoko statisticki znacajno ve¢a kod ANCA

pozitivnih SLE pacijenata, kao i indeks anti-MPO, -PR3, -El i anti-Lf (tabela 11).

Tabela 11. ANCA profil kod pacijenata sa ANCA pozitivnim i ANCA negativnim SLE

ANCA poz SLE ANCA neg SLE
ANCA profil n=40 n=102
Anti-MPO (U/mL), medijana (opseg) 15.2 (0.5-240.0)** 1.2 (0.2-37.5)

Anti-MPO indeks, medijana (opseg)
Anti-PR3(U/mL), medijana (opseg)
Anti-PR3indeks, medijana (opseg)
Anti-El indeks, medijana (opseg)
Anti-Lfindeks, medijana (opseg)
Anti-Cat-G indeks, medijana (opseg)
Anti-BPI indeks, medijana (opseg)

1.529 (0.054-6.439)**
1.65 (0.2-284.0)
0.120 (0.047-4.450)**
0.142 (0.047-4.135)**
0.442 (0.064-7.398)**
0.092 (0.051-0.742)
19 (47.5)*

0.073 (0.016-0.611)
1.20 (0.10-14.80)
0.075 (0.014-0.471)
0.06 (0.024-0.747)
0.164 (0.042-0.937)
0.078 (0.019-0.531)
0.076 (0.026-0.562)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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4.2.5. Klinicke, imunoseroloske karakteristike i ANCA profil kod novonastalih i

prethodno lecenih SLE pacijenata

0d 142 pacijenta sa idiopatskim SLE novonastalih pacijenata bilo je 44 (31%), a

ve(¢ lecenih pacijenata 98 (69%). Pacijenti sa novonastalim SLE statisti¢ki znacajno

cesSce su imali sinovitis (p<0.05), a visoko statisticki znacajno CeS¢e autoimunski

hepatitis (p<0.01) u odnosu na prethodno leCene SLE pacijente. Klinicke

karakteristike de novo i vec¢ leCenih SLE pacijenata prikazane su u tabeli 12.

Tabela 12. Klinicke manifestacije kod novonastalih SLE i lecenih SLE pacijenata

Zahvacenost organa De novo SLE Leceni SLE
(klini¢ki simptomi i znaci) (n=44) (n=98)
Febrilnost >38.5°C (%) 14/34 (41.2) 22/94 (23.4)
Kutane promene (%) 17/34 (50) 57/94 (60.6)
Atralgije (%) 17/34 (50) 54/95 (56.8)

Sinovitis (%)
BubreZna zahvacéenost (%)

16/34 (47.1)*
21/37 (56.8)

56,/95 (58.9)
52/96 (54.2)

NeuroloSke manifestacije (%) 4/34 (11.8) 14/95 (14.7)
Citopenija (%) 18/35 (51.4) 43/94 (45.7)
Poliserozitis (%) 8/34 /23.5) 14/94 (14.9)
Autoimunski hepatitis (%) 6/34 (17.6)** 4/94 (4.3)
Tromboza (%) 2/35 (5.7) 4/94 (4.3)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Od imunoseroloskih parametara samo je koncentracija IgG antikradiolipinskih

antitela bila statisticki znacajno veca (p<0.05). Imunoseroloske karakteristicke

prikazane su u tabeli 13.

Tabela 13. Imunoseroloski parametri pacijenata sa novonastalim SLE i leCenim SLE

De novo SLE Leceni SLE
Seroloski parametri (n=44) (n=98)
Anti-dsDNK (1IF) (%) 23/44 (52.3) 63/98 (64.3)
Anti-dsDNK titar, medijana (opseg) 15 (0-640) 20 (0-1280)

Snizen C3 (%)
Snizen C4 (%)

C3 (g/L), medijana (opseg)
C4 (g/L), medijana (opseg)
Anti-histonska At (%)

Anti-nukleozomalna At (%)

Anti-ENA (%)
Anti-c1q (%)
Krioglobulini (%)
aCL IgG (%)

aCL IgM (%)

aCL IgG (U/mL), medijana (opseg)
aCL IgM, (U/mL), medijana (opseg)

19/44 (43.2)
21/44 (47.7)
0.82 (0.29-2.19)
0.13 (0.03-0.59)
4/19 (21.1)
15/17 (88.2)
26/44 (59.1)
9/21 (42.9)
11/19 (57.9)
8/31 (25.8)
7/31 (22.6)

5.7 (0.4-57.1)*
2.8 (0.09-20.6)

37/98 (37.8)
38,/98 (38.8)
0.93 (0.36-2.26)
0.15 (0.03-0.8)
20/54 (37)
46/51 (90.2)
64/95 (67.4)
30/58 (51.7)
22/48 (45.8)
8/67 (11.9)
7/67 (10.4)
2.7 (0.4-81.2)
2.4 (0.1-80.0)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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ANCA su ceSCe bila prisutna kod novonastalih SLE pacijenata, kao i

monospecificna, polispecificna ANCA,

anti-MPO,

anti-PR3,

anti-El1 i anti-Lf

autoantitela. ANCA profil ovih pacijenata prikazan je u tabeli 14. Koncentracija anti-

MPO bila je veca, dok su indeksi anti-El i anti-Lf bili visoko statisticki znacajno visi

kod novonastalih SLE pacijenata (grafikoni 5 i 6).

Tabela 14. ANCA profil kod pacijenata sa novonastalim SLE i le¢enim SLE

De novo SLE Leceni SLE

ANCA profil (n=44) (n=98)
ANCA (%) 16 (36.4) 24 (24.5)
Monospecificna ANCA (%) 12 (27.3) 19 (19.4)
Heterospecificna ANCA (%) 5(11.4) 4(4.1)
Anti-MPO (%) 8(18.2) 11 (11.2)
Anti-PR3 (%) 2 (4.5) 1 (1.0)
Anti-El (%) 4(9.1) 2 (2.0)
Anti-Lf (%) 8(18.2) 13 (13.3)
Anti-BPI (%) 0 1(1)

Anti-MPO (U/mL), medijana (opseg)
Anti-MPO indeks, prosek+SD (opseg)
Anti-El indeks, medijana (opseg)
Anti-Lf indeks, medijana (opseg)

4.9 (0.2-201.6)
0.09 (0.01-6.37)
0.09 (0.03-4.13)**
0.30 (0.09-7.39**

1.6 (0.2-240.0)

0.07 (0.02-6.43)
0.05 (0.02-0.74)
0.16 (0.04-2.23)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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4.2.6. Klinicke, imunoseroloske karakteristike i ANCA profil kod novonastalih i
prethodno lecenih ANCA pozitivnih SLE pacijenata

Medu 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata, novonastalih je bilo 17 (42.5%), a ve¢

le¢enih 23 (57.5%). Poredenje klinickih i imunoseroloskih karakteristika ove dve

grupe pacijenata prikazano je u tabelama 151 16.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u zahvacenosti pojedinig organa izmedu

novonastalih i prethodno lecenih ANCA pozitivnih SLE pacijenata (tabela 15).

Tabela 15. Klinicke manifestacije kod de novo i leCenih ANCA pozitivnih SLE

pacijenata

Zahvacenost organa De novo ANCA poz Leceni ANCA poz
(klinic¢ki simptomi i znaci) SLE (n=17) SLE (n=23)
Febrilnost >38.5°C (%) 6 (35.3) 3 (13)
Kutane promene (%) 6 (35.3) 11 (47.8)
Atralgije (%) 9 (52.9) 11 (47.8)
Sinovitis (%) 10 (58.8) 12 (52.2)
BubreZna zahvacéenost (%) 9 (52.9) 12 (52.2)
Neuroloske manifestacije (%) 3(17.6) 8 (34.8)
Citopenija (%) 8(47.1) 10 (43.5)
Poliserozitis (%) 2(11.8) 3(13)
Autoimunski hepatitis (%) 4 (23.5) 1(8.7)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Takode, nije bilo statisticki znacajne razlike u postojanju imunoseroloskih
parametara izmedu novonastalih i prethodno lecenih ANCA pozitivnih SLE

pacijenata (tabela 16).

Tabela 16. Imunoseroloski parametri pacijenata sa novonastalim i lecenim ANCA
pozitivnim SLE

De novo ANCA poz SLE Leceni ANCA poz
Seroloski parametri (n=17) SLE (n=23)

Anti-dsDNK (IIF) (%)

11/17 (64.7)

14/23 (60.9)

Anti-dsDNK titar, medijana (opseg) 160 (0-640) 20 (0-1280)
Snizen C3 (%) 6/17 (35.3) 10/23 (43.5)
Snizen C4 (%) 8/17 (47.1) 9/23(39.1)

C3 (g/L), medijana (opseg)
C4 (g/L), medijana (opseg)

1.07 (0.33-2.19)
0.12 (0.03-0.39)

1.01 (0.36-2.26)
0.14 (0.05-0.47)

Anti-histonska At (%) 2/7 (28.6) 7/16 (43,8)
Anti-nukleozomalna At (%) 4/5 (80) 10/10 (100)
Anti-ENA (%) 8/17 (47.1) 12/23 (52.2)
Anti-c1q (%) 3/12 (25) 8/17 (47.1)
Krioglobulini (%) 2/2 (100) 9/12 (75)
aCL IgG (%) 3/13(23.1) 3/15 (20)
aCL IgM (%) 3/13(23.1) 2/15(13.3)
aCL IgG (U/mL), prosek (opseg) 6.2 (1.6-39.3) 4.7 (1.2-13.7)
aCL IgM, (U/mL), medijana (opseg) 3.2 (0.09-13.8) 3.3(0.2-41.9)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

ANCA profil i poredenje izmedu dve grupe ANCA pozitivnih SLE pacijenata
prikazan je u tabeli 17. Anti-MPO su ceS¢e detektovana kod novonastalih ANCA
pozitivnih pacijenata, dok su anti-Lf ¢eSc¢e bila pozitivna kod ve¢ lec¢enih i pracenih

ANCA pozitivnih SLE pacijenata.

Tabela 17. ANCA profil kod pacijenata sa de novo i leCcenim ANCA pozitivnim SLE

De novo ANCA poz Leceni ANCA poz

ANCA profil SLE (n=17) SLE (n=23)
Anti-MPO (%) 4 (66.7) 15 (44.1)
Anti-Lf (%) 1(16.7) 20 (58.8)
Anti-MPO (U/mL), medijana(opseg) 28.1(2.8-201.6) 15.2 (0.5-240.0)
Anti-MPO indeks, prosek +SD 1.91+1.89 2.09+2.44
Anti-Lf indeks, medijana (opseg) 0.17 (0.04-4.13) 0.08 (0.05-0.63)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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4.2.7. Klinicke, imunoseroloske karakteristike i ANCA profil kod anti-MPO
pozitivnih i anti-MPO negativnih ANCA pozitivnih SLE pacijenata

Anti-MPO pozitivni SLE pacijenti ¢eS¢e su imali sinovitis i citopeniju, a statisticki
znacajno ceSce su imali atralgije, dok su rede imali kutane promene i zahvacenost

bubrega u odnosu na anti-MPO negativhe ANCA pozitivne SLE pacijente (tabela 18).

Tabela 18. Klinicke manifestacije kod anti-MPO pozitivnih i anti-MPO negativnih
ANCA pozitivnih SLE pacijenata

Zahvacenost organa Anti-MPO poz SLE Anti-MPO neg SLE

(klinicki simptomi i znaci) n=19 n=21

Febrilnost >38.5°C (%) 5(26.3) 4 (19)

Kutane promene (%) 7 (36.8) 10 (47.6)

Atralgije (%) 13 (68.4)* 7 (33.3)

Sinovitis (%) 13 (68.4) 9 (42.9)

BubreZna zahvacenost (%) 7 (36.8) 14 (66.7) (p=0.059)
Neuroloske manifestacije (%) 5(26.3) 6 (28.6)

Citopenija (%) 10 (52.6) 8(38.1)
Poliserozitis (%) 2 (10.5) 3(14.3)
Autoimunski hepatitis (%) 4 (57.1) 15 (45.5)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

Anti-MPO negativni pacijenti su statisticki znacajno ¢eS¢e imali anti-dsDNK, nizak

C3 i C4, anti-ENA i anti-C1q antitela (tabela 19).

Tabela 19. Imunoseroloski parametri anti-MPO pozitivnog i negativnog SLE

Seroloski parametri

Anti-MPO poz SLE
n=19

Anti-MPO neg SLE
n=21

Anti-dsDNK (IIF) (%)

Titar anti-dsDNK, medijana (opseg)

Snizen C3 (%)
Snizen C4 (%)

C3 (g/L), medijana (opseg)
C4 (g/L), medijana (opseg)

Anti-ENA (%)
Anti-C1q (%)
Krioglobulini (%)
aCL IgG (%)

aCL IgM (%)

aCL IgG (U/mL), prosek+SD
aCL IgM (U/mL), medijana (opseg)

8/19 (42.1)

0 (0-649)

3/19 (15.8)
5/19 (26.3)
1.29 (0.59-1.92)
0.19 (0.05-0.47)
6/19 (31.6)
2/14 (14.3)

5/8 (62.5)
3/11(27.3)
4/11 (36.4)
5.48+2.99

5.1 (1.10-41.9)*

17/21 (81)*

160 (0-1280)*
13/21 (61.9)*
12/21 (57.1)*
0.78 (0.33-2.26) **
0.07 (0.03-0.42) **
14/21 (66.7)*
9/15 (60)*

6/6 (100)

3/17 (17.6)

1/17 (5.9)
9.65+10.99

1.9 (0.09-19.2)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Medu anti-MPO pozitivnim SLE pacijentima 11 (57.9%) je imalo monospecifi¢na,
a 8 (42.1%) polispecificna ANCA, udruZena sa anti-PR3 (2 pacijenta), sa anti-El (3
pacijenta), sa anti-Lf (2 pacijenta) i kod jednog pacijenta sa anti-El i anti-Lf

autoantitelima (grafikon7).
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Grafikon 7. ANCA profil kod anti-MPOpozitivnih SLE pacijenata

Anti-MPO negativni ANCA pozitivni SLE pacijenti su visoko statisticki znacajno
ceS¢e imali anti-LF, dok su anti-MPO pozitivni pacijenti CeS¢e imali anti-El

autoantitela (tabela 20).

Tabela 20. ANCA profil kod pacijenata sa anti-MPO pozitivnim i anti-MPO
negativnim SLE

Anti-MPO poz SLE  Anti-MPO neg SLE

ANCA profil n=19 n=21

Anti-Lf (%) 3(15.8) 18 (85.7)**
Anti-El (%) 4(21.1) 2(9.5

Anti-MPO indeks, medijana (opseg) 2.34 (1.01-6.43)** 0.06 (0.05-0.21)
Anti-Lfindeks, medijana (opseg) 0.229 (1.06-7.39) 1.60 (0.57-2.53)**
Anti-Elindeks, medijana (opseg) 0.15 (0.05-2.55** 0.10 (0.04-4.13)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Anti-Lf su visoko statisticki znacajno c¢eS¢a bila pozitivna kod anti-MPO

negativnih ANCA pozitivnih SLE pacijenata. Takode, indeks anti-Lf kod anti-MPO

negativnih SLE pacijenata je bio znacajno viSi (p<0.01) u odnosu na anti-MPO

pozitivne SLE pacijente (grafikon 8).
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Za razliku od anti-Lf indeksa, anti-El indeks je bio visoko statisticki znacajno visi

kod anti-MPO pozitivnih SLE pacijenata (grafikon 9).
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Grafikon 9. Anti-El indeks kod anti-MPO pozitivnih SLE pacijenata



4.2.8. Klinicke, imunoseroloske Kkarakteristike i ANCA profil kod anti-El
pozitivnih i anti-El negativnih SLE pacijenata

Anti-El pozitivni SLE pacijenti su ceS¢e imali neuroloske i psihijatrijske

manifestacije i citopeniju, dok su statisticki znacajno CeSCe imali autoimunski

hepatitis i pad C3 komponente komplementa (tabele 21 i 22).

Tabela 21. Klinicke manifestacije anti-El pozitivnog i anti-El negativnog SLE

Zahvacenost organa
(klini¢ki simptomi i znaci)

EI-ANCA poz SLE
n=6

El-ANCA neg SLE
n=34

Febrilnost >38.5°C (%) 3(50) 6 (17.6)

Kutane promene (%) 3(50) 14 (41.2)
Atralgije (%) 4 (66.7) 16 (47.1)
Sinovitis (%) 3(50) 19 (55.9)
BubreZna zahvacenost (%) 1(16.7) 20 (58.8) (p=0.08)
NeuroloSke manifestacije (%) 3 (50) 8 (23.5)
Citopenija (%) 5(83.3) 13 (38.2)
Poliserozitis (%) 1(16.7) 4(11.8)
Autoimunski hepatitis (%) 3 (50)* 3 (8.8)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

Tabela 22. Imunoseroloski parametri anti-El pozitivnog i anti-El negativnog SLE

Seroloski parametri

Anti-El poz SLE
n=6

Anti-El neg SLE
n=34

Anti-dsDNK (1IF) (%) 4/6 (66.7) 21/34 (61.8)
Titar anti-dsDNK, medijana (opseg) 100.0 (0-640) 40.0 (0-1280)
SniZen C3 (%) 1/6 (16.7) 15/34 (44.1)
Snizen C4 (%) 2/6(33.3) 15/34 (44.1)
C3 (g/L), prosek+SD 1.52+0.66 0.95+£0.48*

C4 (g/L), medijana (opseg) 0.3 (0.07-0.43) 0.13 (0.03-0.47)
Anti-ENA (%) 2/6(33.3) 18/34 (52.9)
Anti-C1q (%) 0/5 11/24 (45.8)
Krioglobulini (%) 2/2(100) 9/12 (75)

aCL IgG (%) 1/4 (25) 5/24 (20.8)
aCL IgM (%) 1/4 (25) 4/24 (16.7)
aCL IgG (U/mL), prosek+SD (opseg) 9.9 (1.6-16.4) 5.15 (1.2-39.3)
aCL IgM, (U/mL), medijana (opseg) 6.6 (0.3-13.2) 3.2 (0.09-41.9)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Anti-El pozitivni pacijenti su ¢eS¢e imali anti-MPO, dok su anti-El negativni ceSce

imali anti-Lf autoantitela (tabela 23).

Tabela 23. ANCA profil kod pacijenata sa anti-El pozitivnim i anti-El negativnim SLE

Anti-El poz SLE Anti-El neg SLE

ANCA profil n=6 n=34
Anti-MPO (%) 4 (66.7) 15 (44.1)
Anti-Lf (%) 1(16.7) 20 (58.8)

Anti-MPO (U/mL), medijana (opseg) 32.5(4.0-101.5) 11.4 (0.5-240.0)
Anti-MPO indeks, medijana (opseg) 1.24 (0.21-2.14) 1.55(0.05-6.43)
Anti-Lf indeks, medijana (opseg) 0.28 (0.15-0.57) 0.78 (0.06-7.39)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

4.2.9. Klinicke, imunoseroloske karakteristike i ANCA profil kod anti-Lf
pozitivnih i anti-Lf negativnih SLE pacijenata

Kod anti-Lf pozitivnih SLE pacijenata ¢eS¢e je postojala zahvac¢enost bubrega i
poliserozitis, dok su anti-Lf negativni ANCA pozitivni pacijenti statisticki znacajno

¢eSc¢e imali atralgije i sinovitis (tabela 24).

Tabela 24. Klinicke manifestacije kod anti-Lf pozitivnih i anti-Lf negativnih SLE
pacijenata

Zahvacenost organa Anti-Lf poz SLE Anti-Lf neg SLE
(klinicki simptomi i znaci) n=21 n=19
Febrilnost >38.5°C (%) 4 (19) 5 (26.3)
Kutane promene (%) 8 (38.1) 9(47.4)
Atralgije (%) 7 (33.3) 13 (68.4)*
Sinovitis (%) 8(38.1) 14 (73.7)*
BubreZna zahvacenost (%) 13 (61.9) 8(42.1)
Neuroloske manifestacije (%) 5(23.8) 6 (31.6)
Citopenija (%) 9 (42.9) 9 (47.4)
Poliserozitis (%) 4 (19) 1(5.3)
Autoimunski hepatitis (%) 3 (14.3) 3 (15.8)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

Takode, anti-Lf pozitivni SLE pacijenti su znacajno CeS¢e imali anti-dsDNK

antitela i pad C3 i C4 komponenti komplementa (prikazano u tabeli 25).
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Tabela 25. Imunoseroloski parametri kod anti-Lf pozitivnog i anti-Lf negativnog

SLE

Seroloski parametri

Anti-Lf poz SLE
n=21

Anti-Lf neg SLE
n=19

Anti-dsDNK (IIF) (%)

Titar anti-dsDNK, medijana (opseg)
SniZen C3 (%)

Snizen C4 (%)

C3 (g/L), medijana (opseg)

C4 (g/L), medijana (opseg)
Anti-ENA (%)

Anti-C1q (%)

Krioglobulini (%)

aCL IgG (%)

aCL IgM (%)

aCL IgG (U/mL), prosek+SD (opseg)
aCL IgM (U/mL), medijana (opseg)

17/21 (81)*
160 (0-1280)
14/21 (66.7)**
12/21 (57.1)*
0.65 (0.33-2.26)*
0.07 (0.03-0.42)
13/21 (61.9)
9/17 (52.9)

5/5 (100)

3/16 (18.8)
1/16 (6.3)

5.15 (1.6-11.0)
2.2 (0.09-19.2)

8/19 (42.1)
0 (0-640)

2/19 (10.5)
5/19 (26.3)
1.43 (0.41-2.19)
0.21 (0.04-0.47)
7/19 (36.8)
2/12 (16.7)

6/9 (66.7)

3/12 (25)

4/12 (33.3)
6.05 (1.2-39.3)
5.75 (0.3-41.9)

SLE, sistemski lupus erythematosus;

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01

Kod 21 anti-Lf pozitivhog SLE pacijenta 17 je imalo monospecificna ANCA, a 4

polispecifi¢na (kod 2 sa pridruZenim anti-MPO, 1 sa anti-MPO i anti-El i 1 pacijent sa

anti-BPI autoantitelima) (grafikon 10).
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Grafikon 10. ANCA profil kod anti-Lf pozitivnih SLE pacijenata
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Anti-Lf pozitivni pacijenti su visoko statisticki znacajno rede imali pozitivna anti-

MPO (p<0.05), znacajno manju koncentraciju anti-MPO (p<0.01) i nizi anti-MPO

indeks (p<0.05), kao i rede pozitivna anti-El i znacajno nizi indeks anti-El

autoantitela (grafikon 11).
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Grafikon 11. ANCA profil kod anti-Lf pozitivnih SLE pacijenata (n=21) u odnosu na

anti-Lf negativne ANCA pozitivne SLE pacijente (n=19)
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4.2.10. Klinicke manifestacije u odnosu na ANCA profil kod SLE pacijenata

Ako posmatramo zahvacenost pojedinih organa u odnosu na ANCA pozitivnost,
dobijamo rezultate prikazane u tabeli 26.

Pacijenti sa ANCA pozitivnim SLE statisticki znacajno rede su imali zahvaéenost
koZe (p<0.05), a visoko statisticki znacajno c¢eS¢e neuroloSke i psihijatrijske
manifestacije (p<0.01)i autoimunski hepatitis (p<0.05).

NeuroloSke/psihijatrijske manifestacije bile su prisutne kod 29% pacijenata sa
monospecificna ANCA pozitivnim SLE, u odnosu na 9.2% monospecificna ANCA
negativnih SLE pacijenata. Pacijenti sa monospecificnim ANCA visoko statisticki
znacajno ¢esce su imali neuroloske i psihijatrijske manifestacije (p<0.01).

Pacijenti sa negativnim anti-MPO statisticki znacajno ceS¢e su imali kutane
promene u odnosu na pacijente sa pozitivnim anti-MPO (p<0.05).

Pacijenti sa pozitivnim anti-El autoantitelima statisticki znacajno ces¢e su imali
neuroloske i psihijatrijske manifestacije (p<0.05) i visoko statisti¢ki znacajno cesce
autoimunski hepatitis (p<0.01) u odnosu na anti-El negativne SLE pacijente.

Pacijenti sa anti-Lf negativnim SLE statisticki znacajno ¢eSc¢e su imali zahvatanje
koZe i atralgije (p<0.05) u odnosu na anti-Lf negativne ANCA pozitivne SLE pacijente
(tabela 26).

77



Tabela 26. Zahvacenost organa kod 142 SLE pacijenta u odnosu na ANCA

pozitivnost
Pozitivna Negativna
ANCA n=40 n=102
Koza 17/40 (42.5) 57/88 (64.8)*
Hematoloski parametri 18/40 (45) 43/89 (48.3)
Atralgije 20/40 (50) 51/89 (57.3)
Sinovitis 22/40 (55) 50/89 (56.2)
Bubreg 21/40 (52.5) 52/93 (55.9)
Poliserozitis 5/40 (12.5) 17/88 (19.3)
Neuroloske manifest. 11/40 (27.5)** 7/89 (7.9)
Hepatitis 7/40 (17.5)* 4/88 (4.5)
Pozitivna Negativna
Anti-MPO At n=19 n=123
KoZza 7/19 (36.8) 67/109 (61.5)*
Hematoloski parametri 6/19 (31.6) 48/110 (43.6)
Atralgije 13/19 (68.4) 58/110 (52.7)
Sinovitis 13/19 (68.4) 59/110 (53.6)
Bubreg 7/19 (36.8) 66/114 (57.9)
Poliserozitis 2/19 (10.5) 20/109 (18.3)
Neuroloske manifest. 5/19 (26.3) 13/110 (11.8)
Hepatitis 3/19 (15.8) 7/109 (6.4)
Pozitivna Negativna
Anti-El At n=6 n=136
Koza 3/6 (50) 71/122 (58.2)
Hematoloski parametri 5/6 (83.3) 56/123 (45.5)
Atralgije 4/6 (66.7) 67/123 (54.5)
Sinovitis 3/6 (50) 69/123 (56.1)
Bubreg 1/6 (16.7) 72/127 (56.7)
Neuroloske manifest. 3/6 (50)* 15/123 (12.2)
Hepatitis 3/6 (50)** 7/122 (5.7)
Pozitivna Negativna
Anti-Lf At n=21 n=121
Koza 8/21(38.1) 66/107 (61.7)*
Hematoloski parametri 9/21 (42.9) 52/108 (48.1)
Atralgije 7/21 (33.3) 64/108 (59.3)*
Sinovitis 8/21(38.1) 64/108 (59.3)
Bubreg 13/21 (61.9) 60/112 (53.6)
Poliserozitis 4/21(19) 18/107 (16.8)
Neuroloske manifest. 5/21(23.8) 13/108 (12)
Hepatitis 3/21(14.3) 7/107 (6.5)

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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4.2.11. Imunoseroloski parametri i ANCA profil u odnosu na stepen teZine GN

0d 133 pacijenta kod kojih su postojali klinicki podaci o zahvaéenosti bubrega 60
(45.1%) nije imalo bubreZznu zahvacenost, 43 (32.3%) je imalo histopatoloski
verifikovan GN, dok je 30 pacijenata (22.6%) imalo histopatoloski neferifikovan GN
(tabela 27).

Tabela 27. Tip GN kod 133 pacijenta sa idiopatskim SLE

GN n=133
Nije zahvacen bubreg (%) 60 (45.1)
Laksa forma (tipovi I, 11, III) 11 (8.3)
TeZa forma (tip IV, nekrotizujuci) 30 (22.6)
Membranozni 2 (1.5)
HP neverifikovani tipovi 30 (22.6)

GN, glomerulonefritis

Pacijenti sa tezom formom GN statisticki znacajno ¢eS¢e su imali pozitivna anti-
dsDNK antitela. Titar anti-dsDNK je bio visi kod teZe forme GN u odnosu na laksu, a

ceSce su imali i pad C3 i C4 (tabela 28).

Tabela 28. Imunoseroloske karakteristike u odnosu na teZinu GN

Laksa forma GN, Teza forma GN,
tipovi I, II, 111 tip IV, nekrotizujuci
n=11 n=30
Anti-dsDNK (%) 6 (54.5) 26 (86.7)*
Anti-dsDNK, medijana (opseg) 80.0 (0-640) 160 (0-1280)
Snizen C3 (%) 3(27.3) 16 (53.3)
SniZen C4 (%) 3(27.3) 14 (46.7)
C3 (g/L), prosek+SD 0.99+0.32 0.79+0.37
C4 (g/L), prosek+SD 0.15+0.07 0.14+0.10
aCL IgG (%) 3/8(37.5) 5/20 (25)
aCL IgM (%) 2/8(25) 4/20 (20)
aCL IgG, medijana (opseg) 5.15 (0.7-81.2) 6.6 (0.5-39.3)
aCL IgM, medijana (opseg) 4.15 (1.1-80.0) 3.84 (0.1-19.3)

GN, glomerulonefritis;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 **p<0.01
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Pacijenti sa tezom formom GN CeS¢e su imali pozitivna ANCA, monospecificna

ANCA i anti-Lf antitela, dok su oni sa lakSim formama ceS¢e imali pozitivna anti-MPO

antitela (tabela 29).

Tabela 29. ANCA profil u odnosu na tezinu GN

Laksa forma GN,

Teza forma GN,

tipovi I, II, III tip IV, nekrotizujuci
n=11 n=30

ANCA (%) 2 (18.2) 11 (36.7)

Anti-MPO (%) 2 (18.2) 3(10)

Anti-MPO(U/mL), medijana (opseg)
Anti-MPO indeks, medijana (opseg)

Anti-PR3 (%)

Anti-PR3 (U/mL), medijana (opseg)
Anti-PR3 indeks, medijana (opseg)

Anti-Lf (%)

Anti-Lf indeks, medijana (opseg)

Anti-El (%)

Anti-El index, medijana (opseg)

Anti-Cat-G (%)
Anti-BPI (%)
Monospecificna ANCA
Polispecificna ANCA

2.7 (0.7-187.5)
0.13 (0.08-0.58)
1(9.1)

1.6 (0.8-49.4)
0.09 (0.04-0.17)
0

0.18 (0.07-0.69)

0

0.075 (0.049-0.09)
0

0

1(9.1)

1(9.1)

2.6 (0.4-240.0)
0.07 (0.02-6.4)

2 (6.7)

2.1 (0.1-284.0)
0.08 (0.01-4.45)
8 (26.7) (p=0.08)
0.19 (0.07-7.39)
0

0.075 (0.02-0.74)
0

0

9 (30)

2 (6.7)

Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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4.2.12. Imunoseroloski parametri i ANCA profil kod 25 ANCA pozitivnih SLE
pacijenata u pracenju

Od 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata, kod 25 su posle perioda pracenja
ponovljeni imunoseroloski parametri i ANCA profil. Srednje vreme pracenja bilo je
1.9£1.5 godina (opseg 0.1-5.5 godina). Smanjio se broj pacijenata sa anti-dsDNK,
niskim C3 (p<0.05) i C4. Visoko statisticki znacajno je opao titar anti-dsDNK antitela
(p<0.01), a doslo je do veoma znacajnog porasta koncentracije C3 (p<0.01).

Takode, smanjio se broj pacijenata sa mono- i polispecificnim ANCA, a visoko
statisticki znacCajno se smanjio broj pacijenata sa anti-Lf antitelima. Koncentracija

anti-MPO antitela opala je posle perioda pracenja (tabela 30).

Tabela 30. Imunoseroloski parametri posle perioda pracenja

ANCA poz SLE ANCA poz SLE

- prvi uzorak - drugi uzorak

n=25 n=25
Anti-MPO (U/mL), medijana (opseg) 33.1(0.12-240.0) 28.5 (0.9-252.6)
Anti-dsDNK (%) 17 (68) 13 (48)
Anti-dsDNK, medijana (opseg) 160 (0-1280)** 10.0 (0-640)
SniZen C3 (%) 11 (44)* 5 (20)
SniZen C4 (%) 12 (48) 10 (40)
C3 (g/L), medijana (opseg) 0.87 (0.33-2.1) 1.18 (0.36-2.9)**
C4 (g/L), prosek+SD 0.151+0.069 0.142+0.093
Monospecificna ANCA 18 (72) 11 (44)
Anti-MPO (U/mL), medijana (opseg) 33.1(0.12-240.0) 28.5 (0.9-252.6)
Anti-Lf (%) 11 (44)** 3(12)

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01

Niko od 25 pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE koji su praceni nije imao anti-Cat-
G i anti-BPI antitela. Jedan pacijent sa anti-MPO je postao negativan, jedan sa jakom
pozitivno$¢u postao je srednje pozitivan, dok je dvoje sa srednjom koncentracijom
ANCA postalo slabo pozitivno. Kod pacijenata sa anti-PR3 jedan sa slabom
pozitivno$¢u je posato negativan. Sva tri pacijenta sa anti-El su postala negativna.
StatistiCka znacajnost u pracenju kada je ANCA pozitivnost u pitanju nadena je kod

pacijenata sa anti-Lf antitelima (p<0.05). Osam pacijenata sa anti-Lf anitelima je

81



postalo negativno, a u pracenju nije viSe bilo pacijenata sa jakom pozitivnoséu

(grafikon 12).

25

20

15

10

Broj pacijenata

Anti-MPO1  Anti-MPO2 Anti-PR3 1 Anti-PR3 2

30

25
25

N
w

22

20 - Enema

14 M slabo

 srednje

10 -~

Broj pacijenata

7 p<0.05 | Mjako

00

Anti-El 1 Anti-El 2 Anti-Lf 1 Anti-Lf 2

MPO 1, prvi uzorak; MPO 2, drugi uzorak (posle perioda pracenja); PR3 1, prvi uzorak; PR3
2, drugi uzorak; El 1, prvi uzorak; El 2, drugi uzorak; Lf 1, prvi uzorak; Lf 2, drugi uzorak.

Grafikon 12. ANCA profil posle perioda pracenja 25 SLE pacijenata

4.2.13. Korelacije imunoseroloskih parametara i stepena aktivnosti bolesti

Korelacije izmedu anti-dsDNK, C3, C4 i SLEDAI-2K kod svih 142 pacijenta sa
idiopatskim SLE, kao i kod 40 pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE prikazani su na
grafikonima 13 i 14.
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Kod 142 pacijenta sa SLE nadena je visoko statisticki znac¢ajna osrednja negativna

povezanost izmedu titra anti-dsDNK i koncentracije C3 i C4, kao i izmedu SLEDAI-

2K i koncentracije C3 i C4, i osrednja pozitivna povezanost izmedu titra anti-dsDNK i

SLEDAI-2K (grafikon 13).
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Grafikon 13. Korelacija titra anti-dsDNK At, C3, C4 i stepena aktivnosti bolesti kod

142 SLE pacijenta
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Kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata nadena je takode osrednja negativna
povezanost izmedu titra anti-dsDNK i koncentracije C3 i C4, kao i izmedu SLEDAI-
2K i koncentracije C3 i C4, a osrednja pozitivna povezanost izmedu titra anti-dsDNK

i SLEDAI-2K (grafikon 14, tabela 31).
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Grafikon 14. Korelacija titra anti-dsDNK At, C3, C4 i stepena aktivnosti bolesti kod
40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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Tabela 31. Pozitivne korelacije imunoseroloskih parametara i indeksa aktivnosti
bolesti kod 40 ANCA pozitivnih pacijenata

ANCA pozitivan SLE Spearman
Korelacija n=40 koeficijent p
Titar anti-dsDNK C3 (g/L) -0.595** <0.001
C4 (g/L) -0.559** <0.001
SLEDAI-2K 0.576** <0.001
SLEDAI-2K C3 (g/L) -0.391* 0.013
C4 (g/L) -0.459** 0.003

SLE, sistemski lupus erythematosus.
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01

Medusobne korelacije izmedu koncentracija i indeksa pojedinih ANCA kod 142
pacijenta sa idiopatskim SLE prikazane su u tabeli 32.

Postojala je pozitivna statisticki znacajna povezanosti izmedu koncentracije anti-
MPO i koncentracije anti-PR3, indeksa anti-El i koncentracije IgG i I[gM aCL antitela,
kao i izmedu indeksa anti-MPO i indeksa ostalih ANCA u okviru ANCA profila.
Takode, ustanovljena je pozitivna visoko statisticki znacajna osrednja povezanost

izmedu indeksa anti-Lf i titra anti-dsDNK (tabela 32).

Tabela 32. Korelacija izmedu pojedinih komponenti ANCA profila kod 142 pacijenta
sa SLE

SLE Spearman
Korelacija n=142 koeficijent p
Anti-MPO (U/mL) C3 (g/L) 0.243* 0.024
Anti-PR3 (U/mL) 0.346** 0.007
Anti-El indeks 0.358* 0.037
aCL IgG (U/mL) 0.482* 0.037
aCL IgM (U/mL) 0.535* 0.018
Anti-MPO indeks Anti-PR3 indeks 0.334** 0.003
Anti-El indeks 0.516** <0.001
Anti-Lf indeks 0.111 0.337
Anti-Cat-G indeks 0.398** <0.001
Anti-BPI indeks 0.375** 0.001
Anti-PR3 (U/mL) aCL IgM (U/mL) 0.583* 0.036
Anti-Lf indeks Titar anti-dsDNK 0.333** 0.003
aCL IgG (U/mL) 0.483** 0.002

SLE, sistemski lupus erythematosus.
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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Ustanovljena

je pozitivna korelacija

izmedu Kkoncentracije anti-MPO

I

koncentracije C3, IgG, IgM aCL, kao i pozitivna korelacija izmedu anti-MPO i anti-

PR3 koncentracije, odnosno anti-El indeksa kod 142 SLE pacijenta (grafikon 15).
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Grafikon 15. Pozitivne korelacije koncentracije anti-MPO antitela sa drugim
imunoseroloskim parametrima kod 142 SLE pacijenta
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Takode, dobijena je pozitivna korelacija izmedu anti-MPO indeksa i anti-PR3

(p<0.01), odnosno anti-El indeksa (p<0.01), a nije bilo korelacije izmedu anti-MPO

indeksa i anti-Lf indeksa (p>0.05) (grafikon 16).
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U grupi 142 SLE pacijenta nadena je i visoko statistiCki znacajna pozitivna
osrednja povezanost izmedu anti-Lf indeksa i anti-dsDNK antitela i anti-Lf indeksa i

koncentracije antikardiolipinskih IgG antitela (grafikon 17).
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Grafikon 17 Pozitivna korelacija anti-Lf indeksa i anti-dsDNK antitela kod 142 SLE
pacijenta

Korelacija izmedu indeksa anti-Lf i titra anti-dsDNK kod 21 SLE pacijenta sa
pozitivnim anti-Lf antitelima prikazana je u tabeli 33. Kod pacijenata sa pozitivnim
anti-Lf ustanovljen je statisticki znacajno veci broj onih sa pozitivnim anti-dsDNK.
Ustanovljena je jaka pozitivna povezanost izmedu anti-Lf antitela i titra anti-dsDNK

(tabela 33, grafikon 18).

Tabela 33. Korelacija anti-Lf indeksa i anti-dsDNK

Anti-Lf pozitivan SLE Spearman
Korelacija n=21 koeficijent p

Anti-Lf indeks Titar anti-dsDNK 0.802%* 0.030

SLE, sistemski lupus erythematosus;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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Grafikon 18. Korelacija anti-Lf indeksa i titra anti-dsDNK kod 21 anti-Lf pozitivhog
SLE pacijenta

Korelacije izmedu pojedinih imunoseroloskih parametara kod 40 ANCA
pozitivnih SLE pacijenata prikazane su u tabeli 34. Kod ANCA pozitivnih SLE
pacijenata je utvrdena osrednja visoko statisticki znacajna pozitivha povezanost
izmedu indeksa anti-Lf i titra anti-dsDNK i SLEDAI-2K skora (grafikon 19), zatim
pozitivna osrednja statisticki znaCajna povezanost izmedu indeksa anti-Lf i
koncentracije anti-histonskih antitela, kao i osrednja pozitivna visoko statisticki
znacajna povezanost izmedu indeksa anti-Lf i koncentracije anti-C1lq antitela
(grafikon 20). Takode, nadena je negativna osrednja statisticki znacajna povezanost
izmedu indeksa anti-Lf i koncentracije C3 i C4, kao i negativna osrednja povezanost

izmedu indeksa anti-Lf i indeksa anti-MPO (grafikon 21).
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Tabela 34. Korelacija izmedu pojedinih komponenti ANCA profila kod 40 ANCA
pozitivnih SLE pacijenta

Korelacija ANCA pozitivan SLE Spearman
n=40 koeficijent p
Anti-MPO (U/mL) C3(g/L) 0.361* 0.024
Anti-nukleozomalna At -0.597* 0.024
Anti-clq -0.414* 0.026
Anti-MPO indeks SLEDAI-2K -0.531* 0.023
Anti-Lf indeks -0.546* 0.019
Anti-Lf indeks Titar anti-dsDNK 0.670** 0.002
SLEDAI-2K 0.596** 0.009
C3(g/L) -0.566* 0.014
C4 (g/L) -0.584* 0.011
Anti-histonska At 0.714* 0.047
Anti-Clq 0.659** 0.006
Anti-MPO indeks -0.546* 0.019
El indeks Nema korelacija

SLE, sistemski lupus erythematosus.
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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Grafikon 19. Pozitivna korelacija anti-Lf indeksa i SLEDAI-2K skora, odnosno titra
anti-dsDNK antitela kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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Grafikon 20. Pozitivna korelacija izmedu anti-Lf i anti-histonskih, odnosno anti-C1q
antitela kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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Grafikon 21.

Negativna korelacijaizmedu

anti-Lf indeksa i komponenti

komplementa, odnosno anti-MPO indeksa kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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Postojala je pozitivna korelacija izmedu koncentracije anti-MPO i koncentracije
C3, a negativna izmedu koncentracije anti-MPO i antinukleozomalnih antitela.
Takode, nije bilo pozitivne korelacije izmedu indeksa anti-MPO i SLEDAI-2K skora
(grafikon 22).
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Grafikon 22. Pozitivne i negativne korelacije koncentracije anti-MPO i
imunoseroloskih parametara i SLEDAI-2K skora kod ANCA pozitivnih SLE pacijenata
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4.3. POREPENJE KLINICKIH I IMUNOSEROLOSKIH KARAKTERISTIKA KOD
ANCA POZITIVNIH PACIJENATA SA SLE I LLS INDUKOVANIM LEKOM

4.3.1. Klinicke manifestacije ANCA pozitivnih SLE i LILLS pacijenata

Kada se porede klinicke manifestacije 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata sa 17
LILLS pacijenata (tabela 35), postoji statisticki znacajna razlika u postojanju
odredenih kutanih manifetsacija. SLE pacijenti su znacajno ¢eS¢e imali malarni ras i
diskoidne promene (p<0.01), a pacijenti sa PTU-indukovanim LLS purpuru i
vaskulitis, ukljucuju¢i i nekrotizujuc¢i vaskulitis (p<0.01). Kod SLE pacijenata
znacajno ceSce je zabeleZena zahvacenost zglobova (p<0.01), bubrega (p<0.01),

neuroloske/psihijatrijske manifestacije (p<0.01) i autoimunski hepatitis (p<0.05).

Tabela 35. Klnicke manifestacije ANCA pozitivnog SLE i PTU-indukovanog LLS

Zahvacenost organa ANCA pozSLE ANCA poz LILLS
(klini¢ki simptomi i znaci) n=40 n=17
Febrilnost >38.5°C (%) 9 (22.5) 11 (64.7) **
Mukokutane promene (%) 17 (42.5) 15 (88.2)
Malarni ras (%) 10 (25)** 0

DLE (%) 3 (7.5)** 0

SCLE (%) 0 (0) 0

Purpura, urticaria like-vaskulitis, ulceracije (%) 2 (5) 15 (88.2) **
Urtikarija (%) 1(2.5) 0

Bule (LE billosus) (%) 0 0
Panikulitis (%) 1(2.5) 0

Oralne ulceracije (%) 2(5.0) 0

Atralgije (%) 20 (50)** 1(5.9)
Sinovitis (%) 22 (55)** 1(5.9)
BubreZna zahvaéenost (%) 21 (52.5)** 0
Neuroloske manifestacije (%) 11 (27.5)** 0
Citopenija (%) 18 (45) 8(47.1)
Leukopenija (%) 14 (35) 6 (35.3)
Trombocitopenija (%) 3(7.5) 2(11.8)
Poliserozitis (%) 5(12.5) 0
Autoimunski hepatitis (%) 7 (17.5)* 0

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome; DLE,
diskoidni lupus erythematosus; SCLE, subakutni kutani lupus erythematosus.
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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4.3.2. Imunoseroloski parametri ANCA pozitivnih SLE i LILLS pacijenata

Imunoseroloski parametri pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE i PTU-
indukovanim LLS prikazani su u tabeli 36. ANA su bila prisutna kod 95% pacijenata
sa SLE i svih pacijenata sa PTU-indukovanim LLS, ali je medijana ANA titra bila
znacajno veca kod SLE u odnosu na LILLS pacijente (p<0.01) (tabela 36). Kod
pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE statisti¢ki znacajno CeS¢e su detektovana anti-
dsDNK, anti-nukleozomalna antitela (p<0.01), anti-ENA i anti-histonska antitela
(p<0.01). Ces¢e su bila prisutna anti-C1q antitela, krioglobulini i sniZzen C3 i C4, ali
bez statisticke znacajnosti. IgG i IgM aCL antitela su CeS¢e bila pozitivna kod

pacijenata sa LILLS.

Tabela 36. Imunoseroloski parametri kod ANCA pozitivnog SLE i LILLS

ANCA poz SLE ANCA poz LILLS
Seroloski parametri n=40 n=17
ANA (IIF) (%) 38 (95) 17 (100)
ANA titar, medijana (opseg) 640 (0-640)** 80 (40-640)
Anti-dsDNK (1IF) (%) 25 (62.5)** 0
Titar anti-dsDNK, medijana (opseg) 40 (0-1280) 0
Anti-ENA (%) 20 (50)* 3(17.6)
Anti-histone (%) 9/23 (39.1)* 1(5.9)
Anti-nucleosome (%) 14/15 (93.3)** 3(17.6)
Anti-c1lq (%) 11/29 (37.9) 3(17.6)
Nizak C (%) 22 (55) 7 (41.2)
Nizak C3 (%) 16 (40) 6 (35.3)
Nizak C4 (%) 18 (45) 5(29.4)
Krioglobulini (%) 11/14 (78.6) 8(47.1)
aCL (%) 9/35 (25.7) 8(47.1)
aCL IgG (%) 8/35 (22.9) 6 (35.3)
aCL IgM (%) 6/35(17.1) 7 (41.2) (p=0.06)
aCL IgG, medijana (opseg) 5.8 (1.2-39.3) 7.0 (1.0-29.0)
aCL IgM, medijana (opseg) 3.2 (0.09-41.9) 6.9 (0.9-38.7)

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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4.3.3. ANCA profil kod pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE i LILLS

Kod pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE visoko statisticki znaCajno ¢eSce su bila
detektovana monospecificna ANCA, dok su se kod PTU-indukovanog LLS visoko
statisticki znacajno ceSce javljala polispecificna ANCA, anti-MPO, anti-PR3 i anti-El.
Anti-Lf antitela su bila pozitivna kod 52.5% SLE i 29.4% LILLS pacijenata. Ipak,
statisticka znacajnost izmedu ove dve grupe pacijenata nije dostignuta kada je u
pitanju prisustvo anti-Lf antitela. Koncentracija anti-MPO, anti-PR3 i anti-Lf antitela

bila je znacajno veca kod LILLS pacijenata (tabela 37, grafikon 23A i 23B).

Tabela 37. ANCA profil kod pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE i LILLS

ANCA pozitivan SLE  PTU-indukovan

ANCA profil (ELISA) (n=40) LLS(n=17)
ANCA pozitivnost (%) 40 (100) 17 (100)
Monospecificna ANCA (%) 31 (77.5)** 3(17.6)
Polispecificna ANCA (%) 9 (22.5) 14 (82.4)**
Anti-MPO (%) 19 (47.5) 17 (100)**
Anti-PR3 (%) 3(7.5) 9 (52.9)**
Anti-Lf (%) 21 (52.5) 5(29.4)
Anti-El (%) 6 (15) 14 (82.4)**
Anti-Cat-G (%) 0 1(5.9)
Anti-BPI (%) 1(2.5) 1(5.9)
Anti-MPO (U/mL), prosek+SD 53.96+68.8 75.42+43.85*
Anti-PR3(U/mL), mediana (opseg) 1.65 (0.2-284.0) 5.6 (0.8-79.2) **

SLE, sistemski lupus erythematosus; PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome;
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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Manji broj pacijenata sa idiopatkim SLE je imao ANCA u srednjoj i visokoj
koncentraciji u odnosu na LILLS pacijente. Visoku i srednju koncentraciju anti-MPO
imalo je po 41.2% LILLS pacijenata, za razliku od samo 7.5% SLE pacijenata sa
visokom i 20% pacijenata sa srednjom koncentracijom. Svi LILLS pacijenti su imali
anti-MPO, za razliku od 52.5% SLE pacijenata koji nisu imali detektovana anti-MPO
antitela. Anti-El antitela u visokoj, odnosno srednjoj koncentraciji imalo je 17.6%,
odnosno 35.3% LILLS pacijenata, za razliku od samo 2.5%, odnosno 7.5% SLE
pacijenata. Ova antitela nije imalo 85% SLE pacijenata i 17.6% LILLS pacijenata.
Postojala je visoko statistic¢ki znacajna razlika u broju pacijenata sa pozitivnim ANCA
i broju pacijenata sa visokim i srednjim koncentracijamaanti-MPO, anti-PR3 i anti-EIl
antitela u korist LILLS pacijenata (p<0.01) (grafikon 24).

Nije bilo statistiCke znacajnosti u broju pacijenata sa anti-Lf antitelima i
semikvantitativnoj raspodeli koncentracije anti-Lf kod LILLS i SLE. Za razliku od
anti-MPO, anti-PR3 i anti-El, ve¢i broj pacijenata sa LILLS je bio anti-Lf negativan
(70.6%) u odnosu na 47.5% SLE pacijenata. Niko od LILLS pacijenata nije imao anti-
Lf u visokoj koncentraciji, a samo 1 pacijent (5.9%) je imao u srednjoj, dok je kod

SLE 5% imalo visoku i 12.5% srednju koncentraciju anti-Lfantitela (grafikon 24).
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Grafikon 24. ANCA profil (semikvantitativno) kod ANCA pozitivnog SLE i LILLS

97




Niko od pacijenata sa idiopatkim SLE nije imalo anti-Cat-G, a samo jedan pacijent

sa LILLS (5.9%) je imao ova ANCA. Takode, samo po jedan SLE (2.5%) i LILLS

pacijent (5.9%) je imao anti-BPI antitela.

4.3.4. Imunoseroloski parametri aktivnog PTU-indukovanog LLS i LLS u

remisiji

LLS pacijenti su u toku remisije, nakon iskljucenja PTU, rede imali ANA, nizak nivo

C3, krioglobuline (p<0.05) i IgM aCL pozitivnost (p<0.01) u poredenju sa

pacijentima koji su imali LLS u aktivnoj fazi (tabela 38). Takode, LLS pacijenti koji

su bili u remisiji imali su niZe vrednosti nivoa anti-histonskih, anti-nukleozomalnih i

IgG/IgM aCL antitela (p<0.05).

Tabela 38. Imunoseroloski parametri PTU-indukovanog LLS u aktivnoj fazi i

remisiji

PTU-indukovan
LLS - aktivna faza

PTU-indukovan
LLS - remisija

Imunoseroloski parametri (n=12) (n=12)
ANA (%) 12 (100)* 7 (58.3)
Titar ANA, medijana (opseg) 60 (40-160) 40 (0-640)
Anti-dsDNK (IIF) (%) 0 0
High-avidity anti-dsDNK (%) 1(8.3) 1(8.3)
Anti-ENA (%) 2 (16.7) 2 (16.7)
Anti-histonska At (%) 0 0
Anti-nukleozomalna At (%) 2 (16.7) 0
Anti-C1q (%) 2 (20.0) 3 (33.3)
Snizen C3 (%) 6 (50.0)* 1(8.3)
Snizen C4 (%) 4 (33.3) 1(8.3)
Krioglobulini (%) 7 (58.3)* 2 (16.7)
aCL IgG At (%) 4 (33.3) 3 (25.0)
aCL IgM At (%) 6 (50.0)** 0
Anti-B2-glikoprotein IgG (%) 0 0
Anti-B2-glikoprotein IgM (%) 1(8.3) 1(8.3)

PTU, propiltiouracil; LLS, lupus-like syndrome.
Vrednosti predstavljaju broj pacijenata. *p<0.05 ** p<0.01
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Posle prekida PTU terapije, broj pacijenata sa polispecificnim ANCA smanjen je sa
91.7% na 50%. S druge strane, broj pacijenata sa monospecificnim ANCA povecan je
sa 8.3% na 50% (grafikon 25).
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Grafikon 25. ANCA specifi¢nost kod LILLS u aktivnoj fazi i remisiji
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Ucestalost anti-El pozitivnosti (p<0.05) i koncentracija anti-MPO(p<0.01) i anti-
PR3 (p<0.05) znacajno su opale posle obustavljanja PTU, ali je 25% LILLS pacijenata
zadrzao visoku anti-MPO pozitivnost. Nakon iskljuenja PTU, ucestalost anti-PR3,

anti-El, anti-Lf i anti-BPI negativnih pacijenata je povecana (grafikon 26).
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Grafikon 26. ANCA profil (semikvantitativno) kod PTU-indukovanog LLS u aktivnoj
fazi i remisiji

4.3.5. Senzitivnost, specificnost, pozitivha i negativna prediktivna vrednost
ANCA

Tabela 39. Senzitivnost (Se), specificnost (Sp), negativna prediktivna vrednost
(NPV) i pozitivna prediktivna vrednost (PPV) polispecificnih ANCA za LILLS u grupi
ANCA pozitivnih pacijenata sa lupusom (n=57)

ANCA pozitivan LILLS | ANCA pozitivan SLE
n=17 n=40

Polispecificna ANCA pozitivna | 14 9

Polispecificna ANCA negativna | 3 31

Se 14/17x100=82,3%
Sp 31/40x100=77,5%
NPV 31/34=91,1%

PPV 14/23x100=60%
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Tabela 40. Se, Sp, NPV i PPV monospecificnih ANCA za SLE u grupi ANCA pozitivnih
pacijenata sa lupusom (n=57)

ANCA pozitivan SLE ANCA pozitivan LILLS
n=40 n=17

Polispecificna ANCA pozitivna | 31 9

Polispecificna ANCA negativna | 9 14

Se 31/40x100=77,5%
Sp 14/17x100=82,3%
NPV 14/23x100=60%
PPV 31/34x100=91,1%

Tabela 41. Se, Sp, NPV i PPV anti-MPO za LILLS u grupi ANCA pozitivnih lupusa

(n=57)

ANCA pozitivan LILLS | ANCA pozitivan SLE
n=17 n=40

Anti-MPO pozitivna 17 19

Anti-MPO negativna 0 21

Se 100%,

Sp 21/40=52,5%

NPV 100%

PPV 19/36=52,7%

Tabela 42. Se, Sp, NPV i PPV anti-LF za SLE u grupi ANCA pozitivnih lupusa (n=57)

ANCA pozitivan SLE ANCA pozitivan LILLS
n=40 n=17

Anti-Lf pozitivna 21 5

Anti-Lf negativna 19 12

Se 21/40x100=52%
Sp 12/17x100=70%,
PPV 21/26x100=80%
NPV 12/31x100=39%
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Tabela 43. Se, Sp, NPV i PPV anti-El za LILLS u grupi ANCA pozitinih lupusa (n=57)

ANCA pozitivan LILLS | ANCA pozitivan SLE
n=17 n=40

Anti-El pozitivna 14 6

Anti-El negativna 3 34

Se 14/17x100=82%

Sp 34/40x100=85%
NPP 34/37x100=91,8%
PPV14/20x100=70%

Tabela 44. Se, Sp, NPV i PPV anti-El za autoimunski hepatitis (AIH) u grupi ANCA
pozitivnih SLE (n=40

ANCA pozitivan SLE sa AIH | ANCA pozitivan SLE bez ATH
n=6 n=34

Anti-El pozitivna 3 0

Anti-El negativna 3 34

Se 3/6x100=50%

Sp100%

PPV 100%

NPV 34/37x100=92%

Tabela 45. Se, Sp, NPV i PPV anti-Lf sa zahvatanjem bubrega u grupi ANCA
pozitivnih SLE (n=40)

ANCA pozitivan SLE sa | ANCA pozitivan SLE bez
zahvac¢enim bubrezima | zahvacenih bubrega

n=21 n=19
Anti-Lf pozitivna 13 8
Anti-Lf negativna 8 11

Se 13/21x100=62%,
Sp 11/19x100=58%
PPV 13/21x100=62%
NPV 11/19x100=58%
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Tabela 46. Se, Sp, NPV i PPV ANCA za tip IV i nekrotizuju¢i GN u grupi 41 SLE
pacijenta sa uradenim HP pregledom bubrega (n=41)

Tip IV i nekrotizuju¢i GN | Tip IV i nekrotizujuci GN
n=30 n=11
ANCA pozitivna 11 2
ANCA negativna 19 9
Se 11/30x100=37%
Sp 9/11x100=82%
PPV 11/13x100=85%
NPV 9/28x100=32%
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Grafikon 27. Dijagnosticki algoritam ANCA pozitivnog SLE i LILLS
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4.4. AKTIVNOST DNaze I KOD PACIJENATA SA SLE I PTU-INDUKOVANIM LLS

Aktivnost DNaze I u serumu odredena je kod 36 pacijenata sa SLE i 17 pacijenata
sa PTU-indukovanim LLS. Aktivnost serumske DNaze I kod PTU-indukovanog LLS
bila je znacajno niZa u poredenju sa SLE pacijentima i zdravim kontrolama (grafikon
28A). Aktivnost DNaze I u serumu SLE pacijenata bila je znacajno niZa u poredenju
sa zdravim kontrolama (grafikon 28A). Uocena je znacajna razlika izmedu
uCestalosti niske aktivnosti DNaze I u serumu LILLS pacijenata (100%), SLE
pacijenata (58%) i zdravih kontrola (18%) (p<0.01). Kod PTU-indukovanog LLS nije
bilo korelacije izmedu aktivnosti serumske DNaze I i titra ANA, odnosno nivoa anti-
MPO, anti-PR3, anti-histonskih i anti-nukleozomalnih antitela.

Pacijenti sa aktivnim LLS imali su znacajno niZu aktivnost DNaze I nego LLS
pacijenti u remisiji (p<0.01), zdrave kontrole (p<0.01) i pacijenti leceni PTU koji
nisu razvili LLS (p<0.01) (grafikon 27B). S druge strane, kod pacijenata sa srednje
teSkomi teSkom formom SLE (SLEDAI-2K>7), aktivnost serumske DNaze I
(59.7+14.3%/mL) bila je viSa u odnosu na pacijente sa blazom formom (SLEDAI-
2K<6) SLE (46.5+x12.6%/mL) (p<0.05). Vazno je naglasiti da aktivnosti serumske
DNaze I nije dostigla nivo aktivnosti kod zdravih osoba. LILLS pacijenti u fazi
remisije su imali niZu aktivnost DNaze I nego zdrave kontrole i pacijenti le¢eni PTU

koji nisu imali LILLS (p<0.01) (grafikon 28B).
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5. DISKUSIJA

Epidemioloski i klini¢ki podaci pokazuju da faktori sredine, uklju¢uju¢i razne
infekcije (bakterijski endokarditis, hepatitis C virus), silicijum, azbest i lekovi
(posebno anti-tiroidni) mogu imati ulogu u razvoju ANCA-udruZenih bolesti (engl.
ANCA-associated diseases (AAD)). Takode, mnogi faktori - genetski, hormonski,
imunski  poremecaji  (imunski = kompleksi, autoantitela, autoreaktivni
limfociti,dendriticne celije), kao i faktori sredine, dovode do nastanka lezija kod
idiopatskog SLE. Prevalencija ANCA i njihovih ciljnih antigena, kao i moguca uloga
ANCA u patogenezi SLE nije jo§S uvek precizno odredena. Na osnovu rezultata
brojnih studija vidi se da nema saglasnosti u vezi sa udruzeno$¢u ANCA i aktivnosti
bolesti, odnosno odredenih klini¢ckih manifestacija i imunoseroloskih karakteristika.

Medu specificne antigene na koje se stvaraju ANCA, a koja su detektovana ELISA
tehnikom, spadaju MPO, humana leukocitna El, Lf, PR3, Cat-G i BPI, i to najceS¢e na
LF, a najrede na PR3 (228).

Prevalencija ANCA, detektovanih IIF testom, kod pacijenata sa SLE se krece od
16.4 do 37.3%. Najmanji broj (16.4%) ANCA pozitivnih pacijenata imali su Galeazzi i
saradnici. Prevalencija anti-MPO bila je 9.3%, anti-Lf 14.3%, anti-PR3 1.7%, a
dokazana je i pozitivna korelacija sa odredenim Kklinickim manifestacijama
(serozitis, artritis, venske tromboze) (228).

Pauzner i saradnici su detektovali ANCA u serumu 36% SLE pacijenata, ali nisu
nasli korelaciju izmedu prisustva ANCA i SLEDAI skora, kao ni izmedu ANCA i
odredenih klinickih manifestacija (prisustvo vaskulitisa, zahvec¢enost bubrega i CNS-
a) (229).

U studiji Schnabela i saradnika, 25% pacijenata sa SLE je imalo ANCA.
Prevalencija anti-Lf je bila 10%, a anti-El 5%, nije bilo seruma sa anti-MPO i anti-
PR3 antitelima. Nije bilo udruZenosti sa odredenim organskim manifestacijama

(230).
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Nishiya i sar. su ANCA naSli u serumu 42% SLE pacijenata, anti-MPO je imalo
16% pacijenata, anti-Lf 32%, anti-Cat-G samo 3% pacijenata, dok je polispecificna
ANCA (anti-MPO i anti-LF) imalo 10% pacijenata (231).

Zhao i sar. su upotrebom IF tehnike detektovali ANCA kod samo 22% pacijenata,
ali je zato ELISA tehnikom anti-Cat-G antitela imalo ¢ak 62.1%, a anti-Lf 8.4% SLE
pacijenata. Antitela prema Cat-G su korelirala sa aktivnosc¢u lupus nefritisa kod ovih
pacijenata (232).

Manolova i sar. su ustanovili prevalenciju ANCA kod 29.1% SLE pacijenata. Anti-
MPO antitela je imalo 10.9%, anti-Lf 18.2%, anti-PR3 12.7%, anti-BPI 23.6%, a anti-
El 1.8% pacijenata. Nivo anti-PR3, anti-Lf i anti-BPI je korelirao sa indeksom
aktivnosti bolesti koriS¢enjem SLEDAI indeksa aktivnosti (233).

U studiji koju su sproveli Molnar i sar, ANCA pozitivnih pacijenata bilo je 29.2%, i
to sa anti-MPO antitelima 24.4%, a sa anti-PR3 antitelima 7.3% pacijenata. Autori
nisu ustanovili statisticku znacajnost u razlici izmedu nivoa ANCA izmedu SLE i
zdravih kontrola, kao ni vezu izmedu ANCA i prisustva razlic¢itih klinickih
manifestacija i drugih imunoserolo$kih parametara (234). Takode, utvrdeno je, kao i
u ranijoj studiji Spronka i sar. (235), da ANCA pozitivni SLE pacijenti uglavnom
ispoljavaju niske titrove ovih antitela (234).

Fauzi i saradnici su 2004. godine detektovali ANCA kod 24.8% SLE pacijenata,
anti-MPO kod 1,5%, anti-PR3 kod 1.5% pacijenata, a najveci broj pacijenata (20.6%)
je imao atipi¢na ANCA (IIF). U ovoj studiji nije nadena udruZenost ANCA i aktivnosti
bolesti, kao ni ANCA i specifi¢ne zahvacenosti organa (236).

U sprovedenim studijama, u poredenju sa ANCA negativnim pacijentima, ANCA
pozitivni imaju vecu incidenciju serozitisa (75.5%), akutne renalne insuficijencije
(64.2%), miokarditisa (30.2%), neuroloSkih i psihijatrijskih manifestacija (26.4%),
pluéne hemoragije (7.5%), promena tipa livedo reticularis, venskih tromboza i
artritisa. Znacajna razlika izmedu ove dve grupe pacijenata nadena je i u broju
dijagnostickih kriterijuma, indeksu aktivnosti bolesti, postojanju anemije, prisustvu
anti-Sm antitela i nivou C3 komponente komplementa (C3) (228, 237).

U studiji Pradhana i sar. ANCA su nadena u serumu 37.3% pacijenata sa SLE.

ANCA pozitivnost je bila veta kod pacijenata sa lupus nefritisom (48.8%) u
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poredenju sa 11.1% SLE pacijenata bez nefritisa (p<0.05). Predominantno su bila
pozitivna anti-MPO antitela (54.5%), potom anti-Lf (16.9%) i anti-Cat-G (13.6%).
Ovom studijom je utvrdeno da porast titra ANCA prati porast SLEDAI skora (238).

Pan i sar. su pokazali da je nivo ANCA znacajno visi u serumu pacijenata sa SLE
(33.3%) nego kod zdravih kontrola (3.3%), kao i da je nivo ANCA povezan sa
aktivnos$¢éu SLE. Pored toga, pacijenti sa lupus nefritisom su znacajno cesce imali
pozitivna ANCA u odnosu na pacijente bez nefritisa (p<0.01). Incidencija
zahvacenosti CNS-a, bubrega i serozitisa u grupi ANCA pozitivnih pacijenata bila je
znacajno visa u odnosu na ANCA negativne SLE pacijente (239). Yu i sar. su utvrdili
da je ve¢ina ANCA pozitivnih pacijenata (67.9%) imala tip IV lupus nefritisa sa
viSom stopom mortaliteta u odnosu na ANCA negativne pacijente i sa ceSCom
detekcijom anti-dsDNK antitela (237).

Takode, pozitivna anti-dsDNK i anti-Sm antitela, kao i sniZene vrednosti C3 i C4,
znacajno ceSce su detektovani kod ANCA pozitivnih nego kod ANCA negativnih SLE
pacijenata (239), Sto se objasnjava ¢injenicom da istovremeno sa produkcijom anti-
hromatinskih antitela dolazi do stvaranja ANCA nakon oslobadanja NETs.

U naSoj studiji koja je obuhvatila 142 pacijenta sa idiopatskim SLE, ANCA
pozitivnih je bilo 40 (28.2%), a ANCA negativnih 102 (71.8%) (tabela 7). Pacijenti sa
ANCA pozitivnim SLE su visoko statisticki znacajno ces¢e imali neuroloske i
psihijatrijske manifestacije i autoimunski hepatitis, a znacajno rede zahvacenost
kozZe (tabela 9). Zglobovi i serozne opne su bili podjednako zahvaceni, a hematoloski
poremecaji podjednako prisutni kod pacijenata sa ANCA pozitivnim i ANCA
negativnim SLE (tabela 9). Takode, nije bilo statisticki znacajne razlike u broju
pacijenata sa zahvacenim bubrezima izmedu ANCA pozitivnih i ANCA negativnih
SLE pacijenata (tabela 9), mada su pacijenti sa tezom formom GN ceS¢e imali
pozitivna ANCA, monospecificna ANCA i anti-Lf, dok su oni sa lak$im formama ceSce
imali pozitivna anti-MPO (tabela 29). Nije bilo ni statisticki znacajne razlike u
zahvacenosti bubrega izmedu novonastalih i prethodno le¢enih SLE pacijenata u
grupi svih 142 pacijenta sa idiopatskim SLE (tabela 12), kao ni izmedu novonastalih

i prethodno lecenih ANCA pozitivnih SLE pacijenata (tabela 15).
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U objavljenim studijama frekfencija anti-MPO antitela kod pacijenata sa SLE
kretala se od 0 (230) do 54.5% (238), dok su anti-Lf antitela zabeleZena kod 10%
(230) do 32% pacijenata (231). I u naSoj studiji, najces¢e detektovana antitela bila
su anti-MPO i anti-Lf (grafikon 1). Prevalencija anti-MPO u grupi 142 pacijenta sa
idiopatkim SLE bila je 13.4%, anti-Lf 14.8% i anti-El 4.2%. Za razliku od studije
Manolove i sar. u kojoj su najzastupljenija ANCA bila anti-PR3 (12.7%) i anti-BPI
(23.6%) (233), u ostalim, kao i u nasoj studiji, samo mali broj pacijenata je imao ova
antitela (2.1%, odnosno 0.7%). Takode, za razliku od studije Zhao i sar. u kojoj je
prevalencija anti-Cat-G bila 62.1% (232), studije Pradhana i sar. (13.6%) (238),
studije Spronka i sar. (12%) (235) i studije Tamiya i sar. u kojoj je nivo anti-Cat-G
bio znacajno visi kod aktivnog i neaktivnog SLE u odnosu na zdrave kontrole, a
znacajno visi kod aktivnog u odnosu na neaktivni SLE (240), u naSoj studiji nije bilo
pacijenata sa pozitivnim anti-Cat-G antitelima. Uz to, iako su nivoi svih ostalih
imunoreaktanata u sklopu ANCA profila (mereno ELISA tehnikom) kod ANCA
pozitivnih SLE pokazali visoko statisticki znacajnu razliku u odnosu na ANCA
negativne SLE, jedino nivo anti-Cat-G nije pokazao statisticki znaajnu razliku
izmedu ove dve grupe SLE pacijenata (tabela 11).

Za razliku od naSe studije u kojoj je detekcija ANCA radena ELISA tehnikom, u
starijim studijama je radena IIF metodom, bez ili sa odredivanjem pojedinih antitela
ELISA tehnikom. Cesto su postojale velike razlike u prevalenciji ANCA u zavisnosti
od tehnike i to u vidu znacajno nizZih vrednosti kada se Koristila IIF tehnika (232).
Smatra se da ove razlike u rezultatima nastaju usled visokog titra ANA kod SLE
pacijenata (detekcija na neutrofilima fiksiranim etanolom). Ukoliko istovremeno
postoje ANA i ANCA tesko ih je diferencirati, posebno ako su ANA u visokom titru. U
tim slucajevima moze se kao alternativni metod koristiti fiksacija granulocita
paraformaldehidom, kako bi se potvrdila citoplazmatska priroda antigena koje
prepoznaju ANCA (232, 233).

Najveci broj SLE pacijenata u nasoj studiji imao je anti-Lf antitela (14.8% od
ukupnog broja SLE pacijenata, odnosno ¢ak 52.5% ANCA pozitivnih) (grafikon 11 3).
Prevalencija anti-Lf antitela u objavljenim studijama bila je od 8.4% do 62% (228,

231, 233, 241, 242, 243). Prema rezultatima brojnih studija vidi se da nema
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saglasnosti u vezi sa udruZenosc¢u anti-Lf i aktivnosti bolesti, odnosno odredenih
klinickih manifestacija.

U studiji Schnabela i sar. 25% pacijenata je imalo ANCA, od toga 40% anti-Lf
antitela, a 20% anti-EL Nije bilo korelacije ANCA sa organskom zahvacenoS$cu, kao ni
sa stepenom aktivnosti bolesti (230). Caccavo i sar. su detektovali IgG anti-Lf
antitela kod ¢ak 55%, a Chikazawa i sar. u serumu 59% SLE pacijenata (244, 245).
Njihovi rezultati su potvrdili saznanja da su anti-Lf ¢esto prisutna kod pacijenata sa
SLE.

Caccavo i sar. su u studiji sprovedenoj na 97 SLE pacijenata ustanovili prisustvo
IgG anti-Lf kod 55% pacijenata, a u srednjoj i visokoj koncentraciji kod 62%
pacijenata. IgG anti-Lf antitela u srednjoj i visokoj koncentraciji bila su u korelaciji sa
aktivnosc¢u bolesti, anti-dsDNK anitelima i anti-kardiolipinskim antitelima. Takode,
ova anitela su bila povezana sa odredenim klinickim manifestacijama kao $to su
zahvacenost koZe i serozitis, a u srednjoj/visokoj koncentraciji sa Raynaud
fenomenom, zahvatanjem bubrega, serozitisom i istorijom o pojavi tromboze (244).
Chikazawa i sar, medutim, nisu nasli povezanost anti-Lf i anti-MPO sa odredenim
klinickim manifestacijama, ali su za anti-Lf, ne i za anti-MPO, naS$li statisticku
povezanost sa indeksom aktivnosti bolesti (245).

Kod 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata postojala je pozitivna povezanost izmedu
anti-Lf indeksa i titra anti-dsDNK, odnoso koncentacije anti-histonskih i anti-C1lq
antiteta, a negativna povezanost sa koncentracijom C3 i C4. Takode, utvrdena je
pozitivna povezanost sa indeksom aktivnosti bolesti, a negativna sa indeksom anti-
MPO (tabela 34, grafikoni 19-21).

Kod anti-Lf pozitivnih pacijenata ceSce je postojala zahvacenost bubrega i
poliserozitis, dok su anti-Lf negativni pacijenti CeSCe imali kutane promene, a
statisticki znacajno ceSc¢e atralgije i sinovitis (tabela 24). Takode, anti-Lf pozitivni
pacijenti su znacajno cesSc¢e imali anti-dsDNK antitela i pad C3 i C4 komponenti
komplementa (tabela 25). Anti-Lf negativni pacijenti su visoko statisticki znacajno
¢eSce imali pozitivna anti-MPO i ve¢u koncentraciju anti-MPO, kao i ceS¢e pozitivna

anti-El i znacajno visi indeks anti-El antitela (grafikon 11).
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Za razliku od anti-MPO pozitivnih SLE pacijenata, u grupi 21 anti-Lf pozitivhog
SLE pacijenta, viSe pacijenata (61.9%) je imalo GN u odnosu na Lf negativne SLE
pacijente (42.1%), iako ni u ovoj grupi nije dostignuta statisticka znacajnost u razlici
(tabela 24). Kao u studiji Pana i Yua, pacijenti sa tezom formom GN su statisticki
znacajno ceSc¢e imali pozitivna anti-dsDNK. Titar anti-dsDNK je bio visSi kod teze
forme GN u odnosu na laksu, a ¢eSce su ovi pacijenti imali i pad C3 i C4 (tabela 28).

U naSoj grupi ANCA pozitivnih SLE samo je jedan pacijent (2.5%) imao trombozu,
dok je kod Caccava i sar. 47% pacijenata imalo trombozu. Antikardiolipinska
antitela predstavljaju jedan od glavnih faktora rizika za razvoj tromboze kod SLE
pacijenata. Caccavo i sar. su ustanovili da istorija o postojanju tromboze reflektuje
korelaciju izmedu anti-Lf i antikardiolipinskih antitela (244).

U grupi 142 SLE pacijentaje ustanovljena visoko statiticki znacajna povezanost
izmedu anti-Lf indeksa i titra anti-dsDNK, odnosno koncentracije
antikardiolipinskih IgG antitela (tabela 32). U grupi 40 ANCA pozitivnih SLE
pacijenata postojala je statisticki znacajna pozitivha povezanost izmedu indeksa
anti-Lf i titra anti-dsDNK, odnosno SLEDAI-2K skora, odnosno koncentracije anti-
histonskih antitela i anti-C1q antitela, a negativna znacajna povezanost izmedu
indeksa anti-Lf i koncentracije C3 i C4 (tabela 34). U grupi 21 anti-Lf pozitivnog SLE
pacijenta nadena je statisti¢ki znacajna jaka pozitivha povezanost izmedu indeksa
anti-Lf i titra anti-dsDNK, kao i anti-Lf antitela i indeksa aktivnosti bolesti (tabela 33,
grafikon 18).

Istovremeno, u svakoj od pomenutih grupa SLE pacijenata je postojala
negativna povezanost anti-Lf indeksa i anti-MPO indeksa. Anti-Lf negativni pacijenti
su visoko statisticki znacajno ceSc¢e imali pozitivna anti-MPO i vecu koncentraciju
anti-MPO, kao i ceS¢e pozitivna anti-El i znacajno viSi indeks anti-El antitela
(grafikon 11).

Statisticka znacajnost je nadena i u pra¢enju ANCA pozitivnosti kod pacijenata
sa anti-Lf antitelima. Osam pacijenata sa anti-Lf anitelima je postalo negativno, a u
pracenju nije viSe bilo pacijenata sa jakom pozitivnos¢u (grafikon 12). Kada su u

pitanju druga ANCA, iako se posle perioda pracenja povecao broj ANCA negativnih
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pacijenata i broj pacijenata sa slabom reaktivnoScu, nije bilo statisticke znacajnosti
izmedu dve grupe pacijenata (inicijalno i posle perioda pracenja).

Za razliku od anti-MPO i anti-El, ve¢i broj pacijenata sa LILLS je bio anti-Lf
negativan (grafikon 23), ali su za razliku od svih drugih ANCA, anti-Lf CeSce bila
prisutna kod pacijenata sa idiopatskim SLE u odnosu na LILLS (tabela 37). Niko od
LILLS pacijenata nije imao anti-Lf u visokoj koncentraciji, a samo 1 pacijent (5.9%)
je imao u srednjoj, dok je kod SLE 5% imalo visoku i 12.5% srednju koncentraciju
anti-Lf (grafikon 24). Ovo se slaZe sa rezultatima Caccava i sar. koji su detektovali
anti-Lf u srednjim i visokim koncentracijama, i to znacajno udruzZena sa anti-dsDNK i
antikardiolipinskim antitelima, ¢ija je patogena uloga Siroko prihvaéena. (244).

Laktoferin je multifunkcionalan protein koji vezuje gvoZde, prisutan u mleku,
pankreasnom soku, suzama i drigim mukoznim sekretima, kao i u sekundarnim
granulama PMN. Lf pokazuje antimikrobnu aktivnost, kao i imunomodulatornu i
antiinflamatornu funkciju, tako da prisustvo anti-Lf antitela moZe ometati
imunoregulatornu aktivnost Lf, dovode¢i do imunski posredovanih poremecaja.
Prisustvo anti-Lf antitela opisano je kod viSe imunski posredovanih oboljenja,
ukljucujucii SLE (244, 246).

S obzirom na udruzenost anti-Lf i odredenih klini¢kih manifestacija, postavlja se
pitanje da li ova antitela igraju ulogu u patogenezi SLE. Laktoferin ima fiziolosku
ulogu u vezivanju jona gvozda (antioksidans) smanjujuéi produkciju
proinflamatornih OH jona. Znaci, anti-Lf antitela kod pacijenata sa SLE mogu
inhibirati ove vazne protektivne funkcije Lf i dovesti do porasta produkcije OH jona
i, konsekutivno, do inflamacije. Lf blokira oslobadanje proinflamatornih citokina kao
Sto su IL-6 i TNF-alfa. Takode, Lf inhibiSe produkciju IL-8 i modifikuje kaskadu
komplementa tako Sto sprecava deponovanje C3 u imunske komplekse. Anti-Lf
antitela kod pacijenata sa SLE mogu da inhibiraju ove efekte, dovode¢i do porasta
koncentracije proinflamatornih citokina IL-6, TNF-alfa i IL-8 i porasta deponovanja
imunskih kompleksa sa C3. Ovo je od velike vaZnosti za patogenezu SLE, s obzirom
na presudnu patogenetsku ulogu imunskih kompleksa. S druge strane, posto je Lf
katjonski glikoprotein, vrlo verovatno i Lf-anti-Lf imunski kompleks moZe sam po

sebi biti patogen.
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Takode, anti-Lf mogu, kao i druga ANCA, indukovati oksidativni stres i
degradaciju PMN, sa oslobadanjem reaktivnih kiseoni¢nih meduprodukata i
konsekutivnim oSte¢enjem tkiva. Stvaranje hidroksilnih radikala na mestu
inflamacije zahteva gvoZzde. Vezujuci gvozde Lf sprecava oStecenje tkiva tako Sto
blokira Stetne efekte kiseoni¢nih slobodnih radikala. Eksperimentalno je dokazano
da anti-Lf antitela povecavaju intenzitet i trajanje efekta hidroksilnih radikala.
(244). Prepoznavanje heterogenih epitopa nije se pokazalo kao odgovorno za Sirok
spektar klinickih manifestacija udruzenih sa anti-Lf autoreaktivnosc¢u (17).

Anti-MPO pozitivni SLE pacijenti ¢esce su imali sinovitis i citopeniju, a statisticki
znacajno CeSce artralgije, dok su rede imali kutane promene i bubreznu zahvacenost
u odnosu na anti-MPO negativne pacijente (tabela 18). Anti-MPO negativni pacijenti
su statisticki znacajno CeS¢e imali anti-dsDNK, nizak C3 i C4, anti-ENA i anti-C1q
antitela (tabela 19). Anti-MPO negativni SLE pacijenti su visoko statisticki znacajno
ceS¢e imali anti-Lf, dok su anti-MPO pozitivni pacijenti CeS¢e imali anti-El antitela
(tabela 20).

U naSoj grupi 19 anti-MPO pozitivnih SLE pacijenata, lupus nefritis je imalo
36.8% pacijenata, a u grupi anti-MPO negativnih 66.7% pacijenata, mada statistic¢ka
znacajnost u razlici nije dostignuta (tabela 18).

Iz naSih rezultata se moZe zakljuciti da anti-MPO imaju zaStitnu ulogu u smislu
razvoja teZe forme bolesti, a da anti-MPO i anti-El autoantitela imaju zastitnu ulogu
u smislu razvoja GN za razliku od anti-Lf kod ANCA pozitivnih SLE pacijenata.
Aktivirani neutrofili oslobadaju NETSs, tako da dolazi do vezivanja anti-MPO, anti-El,
anti-Lf, anti-LL-37 i anti-hromatinska antitela za oslobodene citoplazmatske i
nuklearne antigene neitrofila. SniZena aktivnost DNaze I (bi¢e prikazano u daljem
tekstu), uz generalno smanjenu razgradnju, dovodi do akumulacije NETs sa brojnim
proinflamatornim i citotoksi¢nim komponentama. Opsonizacija NETs i autoantitela
koja formiraju imunske komplekse dovode do zapaljenja i oSte¢enja razlicitih tkiva i
organa, dovode¢i do stimulacije DC i sekrecije IFN-alfa i IL-6, ostavljajuéi ,IFN-alfa
potpis“ tipican za SLE (38). Medutim, nasi rezultati o povezanosti odredenih ANCA
sa zahvatanjem odredenih organa i tkiva, i obrnuta korelacija izmedu anti-MPO i

anti-El sa jedne i anti-Lf sa druge strane, govori u prilog ¢injenici da NETs, osim
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proinflamatornih, mogu ispoljavati i antiinflamatorne efekte. Schauer i sar. i
Mauerdder i sar. su pokazali da agregacija NETs, pomocu serin proteaza dovodi do
degradacije citokina i hemokina, i na taj nacin utie na rezoluciju neutrofilne
inflamacije, odnosno na smanjenje intenziteta inflamacije kod akutnog gihta (247,
248). Pored toga, MPO ima jako kompleksne epitope za koje se vezuju autoantitela.
Moguce da vezivanje antitela za razliCite epitope indukuje razli¢ite klinicke slike.
Anti-MPO antitela pripadaju repertoaru prirodnih, ¢esto nepatogenih antitela. S
druge strane, definisani su patogeni epitopi na MPO, kao i patogene IgG supklase
anti-MPO antitela, posebno u grupi pacijenata sa PTU-indukovanim ANCA
vaskulitisom (180). Razvoj dijagnostickih procedura (ELISA; imunobloting) u
pravcu detekcije IgG supklase antitela na odredene epitope pomoci ¢e u boljem
tumacenju prisustva anti-MPO antitela. Li i saradnici su dokazali prisustvo
autoantitela protiv linearnih peptida MPO kod pacijenata sa anti-GBM (engl. anti-
glomerular basement membrane disease) i povezanost nekoliko peptida sa teZinom
bolesti (249). Takode, ustanovljeno je da je prognoza bubreZne bolesti bolja kada
pacijenti imaju samo anti-MPO nego i anti-GBM antitela (250). I kod nasih pacijenata
sa idiopatkim SLE, prisustvo anti-MPO nije znacilo postojanje bubreZne bolesti, kao
ni postojanje teZe forme GN ukoliko bubreZna zahvacenost postoji. GN je ceS¢i kod
anti-MPO negativnih SLE pacijenata (tabela 18), a CeS¢e anti-MPO antitela imaju oni
sa lakSom formom GN nego oni sa tezom (tabela 29).

MPO je hem protein azurofilnih granula neutrofila koji koristi H202 za
generisanje HOCI koja je mocan antimikrobni agens fagocita (13). Neprekidno visok
nivo HOCl ima udela u etiologiji nekih patoloSkih stanja. HOCI oksidativno
razgraduje hem komplikovanim mehanizmom iz viSe etapa, a koji je zapocet
oksidacijom gvozda i prelaskom u feri oblik. Toksi¢nost slobodnih prelaznih jona
metala se pripisuje njihovom kapacitetu da generiSu visoko reaktivne sekundarne
slobodne radikale kao Sto su hidroksilni radikali. Stvorena HOCI vrsi povratnu
regulaciju kataliticke aktivnosti MPO preko mehanizama destrukcije MPO hema i
posledi¢nog oslobadanja slobodnog gvozda (13). Moguce da kod idiopatskog SLE
HOCI inhibiSe MPO pomoc¢u mehanizma koji ukljucuje destrukciju MPO hema.

Gubitak kataliticke aktivnosti MPO korelira sa destrukcijom MPO hema i porastom
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koncentracije slobodnog gvozda. Dakle, faktori koji su udruZeni sa poviSenim
nivoima MPO-HOCI sistema i/ili smanjenim bioloskim ,¢istacima“ HOCI kao $to su
taurin, metionin, glutation i likopen, predstavljaju novi nacin stvaranja slobodnog
dvovalentnog gvoZda u raznim inflamatornim bolestima (13). Inhibicija razgradnje
MPO i/ili eliminacija njenih finalnih produkata moZe imati korisnu ulogu u
smanjenju oslobadanja slobodnog gvoZda u brojnim inflamatornim stanjima. Ovim
se moZe objasniti €injenica da su nasi anti-MPO pozitivni SLE pacijenti imali lakSu
formu SLE sa statisticki znaCajno ¢eS¢im samo atralgijama u odnosu na anti-MPO
negativne pacijente (tabela 18).

MoZe se pretpostaviti da epitopski specificna anti-MPO antitela kod pacijenata sa
SLE sa jedne strane inhibiraju funkciju MPO, Sto dovodi do pada koncentracije
proinfalamtornih HOCL radikala, a sa druge strane inhibiraju samu razgradnju MPO,
koncentraciju fero jona i konsekutivno OH jona, Sto takode smanjuje oStecenje tkiva.
Ukoliko su imali zahvatanje bubrega, to je bila lakSa forma GN (tabela 29), za razliku
od MPO pozitivnih idiopatskih vaskulitisa koji imaju teske forme glomerulonefritisa
(RPGN) i PTU-indukovanog LLS (obradeno u poglavlju 4.3), koji nisu imali
zahvatanje bubrega, ali su imali teZe forme bolesti, pre svega zbog opseZnih
vaskuliticnih promena na kozi, sa nekrozom i ulceracijama (tabela 35).

Kod idiopatskih anti-MPO pozitivnih vaskulitisa, kao i kod PTU-indukovanog LLS,
neadekvatno kontrolisana NEToza u prisustvu izotip i epitop specificnih anti-MPO
antitela ne inhibira MPO, ve¢ dovodi do pojacane produkcije slobodnih radikala i
inflamacije. Suprotno, specifican profil anti-MPO antitela kod pacijenata sa
idiopatskim SLE dovodi do gubitak kataliticke aktivnosti MPO, Sto korelira sa
lakSom klinickom slikom. Kod nasih 40 ANCA pozitivnih paciijenata ustanovljena je
negativna korealcija izmedu indeksa anti-MPO i SLEDAI-2K skora, Sto potvrduje
prethodni nalaz da pacijenti sa anti-MPO antitelima imaju manju aktivnost bolesti
(tabela 34, grafikon 22).

Kod pacijenata sa idiopatskim SLE, zahvatanje bubrega i ostale klinicke
manifestacije mogu se objasniti postojanjem brojnih drugih, pre svega hromatinskih
antitela (anti-dsDNK, anti-histonska, anti-nukleozomalna), ali i anti-ENA i anti-C1q

antitela (tabele 6 i 36). Takode, treba pomenuti i da je visoku i srednju koncentraciju
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anti-MPO imalo 41.2% LILLS pacijenata, za razliku od samo 7.5% SLE pacijenata sa
visokom i 20% pacijenata sa srednjom koncentracijom (grafikon 24). Svi LILLS
pacijenti su imali anti-MPO, za razliku od 52.5% SLE pacijenata koji nisu imali
detektovana anti-MPO antitela (grafikon 23).

U naSoj studiji, anti-El pozitivni SLE pacijenti su cCeS¢e imali neuroloske
manifestacije i citopeniju, dok su statisticki znacajno ceS¢e imali autoimunski
hepatitis i pad C3 komponente komplementa (tabele 21 i 22). Anti-El pozitivni
pacijenti su Ce$¢e imali anti-MPO, dok su negativni ¢eS¢e imali anti-Lf antitela
(tabela 23). Kao i u grupi anti-MPO negativnih pacijenata, kod kojih je lupus nefritis
bio CeS¢e prisutan u odnosu na anti-MPO pozitivne (tabela 18), u grupi anti-El
negativnih SLE pacijenata 58.8% je imalo GN, u odnosu na 16.7% anti-El pozitivnih
SLE pacijenata sa GN, mada ni ovde nije dostignuta statisticka znacajnost (tabela
21).

Uloga antitela prema elastazi u autoimunskim bolestima je i dalje nedovoljno
jasna. ELISA tehnikom anti-El autoantitela su nadena kod pacijenata sa ANCA-
pozitivnim vaskulitisima (WG, MPA). Ovi pacijenti sa pozitivnim anti-El antitelima
su znacajno ¢eSce imali teSku bubreznu zahvacenost. Medutim, za razliku od ranijih
studija, Apenberg i sar. su rede detektovali ova antitela kod pacijenata sa SLE (9/64
pacijenta) (251).

Figueredo i sar. su 2008. godine ispitivali ekspresiju IL-18 i IL-1beta, kao i nivo
aktivnosti El u fluidu gingivalnih pukotina (engl. gingival crevicular fluid, GCF) iz
inflamiranih gingiva pacijenata sa juvenilnim SLE (JSLE) i poredili ih sa ekspresijom
GCF iz inflamiranih gingiva generalno zdravih osoba. Lokalna inflamacija u
periodontalnom tkivu bila je povezana sa sistemskom inflamacijom, Sto je
procenjeno na osnovu nivoa IL-18 u plazmi. Ukupan nivo IL-18 i IL-1beta u GCF je
bio znacajno nizi kod pacijenata sa JSLE, dok je aktivnost slobodne El bila znacajno
visa kod pacijenata sa JSLE u odnosu na zdrave kontrole. Medutim, nivo IL-18 u
plazmi je bio znacajno viSi kod pacijenata sa JSLE. Autori su ustanovili vecu
aktivnost El u GCF u inflamiranim gingivama pacijenata sa JSLE ¢ak i kod niZih nivoa

IL-18 i IL-13. Povecanje aktivnosti El ukazuje na hiperreaktivnost neutrofila kod
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JSLE, najverovatnije kao posledicu prajming efekta usled viSeg nivoa IL-18 u plazmi
pacijenata sa JSLE (252).

Od ostalih seroloskih parametara, u naSoj studiji, anti-ENA antitela su se
statisticki znacajno CeSce javljala kod pacijenata sa ANCA negativnim nego kod
pacijenata sa ANCA pozitivnim SLE. Takode, kod ANCA pozitivnih pacijenata
koncentracija anti-C1q antitela bila je visoko statisticki znacajno niZa nego kod
ANCA negativnih pacijenata (tabela 10). Ovaj nalaz bi mogao da bude znacajan ako
se zna da postoji kooperativna uloga Clq i DNaze I u ubrzavanju degradacije
hromatina iz nekroti¢nih ¢elija (253). Kombinacija neuspele neimunske opsonizacije
ostataka mrtvih ¢elija i abnormalne opsonizacije sekundarnih nekroti¢nih ¢elija od
strane autoantitela bitno uti¢u na razvoj autoimunske bolesti (253). Pacijenti sa SLE
nisu u stanju da razgraduju NETs. NETs mogu aktivacijom DC preko TLR7/9 da
pokrenu oslobadanje IFN-alfa, a preko C1q mogu da aktiviraju komplement, Sto
takode sprecava degradaciju NETs (55, 56, 59, 254). C1q omogucava uklanjanje
NETs od strane makrofaga, tako da nedostatak C1q dovodi do smanjene degradacije
NETs. Anti-C1q autoantitela dovode do smanjenja nivoa Clq, Sto dovodi do stanja
C1q deficijencije sa poremecenim uklanjanjem mrtvih Celija (255).

U studiji Galeazzija i sar. kod ANCA pozitivnih SLE pacijenata na HEp-2 ¢elijama
nadena su i anti-SSA antitela, uz prisustvo, kod pojedinih pacijenata, i drugih antitela
na ENA (228). Istovremeno prisustvo ovih antitela mozZe se objasniti na viSe nacina.
Jedna moguénost je da su pANCA lazno pozitivna s obzirom da je SSA antigen
citoplazmatski, pa se zapravo ANCA testom detektuje prisustvo anti-SSA antitela.
Druga mogucnost je da su istovremeno prisutna i pANCA i anti-SSA at u sklopu
poliklonske B aktivacije koja kod LE dovodi do produkcije niza autoantitela,
odnosno da se najverovatnije radi o nezavisnoj produkciji dva tipa antitela (228).
Medutim, u nasoj studiji nije dobijen ovaj nalaz. Nasi ANCA negativni pacijenti su
znacajno ceS¢e imali pozitivna anti-ENA u odnosu na ANCA pozitivne pacijente
(tabela 10).

Kriogloblini su bili pozitivni kod 78.6% nasih ANCA pozitivnih SLE pacijenata, sto
je statisticki znacajno vise nego kod ANCA negativnih SLE pacijenata (p<0.05)

(tabela 10). Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da su kriogloblini rezultat poliklonske
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aktivacije i da ANCA preko dejstva citokina pokrecu i nastanak krioglobulina.
Opisano je sinergisticko dejstvo multispecificnih ANCA i krioglobulina u nastanku
vaskulitisa (256).

U grupi nasih 142 SLE pacijenta novonastalih je bilo 44 (31%). Oni su statisticki
znacajno cCeS¢e imali sinovitis (p<0.05) i autoimunski hepatitis (p<0.01). Od
seroloskih parametara samo su aCL IgG antitela statisticki ¢eS¢e bila prisutna kod de
novo pacijenata (p<0.05) (tabele 12 i 13). Svi tipovi ANCA su ceSce bili pozitivni kod
novonastalih, ali je statisticka znacajnost postojala samo u indeksu anti-El i anti-Lf
antitela u Korist de novo SLE pacijenata (p<0.01) (tabela 14). Nije bilo statisticki
znacajne razlike u zahvacenosti pojedinih organa izmedu novonastalih i prethodno
lecenih 40 ANCA pozitivnih SLE pacijenata, kao ni statisticki znacajne razlike u
postojanju imunoseroloskih parametara i ANCA (tabele 15 i 16). Anti-MPO su ceSce
bila prisutna kod novonastalih, a anti-Lf kod prethodno lecenih, mada statisticka
znacajnost izmedu ove dve grupe SLE pacijenata nije dostignuta (tabela 17).

Prolongirana primena PTU, intermitentno ili u visokim dozama, moZe indukovati
ANCA-udruZen vaskulitis i LLS (211). U naSoj grupi pacijenata sa LLS, 5/17
pacijenata je le¢eno visokim dozama PTU, dok je 8/17 pacijenata bilo na
intermitentnoj PTU terapiji. Ve¢i broj Zena u grupi pacijenata leCenih PTU (tabela 4)
je zbog predominantno Zenskog pola kod pacijenata obolelih od autoimunske
bolesti Ztitaste Zlezde. Dobro je poznato da su Zene vise sklone slomu tolerancije,
ukljucujuci i lekom indukovanu autoimunost (257). Prose¢no 30% pacijenata koji su
na dugotrajnoj PTU terapiji (11.7+6.1 meseci) postaju ANCA pozitivni, ali samo 10%
ANCA pozitivnih pacijenata razvije AAD (257). Tokom 6.5 godina PTU-indukovan
LLS dijagnostikovali smo kod 17 pacijenata (srednja vrednost (medijana) duZine
PTU terapije bila je 36 months).

Klinicke i seroloSke manifestacije idiopatskog SLE i PTU-indkovanog LLS cesto se
preklapaju. Iako je diferencijalna dijagnoza ponekad teska, u naSoj grupi LLS
pacijenata nije bilo neuroloskih i psihijatrijskih manifestacija, bubreZne
zahvacenosti i poliserozitisa, za razliku od idiopatskog SLE (tabela 5). Iako su kod
LLS pacijenata manifestacije od strane CNS-a i bubrega obi¢no odsutne (174, 258),

postoji nekoliko publikovanih slucajeva zahvacenosti bubrega kod PTU-indkovanog
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LLS (181, 259). Citopenija, posebno leukopenija, bila je prisutna u obe grupe
pacijenata (260), Sto je potvrdeno i naSom studijom. Takode, naSom studijom su
potvrdena i ranija saznanja da kutane manifestacije mogu pomoci u ranoj dijagnozi
LLS (174, 175, 181). Malarni ra$, diskoidne promene, lezije karakteristicne za
subakutni kutani LE (anularno-policikli¢ne i/ili psorijaziformne) i oralne ulceracije
bile su prisutne kod pacijenata sa SLE (tabela 5). S druge strane, urticaria-like
vaskulitis, purpura i kutane ulceracije mogu biti prisutne kod obe bolesti, ali su
mongo ceS¢e kod PTU-indukovanog LLS (261), Sto je potvrdeno i naSom studijom
(tabela 5).

Tipic¢an laboratorijski profil kod LLS indukovanog lekom ukljucuje pozitivnha ANA
sa homogenim obrascem i anti-histonska antitela, dok su anti-dsDNK i anti-ENA
antitela obi¢no odsutna (201). NasSi SLE pacijenti su znatno CeSc¢e imali anti-dsDNK,
anti-ENA, anti-histonska, anti-nukleozomalna i anti-C1q antitela (tabela 6), profil
tipi€an za SLE udruZen sa primenom INF- alfa (262).

NasSom studijom ustanovljena je znacajno veca prevalencija IgG ANCA kod PTU-
indukovanog LLS (100%) u poredenju sa SLE (28.2%). Svi naSi pacijenti sa PTU-
indukovanim LLS bili su ANCA pozitivni i oni su znatno ¢eS¢e imali polispecifi¢na
ANCA, za razliku od idiopatskog SLE kod koga su dominirala monospecificna ANCA
(tabela 7, grafikon 1A). Najces¢i target antigeni kod LLS pacijenata bili su MPO, El i
PR3 (tabela 7, grafikon 1B). Kao $to je u ranijim publikacijama prikazano (181, 215),
anti-MPO je najsenzitivniji dijagnosti¢ki marker za LLS indukovan PTU. Za razliku
od tipitnog seroloskog profila LLS indukovanog lekom, mi smo ustanovili da su
ANCA imala znacajno vecu senzitivnost nego anti-histonska antitela za PTU-
indukovan LLS. U odnosu na druge lekove, PTU retko indukuje anti-histonska
antitela (179). HLA haplotipovi i povecan nivo IL-10 su vaZni za seroloski profil
lekom indukovanog LLS (263).

Ukoliko se LLS indukovan lekom dijagnostikuje na vreme, ima blaZi tok i obi¢no
ne zahteva citotoksi¢nu terapiju (175). Kod naSih pacijenata sve klinicke
manifestacije su se povukle nakon prekida PTU terapije, bez primene
imunosupresivne terapije kod 10/17 pacijenata, dok je Kkratkotrajna

kortikosteroidna terapija bila potrebna kod 7/17 pacijenata. Za razliku od
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idiopatskog SLE, tokom pracenja nije bilo relapsa, €ak ni posle obustavljanja
imunosupresivne terapije.

Posle iskljucenja PTU, ucestalost pozitivnih ANA, IgM aCL antitela, krioglobulina i
niskog C3, smanjena je u poredenju sa ovim parametrima tokom aktivne faze LLS
(tabela 38). Za razliku od ovih seroloskih markera, svi nasi LLS pacijenti, i pored
klinicke remisije, zadrzali su ANCA pozitivnost. Posle prekida PTU terapije, broj
pacijenata sa polispecificnim ANCA smanjen je sa 91.7% na 50%. S druge strane,
broj pacijenata sa monospecifiécnim ANCA povecan je sa 8.3% na 50% (grafikon 25).
[ako su anti-MPO perzistirala duze vreme, nivo koncentracije anti-MPO je znacajno
opao posle prekida PTU (grafikon 26). Visoka koncentracija anti-MPO moZe
perzistirati mesecima, ¢ak i godinama posle obustavljanja terapije (264).

PTU-indukovana anti-MPO prepoznaju razliCite epitope MPO u aktivnoj fazi i
remisiji AAD (265). ANCA aviditet opada znatno brZe nego ANCA titar, ali aviditet
anti-MPO bolje korelira sa klinickim manifestacijama bolesti (266). Takode,
koncentracija IgG anti-MPO ne smanjuje se istovremeno sa anti-MPO IgG4
subklasom koja postaje negativna vrlo brzo tokom klini¢ke remisije (267). Anti-MPO
IgG4 subklasa koja postaje negativna po prekidu PTU, ukazuje da visok nivo anti-
MPO moZe biti udruZen sa ponovnom primenom PTU terapije (266), Sto je bio slucaj
kod 8/17 nasih pacijenata sa PTU-indukovanim LLS.

PTU je heterocikli¢ni lek dobijen iz tiouracila koji ima snaZne antitiroidne efekte.
Tiolska grupa PTU moZe se vezati za celijske makromolekule, tako da moZe da
funkcionise kao hapten. PTU i njegovi metaboliti se akumuliraju u neutrofilima,
vezuju se i menjaju strukturu MPO i drugih citoplazmatskih i nuklearnih antigena,
indukuju¢i razna autoantitela (268). Pretpostavlja se da su MPO-posredovan
metabolizam minociklina i uticaj na normalnu apoptozu vazni za anti-MPO pozitivan
minociklin-indukovan LLS (176, 178). Medutim, novije studije su otkrile da je
abnormalna regulacija NETs ukljuena u patogenezu mnogih bolesti, ukljucujudi i
trombozu, SLE i AAD (50, 269). Granulociti male gustine pokazuju veliki kapacitet za
oslobadanje NETs, sa povecanom eksternalizacijom NET antigena, citrulinacijom
autoantigena i produkcijom proinflamatornih citokina (270, 271). Brojni stimulansi

mogu pokrenuti NETozu, ukljuc¢ujuéi razne patogene, citokine (TNF-alfa, IL-8, IL-
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17), azotni oksid i neke lekove, npr. PTU (3, 42). Nakazawa i saradnici su
demonstrirali da su NETs najvaZzniji izvor autoantigena kod PTU-indukovanog AAD
(42). NETs su glavni izvor citoplazmatskih (MPO, PR3, Lf, El, BPI, antimikrobni
peptid koji aktivira dendriticne Celije) i nuklearnih autoantigena kod pacijenata sa
PTU-indukovanim LLS, sa posledi¢cnom indukcijom polispecificnih ANCA i ANA, ali
bez anti-dsDNK (tabele 36 i 37).

NeravnoteZa izmedu proizvodnje i uklanjanja NETs ima vaZznu ulogu u indukciji
autoimunosti. Hakkim i saradnici su pokazali da je serumska DNaze I odgovorna za
degradaciju NETs i sugerisali da genetska osnova za nisku aktivnost DNaze I moZe
predstavljati predispozicju za perzistiranje NETs i indukciju autoimunosti (56).
Smanjena aktivnost DNaze I moZe poremetiti uklanjanje cirkuliSu¢e DNK, povecati
produkciju autoantitela koaktivacijom Toll-like receptora 9 (272). DNASE1 gen na
hromozomu 16p13.3 i Sest autozomalno kodominantnih alela su opisani, ali je
dokazano da su DNASE1*1 i*2 aleli koji odreduju razli¢itu aktivnost DNaze [ (273).
ViSestruki polimorfizam, prepoznat u promoterima, egzonima i intronima DNASE1
gena, moZe da menja svoju stabilnost, optimalan pH i aktivnost seruma (273).

Mi smo pokazali da je aktivnost DNaze I bila zna¢ajno niZa u serumu pacijenata sa
PTU-indukovanim LLS nego u serumu SLE pacijenata i zdravih osoba. Postoje
razliciti rezultati o korelaciji izmedu aktivnosti DNaze I i aktivnosti SLE (65, 81).
Niska aktivnost DNaze | moze da dovede do perzistiranja NETs, Sto posledi¢no utice
na indukciju polispecificnih ANCA kod pacijenata sa PTU-indukovanim LLS. Prema
tome, NETs mogu indukovati proizvodnju ANCA i mogu aktivirati komplement.
Takode, ANCA mogu stimulisati NETozu, produkciju kiseoni¢nih radikala i
proinflamatornih citokina, koji zatim dovode do prekomernog autoimunskog
odgovora (41).

Osim toga, kod pacijenata sa autoimunskim hipertireoidizmom, identifikovana
nova mutacija (1218G>A, egzon 5) i viSestruki polimorfizam DNASE1 gena, udruZeni
su sa njegovom niZzom aktivnoS¢u i toplotnom stabilnoséu (274, 275). Pored
genetskih, seroloski faktori mogu uticati na aktivnost serumske DNaze I. G-aktin je
prepoznat kao potencijalni inhibitor DNaze 1 (276). Nivo G-aktina se povecava

tokom inflamacije (59), Sto moZe objasniti nas$ nalaz niske DNaze I u akutnoj fazi
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PTU-indukovanog LLS. Takode, moguce da su anti-DNaze I inhibitorna antitela (86)
odgovorna za uocenu nisku aktivnost DNaze I (grafikon 28A). S druge strane, neke
druge komponente seruma, kao Sto su anti-dsDNK antitela sa abzimskom
aktivno$¢u, mogu uticati na porast aktivnosti DNaze I (277). NaSi LLS pacijenti su
bili anti-dsDNK negativni i oni su imali niZzu aktivnost DNaze I nego anti-dsDNK
pozitivni SLE pacijenti (grafikon 28B). Za razliku od anti-dsDNK antitela, anti-MPO
antitela, koja su bila prisutna kod svih nasih pacijenata sa PTU-indukovanim LLS, ne
uticu na porast aktivnosti DNaze I. S obzirom da su brojni genetski i seroloski faktori
ukljuceni u regulaciju aktivnosti DNaze I, mi nismo nasli korelaciju izmedu nivoa
koncentracije anti-MPO i enzimske aktivnosti.

Ekspresija DNaze I je regulisana alternativnim promoterima, splajsingom kao i
faktorima inflamacije i ishemije. Novije studije su pokazale da bi aktivnosti
serumske DNaze I mogla da bude dijagnosticki marker za akutni infarkt miokarda
(278). Mi smo otkrili da pad aktivnosti DNaze [ nije konstantna karakteristika
jednog pacijenta, ve¢ da se moZe menjati sa aktivnoScu bolesti. Prekid PTU terapije
kod naSih LLS pacijenata doveo je do porasta aktivnosti DNaze I, ali aktivnhost DNaze
[ nije dostigla nivo aktivnosti kod zdravih osoba i pacijenata leCenih PTU koji nisu
imali LLS. Medutim, obustavljanje PTU dovodi do pada titra ANCA, do prekida
NEToze, inflamacije i redukcije G-aktinom posredovane inhibicije DNaze I (276).1u
nasoj grupi LLS pacijenata, po prekidu PTU terapije doslo je do pada titra ANCA.

Svi ovi faktori mogu objasniti uocen porast aktivnosti DNaze I kod nasSih LLS
pacijenata posle iskljuenja PTU. Za razliku od pacijenata sa PTU-indukovanim LLS,
pacijenti koji su leCeni ovim lekom ali nisu razvili LLS imali su vec¢u aktivnost DNaze
I, Sto omogucéava adekvatno uklanjanje PTU-indukovanih NETs. Visoka bazi¢na
aktivnost Dnaze I moZe zasStititi pacijente od indukcije AAD.

Otkrivanje pacijenata sa niskom aktivno$¢u DNaze I moZe biti od presudne
vaznosti prilikom izbora terapijske strategije kod autoimunskog hipertireoidizma.
[zbegavanje PTU kod pacijenata sa niskom serumskom aktivno$¢éu DNaze I moZe
spreciti razvoj ANCA udruZenog LLS. Takode, merenje aktivnosti DNaze I moze biti
vazno kod pacijenata lecenih drugim lekovima (minociklin, TNF-inhibitori, kinidin i

prokainamid) koji smanjuju uklanjanje apoptoti¢nih ¢elija i indukuju LLS (176, 177).
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Posle iskljucenja uzrocnog leka, antiinflamatorna i imunosupresivna terapija, i u
buducnosti, DNaza I rezistentna na G-aktin, moc¢i ¢e da kontroliSu proinflamatorne

efekte NET kod lekom indukovanog AAD (64, 279).
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6. ZAKLJUCCI

1. ANCA su prisutna kod 28% pacijenata sa SLE i kod 100% pacijenata sa LLS

izazvanim propiltiourcilom.

2. Pacijenti sa LLS izazvanim PTU znatno ¢eS¢e imaju kutani vaskulitis, a znatno rede

artritis i zahvacenost bubrega (p<0.01) u odnosu na pacijente sa SLE.

3. Pacijenti sa SLE koji su ANCA pozitivni ¢eS¢e imaju autoimunski hepatitis
(p<0.05) i neuroloske/psihijatrijske manifestacije (p<0.01), a znacajno rede kutane
manifestacije (p<0.05) u odnosu na ANCA negativne pacijente sa SLE. Ucestalost
hematoloskih, nefroloskih i artikularnih manifestacija, kao i polioserozitisa, ne

razlikuje se kod ANCA pozitivnih i ANCA negativnih pacijenata sa SLE.

4. ANCA su kod pacijenata sa SLE monospecificna (77.5%) i to najces¢e za Lf
(52.5%), MPO (47.5%) ili El (15%). Anti-Lf kod pacijenata sa SLE nisu udruZena sa
prisustvom anti-MPO (p<0.01) i anti-El (p<0.05). Suprotno u odnosu na SLE, ANCA
su kod pacijenata sa LLS indukovanim PTU polispecificna (82.4%) i to najcesce za
MPO (100%), El (82.4%) i PR3 (52.9%). U grupi ANCA pozitivnih pacijenata sa
lupusom, monospecificna ANCA imaju senzitivnost od 78% za idiopatski SLE, dok

polispecificna ANCA imaju senzitivnost od 82% za LLS izazvan PTU.

5. Anti-Lf kod pacijenata sa SLE pozitivno koreliraju sa titrom anti-dsDNK antitela i
indeksom aktivnosti bolesti (SLEDAI-2K) (p<0.01), a negativno koreliraju sa

koncentracijom C3 i C4 komponenti komplementa (p<0.05).
6. Anti-Lf su ceS¢e prisutna kod pacijenata sa bubreZznim manifestacijama i

poliserozitisom, MPO-ANCA su udruZena sa atralgijama (p<0.05), a anti-El sa

autoimunskim hepatitisom (p<0.05). Pacijenti sa teZom formom GN ceSc¢e imaju
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ANCA, i to monospecificna za Lf, dok pacijenti sa lakSim formama GN ceS¢e imaju

anti-MPO antitela.

7. Aktivnost DNaze I kod LILLS je znacajno niZa nego kod SLE pacijenata i zdravih
osoba (p<0.01). Prekid PTU terapije dovodi do porasta aktivnosti DNaze I, mada
aktivnost DNaze I ne dostize nivo aktivnosti zdravih kontrola. U remisiji LLS
indukovanog PTU, koncentracija anti-MPO opada, ali anti-MPO pozitivhost

perzistira dugo vremena.

8. Detekcija prisustva i specifi¢nisti ANCA pomaZze u dijagnostici imunoseroloskih i
Klinickih fenotipova pacijenata sa SLE. Niska aktivnost DNaze [ i prisustvo
polispecificnih ANCA su prognosticko-dijagnosticki biomarkeri za LLS indukovan

PTU.
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PRILOG 1 - SLEDAI - 2K (167)

Vrednost deskriptora se unosi ukoliko je simptom/znak bio prisutan prilikom
pregleda ili u prethodnih 10 dana.

SLEDAI 2K

Descriptor Definition
Weight SCORE
8 Seizure Recent onset, exclude metabolic, infectious or drug causes.
8 Psychosis Altered ability to function in normal activity due to severe

disturbance in the perception of reality. Include
hallucinations, incoherence, marked loose associations,
impoverished thought content, marked illogical thinking,
bizarre, disorganized, or catatonic behavior. Exclude
uremia and drug causes

8 Organic brain Altered mental function with impaired orientation,
syndrome memory, or other intellectual function, with rapid onset

and fluctuating clinical features, inability to sustain
attention to environment, plus at least 2 of the
following: perceptual disturbance, incoherent speech,
insomnia or daytime drowsiness, or increased or
decreased psychomotor activity. Exclude metabolic,
infectious, or drug causes.

8 Visual disturbance  Retinal changes of SLE. Include cytoid bodies, retinal
hemorrhages, serous exudate or hemorrhages in the
choroid, or optic neuritis. Exclude hypertension,
infection, or drug causes.

8 Cranial nerve New onset of sensory or motor neuropathy involving cranial
disorder nerves.
8 __ Lupusheadache Severe, persistent headache; may be migrainous, but must

be nonresponsive to narcotic analgesia.

8 CVA New onset of cerebrovascular accident(s). Exclude
arteriosclerosis.

8 Vasculitis Ulceration, gangrene, tender finger nodules, periungual
infarction, splinter hemorrhages, or biopsy or angiogram
proof of vasculitis.

4 Arthritis > 2 joints with pain and signs of inflammation (i.e.,
tenderness, swelling or effusion).

4 Myositis Proximal muscle aching/weakness, associated with elevated
creatine phosphokinase/aldolase or electromyogram
changes or a biopsy showing myositis.
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PRILOG 1 - SLEDAI - 2K, nastavak

4 Urinary casts Heme-granular or red blood cell casts.

4 Hematuria >5 red blood cells/high power field. Exclude stone,
infection or other cause.

4 Proteinuria >0.5 gram/24 hours

4 Pyuria >5 white blood cells/high power field. Exclude infection.

2 Rash Inflammatory type rash.

2 Alopecia Abnormal, patchy or diffuse loss of hair.

2 Mucosal ulcers Oral or nasal ulcerations.

2 Pleurisy Pleuritic chest pain with pleural rub or effusion, or
pleural thickening.

2 Pericarditis Pericardial pain with at least 1 of the following: rub,
effusion, or electrocardiogram or echocardiogram
confirmation.

2 Low complement Decrease in CH50, C3, or C4 below the lower limit of
normal for testing laboratory

2 Increased DNA Increased DNA binding by Farr assay above normal range

binding for testing laboratory.

1 Fever >380 C. Exclude infectious cause.

1 Thrombocytopenia  <100,000 platelets / x109/L, exclude drug causes.

1 Leukopenia < 3,000 white blood cells / x109/L, exclude drug causes.

TOTAL SCORE:
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SKRACENICE

PMN
DC
APC
NK
TNF
TLR
HOCL
H202
NADH
NOX
IFN
IL
DNK
FcyR
LL37
ANCA
MPO
PR3
El

Lf
Cat-G
BPI
NSP

MMP-1
MMP-2
MMP-3

BlyS
NETs
PAD

Dnaza
DNASE*

HLA
MHC
PTU
TPO
ANA

dsDNK

Sm

C

aCL
ENA
SLE
DLE
CHLE

- polimorfonuklearni neutrofilni leukociti
- dendriticne celije

- antigen prezentujuce Celije

- natural killer cells

- tumor necrosis factor

- Toll-like receptori

- hipohlorna kiselina

- vodonik peroksid

- nikotinamid adenin dinukleotid
- NADPH oksidaze

- interferon

- interleukin

- dezoksiribonukleinska kiselina

- Fc fragment imunoglobulina G

- katelicidin peptid

- antineutrofilna citoplazmatska antitela
- mijeloperoksidaza

- proteinaza 3

- elastaza

- laktoferin

- katepsin-G

- bactericidal /permeability increasing protein
- neutrofilna serin proteaza

- kolagenaza

- Zelatinaza

- stromelizin

- B lymphocyte stimulator

- neutrophil extracellular traps

- peptidilarginin deiminaza

- dezoksiribonukleaza

- gen za DNazu

- humani leukocitni antigen

- major histocompatibility complex
- propiltiouracil

- tiroid peroksidaza

- antinukleusna antitela

- double-stranded DNA

- Smith

- komponenta komplementa

- antikardiolipinska antitela

- ekstraktibilni nuklearni antigeni
- sistemski lupus erythematosus

- diskoidni lupus erythematosus

- chilblain lupus erythematosus

153



LEP - lupus erythematosus profundus

LLS - lupus-like sindrom

LILLS - lekom indkovan lupus-like sindrom
AAD - ANCA-associated diseases

SVV - small vessel vasculitis

MPA - mikroskopski poliangiitis

GPA - granulomatoza sa poliangiitisom

WG - Wegenerova granulomatoza

GN - glomerulonefritis

FSNGN - fokalno segmentni nekrotizujuci glomerulonefritis
RPGN - rapidno progresivni glomerulonefritis
GBM - glomerular basement membrane

LN - lupus nephritis

GCF - gingival crevicular fluid

JSLE - juvenilni SLE

AIH - autoimunski hepatitis

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom
ALI - acute lung injury

CF - cisti¢na fibroza

HBV - hepatitis B virus

HCV - hepatitis C virus

I[IF - indirektna imunofluorescencija
ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
HEp - humane epitelne celije

SEM - scanning elektronska mikroskopija
ACR - American College of Rheumatology

SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
SLEDAI-2K- modifikovan SLEDAI

BILAG - British Isles Lupus Assessment Group index

SLAM - Systemic Lupus Activity Measure

ECLAM - European Consensus Lupus Activity Measure

SLICC - Systemic Lupus International Collaborating Clinics Damage Index
Se - senzitivnost

Sp - specifi¢nost

NPV - negativna prediktivna vrednost

PPV - pozitivna prediktivna vrednost

ANOVA - jednosmerna analiza varijanse

SPSS - Statistical Package for Social Sciences
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Importance of low serum DNase | activity and
polyspecific anti-neutrophil cytoplasmic antibodies
in propylthiouracil-induced lupus-like syndrome
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Abstract

Objective. To study the role of deoxyribonuclease (DNase) | activity and ANCA in propylthiouracil
(PTU)-induced lupus-like syndrome (LLS).

Methods. We compared 36 SLE patients with 17 PTU-induced LLS patients diagnosed from 2008 to
2014. We studied ANCA profile (MPO, PR3, lactoferrin, CTG, elastase, bactericidal/permeability-increasing
protein), anti-dsDNA, anti-ENA, anti-nucleosome, anti-histone, anti-C1q, anti-aCL, complement compo-
nents, cryoglobulins and serum DNase | activity. Healthy persons and patients without LLS treated with
PTU comprised the control groups. Twelve LLS patients were serologically and clinically followed for 4.1
(s.n. 2.0) years.

Results. PTU-induced LLS patients less frequently had arthritis, renal and neurological manifestations, but
more frequently had fever, purpura, urticarial-like vasculitis and ulceration (P <0.01). PTU-induced LLS
patients more frequently had polyspecific ANCA (anti-MPO, anti-elastase and anti-PR3 were most com-
monly detected) (P <0.01). SLE patients more frequently had anti-dsDNA, anti-ENA, anti-nucleosome,
anti-C1qg (P <0.01) and anti-histone antibodies (P <0.05). PTU-induced LLS patients had lower DNase
| activity than SLE patients and controls (P <0.01). Discontinuation of PTU increased DNase | activity,
although it did not reach the levels of controls (P <0.01). After remission, MPO-ANCA decreased
(P <0.01), but persisted for a long time.

Conclusion. PTU, as a trigger, and low DNase | activity, as a predisposing factor, may lead to LLS.
Polyspecific ANCAs are useful markers for differentiating SLE from PTU-induced LLS. Low DNase | activity
might be an important prognostic biomarker for PTU-induced LLS. Monitoring of ANCA and DNase
| activity may prevent long-lasting exposure to causal drugs, unnecessary immunosuppressive therapy
and severe complications of LLS.

Key words: systemic lupus erythematosus, lupus-like syndrome, propylthiouracil, deoxyribonuclease |
(DNase ), anti-neutrophil cytoplasmic antibodies.

Rheumatology key messages

o Polyspecific ANCAs in propylthiouracil-induced lupus-like syndrome are significantly more prevalent than in SLE.
o DNase | activity in lupus-like syndrome is significantly lower than in SLE and healthy controls.
e Propylthiouracil and low DNase | activity may lead to lupus-like syndrome.
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Introduction

ANCA:s are specific for proteases or cationic proteins such
as PR3, neutrophil elastase (NE), CTG, MPO, lactoferrin
(Lf), azurocidin, lysozyme and bactericidal/permeability-
increasing (BPI) protein [1]. ANCAs specific for PR3 and
MPO are serological markers of granulomatosis with poly-
angiitis and microscopic polyangiitis, respectively. Also,
ANCA can be detected in drug-induced autoimmune syn-
dromes, infections, inflammatory bowel and CTDs [1].

SLE is an autoimmune disease characterized by the
production of various autoantibodies, the deposition of
immune complexes with subsequent complement activa-
tion and multi-organ damage. Approximately 10% of
lupus-like syndromes (LLS) are associated with drug ex-
posure [2]. Drug-induced LLS is temporally related to drug
introduction and resolves after discontinuation of the of-
fending drug. LLS is most frequently induced by hydrala-
zine, procainamide, quinidine, isoniazid, minocycline,
TNF-o inhibitors, IFN-a, propylthiouracil (PTU), etc. [2-6].
Drug-induced LLS is characterized by positive ANA and
anti-histone antibody [7]. PTU and minocycline have been
associated with pANCA in LLS patients, but with conflict-
ing results regarding their pathogenic role, prevalence,
target antigens and clinical associations [4, 8, 9].

The mechanism of PTU-induced ANCA production is
not well understood. Dysregulation of neutrophil extracel-
lular traps (NETs) could be involved in the pathogenesis of
PTU-induced LLS [10, 11]. NETs, an important component
of innate immunity, are composed of chromatin and
neutrophil proteins (MPO, PR3, NE, CTG, Lf, etc.).
Degradation of NETs is regulated by deoxyribonuclease
| (DNase I) [12, 13]. A subgroup of SLE patients digests
NETSs poorly because of their low DNase | activity [14, 15].
Unlike SLE, the importance of DNase | activity in the
pathogenesis of drug-induced LLS has not been eluci-
dated. Long-lasting exposure to drugs that induce
ANCA may result in severe, life-threatening complications
[16, 17].

In this study, we compared clinical and serological data
and DNase | activity of 36 SLE patients with those of 17
PTU-induced LLS patients. In addition, we examined
how the discontinuation of PTU changes the clinical

presentation, immunoserological profile and the DNase
| activity of PTU-induced LLS. This is the first report that
validates the importance of serum DNase | activity as a
new prognostic and diagnostic marker of ANCA-
associated PTU-induced LLS.

Patients

Our retrospective study included 53 patients diagnosed,
treated and followed up at the Clinical Center of Serbia
(Departments of Dermatovenereology, Nephrology and
Endocrinology), from January 2008 to June 2014. A total
of 36 of 53 (68%) SLE patients were diagnosed according
to the ACR criteria [18]; the remaining 17 of 53 (32%)
patients had ANCA-associated PTU-induced LLS. The
control groups consisted of 22 healthy persons and 10
ANCA-negative PTU-treated patients with autoimmune
hyperthyroidism. There were no significant differences in
age, gender or duration of PTU treatment between the
patients and the controls. The Ethics Committee of the
Clinical Center of Serbia approved the study.

Our study included 36 consecutive SLE patients
(Table 1) who met the following inclusion criteria: newly
diagnosed disease (9/36) or SLE in relapse (27/36) not
treated with CYC or methylprednisolone pulses for at
least three months previously. Lupus flare was defined
as any increase in the SLEDAI-2K score by at least 3
points in comparison with the previous visit [19]. Of
these 36 SLE patients, 15 were without systemic therapy.
Maintenance therapy included low-dose prednisone
(20mg/48h) in 6 of 36, low-dose prednisone with HCQ
in 2 of 36 and only HCQ in 13 of 36.

The most important data for 17 patients with PTU-
induced LLS are summarized in Table 1. The diagnosis
was established according to the presence of SLE criteria
related to drug exposure that resolved after discontinu-
ation of the drug, with or without use of immunosuppres-
sants [5]. All patients must have had at least 3 of 11 ACR
criteria for SLE (ANA was the obligatory criterion). Of these
17 patients, 12 were on maintenance PTU therapy
(50-150 mg/day), while 5 of 17 patients were treated
with high-dose PTU (300-400 mg/day), and 8 of 17
patients were on intermittent PTU. After PTU

TasLe 1 Demographic and clinical data of SLE and PTU-induced LLS patients

Variable

Female, sex, n (%)

Age, mean (s.p.) (range), years

SLEDAI-2K, mean (s.p.) (range)

New-onset SLE, n (%)

SLE duration, mean (s.p.) (range), months

Graves’ disease/Hashimoto thyroiditis, n

PTU therapy duration, months: median (range)

Time of clinical follow-up, mean (s.p.) (range), months
Relapses during follow-up, n

SLE (n=36)

PTU-induced LLS (n=17)

29 (80.5) 15 (88.23)

40.8 (16) (16-78) 38.9 (12) (24-64)
8.3 (4.7) (4-20) -
9 (25) -

60.8 (58.8) (1-240) -

- 13/4

- 36 (14-108)

22.3 (8.1) (13-39) 49.6 (24.7) (10-77)

40 0~

**P <0.01. PTU: propylthiouracil; LLS: lupus-.like syndrome

2062

www.rheumatology.oxfordjournals.org

9T0Z ‘¥T |udy uo Aisieniun apelbpg e /Hlo'seulnolploixo’ABojorewnay//:dny woly pspeojumod


http://rheumatology.oxfordjournals.org/

Low DNase | and polyspecific ANCA in PTU-induced LLS

discontinuation, clinical remission was achieved in all
patients after 4 (s.0. 2) months (range 3 weeks to 8.5
months). Remission was achieved in 10 of 17 patients
only with discontinuation of PTU. Seven of the 17 patients
received systemic CSs (i.v. methylprednisolone pulses in
two patients, and oral prednisone at 1mg/kg over 8
weeks, with gradual tapering in five patients). After achiev-
ing remission of LLS, 5 of 17 patients were treated with
radioactive iodine, and 4 of 17 were treated surgically.
Twelve of the 17 patients were followed for 4.1 (s.p. 2.0)
years (range 1.2-6.1 years).

Methods

Immunoserological parameters

Serum samples were analysed for IgG ANCA against
six neutrophil proteins—MPO, PR3, NE, CTG, Lf and
BPI—using semi-quantitative solid-phase ELISA (ANCA-
Profile, Euroimmun, Libeck, Germany). According to the
ratio values of optical densities (sample/cut-off) for each
antigen, the patients were classified as: negative, low
positive, medium positive or highly positive. MPO-ANCA
and PR3 ANCA concentrations (cut-off 20 U/ml) were stu-
died by direct quantitative ELISA (Euroimmun).

IgG ANA was detected by IIF using HEp-2 cells
(Euroimmun). IgG anti-dsDNA antibodies were determined
by IIF (Crithidia luciliae, Euroimmun) and by ELISA for
high-avidity 1gG anti-dsDNA (cut-off 90U/ml) (Genesis
Diagnostics, Ely, UK). Concentrations of anti-ENAs (Sm/
RNP, RNP, SSA, SSB) were measured (cut-off 20 U/ml) by
ELISA (Euroimmun). Antihistone (cut-off 40 U/ml), antinu-
cleosomal (cut-off 20U/ml), anti-C1qg (cut-off 10 U/ml),
IgG/IgM aCL (cut-off 10 GPL U/ml and 7 MPL U/ml,
respectively) and IgG/IgM anti-B2 glycoprotein | (cut-off
8U/ml) were measured by ELISA (Orgentec Diagnostika
GmbH, Mainz, Germany).

Concentrations of C3 (normal 0.8-1.8¢g/l) and C4
(normal 0.1-0.4 g/l) complement components were mea-
sured by nephelometry (Binding Site, Birmingham, UK).
The presence of cryoglobulins was investigated by stand-
ard procedure [20].

DNase | activity

Serum DNase | activity was determined by ELISA
(Orgentec Diagnostika GmbH) that measured degradation
of the immobilized DNase substrate, formation of enzyme
conjugate complexes using horseradish peroxidase con-
jugate solution, and enzymic colour reaction. The amount
of colour was inversely proportional to the DNase | activity
in the sample. The DNase | activity of 22 healthy persons
was 67.24 (s.p. 13.19%/ml).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 20.0 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Descriptive stat-
istics and statistical tests for related and unrelated
samples were used (x>-test, Fisher's exact test,
McNemar test, Mann-Whitney U-test, Wilcoxon test,
Kruskal-Wallis test and the t-test). For the comparison
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of DNase | activity between SLE patients, LLS patients
and healthy controls, one-way analysis of variance was
used. For comparison of DNase | activity between the
two groups of LLS patients (active phase and remission)
and the controls, the Kruskal-Wallis test with post com-
parison of pairs using the Mann-Whitney U-test was
employed. Correlations between DNase | activity and
auto-antibodies were examined using Pearson’s correl-
ation test and Spearman’s rank correlation coefficient.
Probability (P) values <0.05 were considered statistically
significant.

Results

Clinical manifestations of SLE and PTU-induced LLS

Clinical characteristics of SLE and PTU-induced LLS pa-
tients are presented in Table 2. None of the 17 PTU-
induced LLS patients had kidney, serous membranes or
CNS involvement. Skin was affected in 72.2% of patients
with SLE and 88.2% of patients with LLS. Purpura and
urticaria-like vasculitis were present in 58.8%, while
necrotizing vasculitis was present in 29.4% of LLS
patients. Patients with severe clinical presentation, be-
sides ANA and ANCA, had cryoglobulins, aCL and low
complement.

Immunoserological parameters in SLE and
PTU-induced LLS patients

ANAs were present in all patients with SLE and in all pa-
tients with PTU-induced LLS, but the median values of
ANA titres were significantly higher in SLE than in LLS

TasLe 2 Clinical manifestations in SLE and PTU-induced
LLS patients

SLE PTU-induced

Organ involvement (n=36) LLS (n=17)

General

Fever >38.5°C, n (%) 9 (25) 11 (64.7)*
Mucocutaneous changes, n (%) 26 (72.2) 15 (88.2)

Malar rash, n (%) 16 (44.4) 0

DLE, n (%) 7 (19.4) 0+

SCLE, n (%) 1(2.8) 0

Purpura, urticaria 4 (2.8) 15 (88.2)**

like-vasculitis, ulcerations,
n (%)

Urticaria, n (%) 1(2.8) 0

Oral ulcerations, n (%) 3 (8.3) 0
Arthritis, n (%) 14 (38.9) 1 (5.9
Renal disease, n (%) 17 (47.2) o
CNS affection, n (%) 3 (8.3) 0
Cytopenia, n (%) 17 (47.2) 8 (47.1)
Haemolytic anaemia, n (%) 2 (5.6) 0
Leucopenia, n (%) 17 (47.2) 6 (35.3)
Thrombocytopenia, n (%) 9 (25) 2 (11.8)
Polyserositis, n (%) 4(11.1) 0

*P <0.05, **P <0.01. PTU: propylthiouracil; LLS: lupus-like
syndrome.
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TasLE 3 Immunoserological parameters of SLE and PTU-
induced LLS patients

Serological PTU-induced
parameter SLE (n=36) LLS (n=17)

ANA (IIF), n (%) 36 (100) 17 (100)
ANA titre, median 320 (0-640) 80 (40-640)**

(range)
Anti-dsDNA (lIF), 24 (66.7) 0*

n (%)
High-avidity 20 (55.6) 1 6.9+

anti-dsDNA,

n (%)
Anti-ENA, n (%) 25 (78.1) 3 (17.6)**
Anti-histone, n (%) 11 (30.6) 169"
Anti-nucleosome, 33 (91.7) 3(17.6)

n (%)
Anti-C1q, n (%) 23 (63.9) 3 (17.6)**
Low C3, n (%) 23 (63.9) 6 (35.3)
Low C4, n (%) 13 (36.1) 5 (29.4)
Cryoglobulins, n (%) 16 (44.4) 8 (47.1)
aCL IgG, n (%) 5(13.9) 6 (35.3)
aCL IgM, n (%) 3(8.3) 7 (41.2*
Anti-B2-glycoprotein 1 (2.8) 0

19G, n (%)
Anti-B2-glycoprotein 2 (5.6) 2 (12.5)

IgM, n (%)
ANCA profile 9 (25) 17 (100)**

positivity, n (%)
Anti-MPO, median

(range), U/mi
Anti-PR3, median

(range), U/ml

1.1 (0.4-8.6) 68.8 (17.9-200.0)"

1.05 (0.1-3.0) 5.6 (0.8-79.2)**

*P < 0.05, P < 0.01. PTU: propylthiouracil; LLS: lupus-like
syndrome.

patients (P < 0.01) (Table 3). Also, patients with SLE more
frequently had ENA, anti-dsDNA (IIF), high-avidity anti-
dsDNA, anti-histone (P <0.05), anti-nucleosome and
anti-C1q (P < 0.01) than patients with LLS (Table 3). The
median values of ENA, high-avidity anti-dsDNA, anti-
nucleosome (P <0.01) and anti-C1q levels were signifi-
cantly higher in SLE than in LLS patients (P <0.05).
Although there was no difference in the frequency of low
complement and IgG aCL positivity, PTU-induced LLS pa-
tients had a significantly higher average concentration of
C3 (P < 0.01) and a significantly higher median concentra-
tion of IgG/IgM aCL (P < 0.01).

ANCA profile of SLE and PTU-induced LLS patients

Polyspecific ANCAs were more frequently found in PTU-
induced LLS than in SLE patients (P <0.01) (Fig. 1A).
Polyspecific ANCAs were detected in 82.4% of LLS pa-
tients, whereas only 17.6% had monospecific ANCAs.
LLS patients more frequently had MPO-, PR3- and NE-
ANCAs in comparison with SLE patients (P <0.01)
(Fig. 1B). All LLS patients were ANCA-positive for at
least one antigen (ELISA). High concentrations of MPO-,
NE- and PR3-ANCAs were present in 47%, 29% and 6%
of LLS patients, respectively. BPI-, CTG- and Lf-ANCAs in
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LLS patients were present in medium or low concentra-
tions. ANCAs had significantly higher sensitivity
(100%) than anti-histone antibodies (6%) for PTU-induced
LLS.

Contrary to PTU-induced LLS, most SLE patients were
ANCA negative (Fig. 1A). Lf ANCAs were found in 25%
of SLE patients. In SLE patients, polyspecific ANCAs
(BPI- and Lf-ANCAs) were found in 2.8% of patients,
and monospecific Lf-ANCAs in 22.2%. Only 5.5% had
Lf-ANCAs in medium and 19.4% in low concentrations.
There were no significant differences in the frequency of
Lf-, BPI- or CTG-ANCA positivity between SLE and LLS
patients.

Immunoserological parameters in active PTU-induced
LLS and in remission

LLS patients in remission, after PTU discontinuation, less
frequently had ANA, low C3, cryoglobulins (P < 0.05) and
IgM aCL (P <0.01) positivity in comparison with active
LLS patients (Table 4). Also, LLS patients in remission
had lower levels of anti-histone, anti-nucleosome and
IgG/IgM aCL (P < 0.05).

After discontinuation of PTU, the number of patients
with polyspecific ANCA decreased from 91.7% to 50%.
Conversely, the number of patients with monospecific
ANCA increased (from 8.3% to 50%). The frequency of
NE-ANCA positivity (P <0.05) and the level of MPO-
ANCA (P < 0.01) and PR3-ANCA (P < 0.05) decreased sig-
nificantly after PTU discontinuation (Table 4), but 25% of
LLS patients remained highly MPO-ANCA positive. After
PTU discontinuation, the frequency of PR3-, NE-, Lf- and
BPI- ANCA-negative patients increased (Table 4).

DNase | activity in SLE and PTU-induced LLS patients

Serum DNase | activity in PTU-induced LLS was signifi-
cantly lower in comparison with SLE patients and healthy
controls (Fig. 2A). Serum DNase | activity was significantly
lower in SLE patients compared with healthy controls
(Fig. 2A). There was a significant difference between the
frequencies of low DNase | activity in LLS patients (100%),
SLE patients (58%) and healthy controls (18%) (P < 0.01).
In PTU-induced LLS, there was no correlation between
the DNase | activity and ANA titres, levels of MPO-
ANCA, PR3-ANCA, anti-histone antibodies or anti-
nucleosome antibodies.

Patients with active LLS had significantly lower DNase |
activity than LLS patients in remission (P < 0.01), healthy
controls (P <0.01) and PTU-treated patients without LLS
(P <0.01) (Fig. 2B). On the other hand, in patients with
moderate to severe SLE (SLEDAI-2K >7), serum DNase
| activity [59.7 (14.3%/ml)] was higher than in patients with
milder (SLEDAI-2K < 6) SLE [46.5 (12.6%/ml)] (P < 0.05).
It is important to stress that the DNase | activity did not
reach the levels found in healthy individuals. LLS patients
in remission had lower DNase | activity than the healthy
controls and PTU-treated patients without LLS (P < 0.01)
(Fig. 2B).
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Fic. 1 ANCA profile in SLE and PTU-induced LLS
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(A) The frequency of monospecific, polyspecific and negative ANCA in SLE and PTU-induced LLS patients. (B) ANCA
profile in SLE and PTU-induced LLS. *P < 0.01. PTU: propylthiouracil; LLS: lupus-like syndrome; NE: neutrophil elastase;
BPI: bactericidal/permeability-increasing protein; Lf: lactoferrin.

Discussion

The epidemiological and clinical data showed that envir-
onmental factors, including various infections (bacterial
endocarditis, HCV), silica, asbestos and drugs (especially
anti-thyroid) may be associated with the development of
ANCA-associated diseases (AADs). Prolonged, intermit-
tent and high-dose PTU treatment may induce ANCA-
associated vasculitis and LLS [21]. In our LLS group, 5
of 17 patients were treated with high-dose PTU, while 8
of 17 patients received intermittent PTU therapy. The
higher number of women in the PTU-treated group
(Table 1) is due to the predominantly female sex of pa-
tients with autoimmune thyroid diseases. It is well known

www.rheumatology.oxfordjournals.org

that females are more prone to breakdown of tolerance,
including drug-induced autoimmunity [22]. Approximately
30% of patients on long-term PTU treatment [11.7 (s.D.
6.1) months] become ANCA positive, but only some
10% of ANCA-positive patients develop AADs [22].
During a 6.5-year period, we diagnosed PTU-induced
LLS in 17 patients (median PTU treatment period 36
months) (Table 1).

The clinical and serological manifestations of idiopathic
SLE and PTU-induced LLS are often overlapping.
Although the differential diagnosis is difficult, we showed
that CNS manifestations, renal involvement and polyser-
ositis are absent in PTU-induced LLS, contrary to idio-
pathic SLE (Table 2). Although CNS and renal
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TaeLE 4 Immunoserological parameters: PTU-induced
LLS in active phase vs PTU-induced LLS in remission

PTU-induced PTU-induced

Serological LLS, active LLS, remission
parameters phase (n=12) (n=12)

ANA, n (%) 12 (100) 7 (568.3)*

ANA titre, 60 (40-160) 40 (0-640)
median (range)

Anti-dsDNA 0 0
(IlF), n (%)

High-avidity 1(8.3) 1(8.3)
anti-dsDNA, n (%)

Anti-ENA, n (%) 2 (16.7) 2 (16.7)

Anti-histone, n (%) 0 0

Anti-nucleosome, 2 (16.7) 0
n (%)

Anti-C1q, n (%) 2 (20.0) 3 (33.3)

Low C3, n (%) 6 (50.0) 1(8.3)"

Low C4, n (%) 4 (33.3) 1(8.3)

Cryoglobulins, n (%) 7 (58.3) 2 (16.7)*

aCL IgG, n (%) 4 (33.3) 3 (25.0)

aCL IgM, n (%) 6 (50.0) 0+

Anti-p2-glycoprotein 0 0
19G, n (%)

Anti-B2-glycoprotein 1 (8.3) 1(8.3)
IgM, n (%)

ANCA profile 12 (100) 12 (100)
positivity, n (%)

Monospecific 1(8.3) 6 (50)
ANCA, n (%)

Polyspecific 11 (91.7) 6 (50)
ANCA, n (%)

MPO, n (%) 12 (100) 12 (100)
Low 2 (16.7) 7 (58.3)
Medium 5(41.7) 2 (16.7)
High 541.7) 3 (25)

PR3, n (%) 7 (58.3) 3 (25)
Low 3 (25) 2 (16.7)
Medium 4 (33.3) 1(8.3)

NE, n (%) 11 (91.7) 5 (41.7)
Low 4 (33.3) 2 (16.7)
Medium 6 (50.0) 1(8.3)
High 1(8.3) 2 (16.7)

BPI, n (%) 1(8.3) 0
Low 1(8.3) 0

CTG, n (%) 1(8.3) 1(8.3)
Low 1(8.3) 1(8.3)

Lf, n (%) 4 (33.3) 2 (16.7)
Low 3 (25.0) 2 (16.7)
Medium 1(8.3) 0

MPO-ANCA (U/ml), 67.7 (17.9-100.0) 37.25 (22-105.5)**

median (range),
cut-off 20 U/ml
PR3-ANCA (U/ml), 12.95 (0.8-75.5) 6.5 (1.2-38.3)"
median (range),
cut-off 20 U/ml

*P < 0.05, *P < 0.01. PTU: propylthiouracil; LLS: lupus-like syn-
drome; NE: neutrophil elastase; BPI: bactericidal/permeability-
increasing protein; Lf: lactoferrin; DNase I: deoxyribonuclease .

involvement are usually absent [5, 23], there are a few
reports of renal involvement in PTU-induced LLS [9, 24].
Cytopenia, especially leucopenia, is present in both
groups of patients [25]. We confirmed the previous finding
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that cutaneous manifestations may help in the early diag-
nosis of PTU-induced LLS [5, 7, 9]. Malar rash, discoid
rash, subacute cutaneous lesions (annular-polycyclic
and/or psoriasiform) and oral ulcerations have been
found in SLE (Table 2). On the other hand, urticaria-like
vasculitis, purpura and skin ulcers may be present in both
diseases, but these lesions are more common in PTU-
induced LLS [26].

The typical laboratory profile of drug-induced LLS in-
cludes positive ANA with a homogeneous pattern and
anti-histone antibodies, whereas anti-dsDNA and anti-
ENA are usually absent [27]. SLE patients more frequently
had anti-dsDNA, anti-ENA, anti-histone, anti-nucleosome
and anti-C1q antibodies (Table 3), the profile typical of the
SLE-associated IFNa signature [28]. We showed a signifi-
cantly higher prevalence of IgG ANCAs in PTU-induced
LLS in comparison with idiopathic SLE (Table 3). The ma-
jority of idiopathic SLE patients were ANCA negative, and
only 25% had solely Lf-ANCAs (Fig. 1). In contrast to idio-
pathic SLE, all our PTU-induced LLS patients were ANCA
positive, and they more frequently had polyspecific
ANCAs (Fig. 1A). MPO, NE and PR3 were the most fre-
quent target antigens in LLS patients (Fig. 1B). As shown
previously [9, 16], MPO-ANCA is the most sensitive diag-
nostic marker for PTU-induced LLS (Table 3). Contrary to
the typical serological profile of drug-induced LLS, we
found that ANCAs had a significantly higher sensitivity
than anti-histone antibodies for PTU-induced LLS.
Compared with other drugs, PTU rarely induces anti-his-
tone antibodies [6]. HLA haplotypes and increased IL-10
levels are important for the specific serological profile of
drug-induced LLS [29].

Drug-induced LLS, if diagnosed in time, has a milder
course and usually does not require cytotoxic therapy
[7]. In our patients, all clinical manifestations of LLS
resolved after the PTU withdrawal, without immunosup-
pressive therapy in 10 of 17 patients, while short CS ther-
apy was necessary in 7 of 17 patients. Contrary to
idiopathic SLE, no relapses of LLS occurred during
follow-up, even after the discontinuation of immunosup-
pressive therapy (Table 1). After PTU withdrawal, the fre-
quency of positive ANA, IgM aCL, cryoglobulins and low
C3 decreased in comparison with patients in the active
phase of LLS (Table 4). Contrary to these serological mar-
kers, all our LLS patients, despite clinical remission, re-
mained ANCA positive, with equal distribution of
polyspecific and monospecific ANCAs (Table 4).
Although MPO-ANCA persisted for a long time, the level
of MPO significantly decreased after PTU withdrawal
(Table 4). High MPO-ANCA concentration may persist
for months or even years after PTU withdrawal [30].
PTU-induced MPO-ANCAs recognize different epitopes
of MPO in the active phase and remission of AAD [31].
The ANCA avidity decreased more rapidly than the ANCA
titre, but the avidity of MPO-ANCA correlates better with
the clinical manifestations of disease [32]. Also, the con-
centration of IgG MPO-ANCA did not decrease simultan-
eously with the MPO-ANCA IgG4 subclass, which
became negative early in clinical remission [33]. The
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MPO-ANCA IgG4 subclass, which turned negative after
cessation of PTU, suggested that the high level of MPO-
ANCA might be associated with repeated PTU adminis-
tration [32], present in 8 of 17 of our PTU-induced LLS
patients.

PTU is a heterocyclic thiouracil-derived drug with strong
anti-thyroid effects. The thiol group in PTU may bind to
cellular macromolecules, and therefore may function as a
hapten. PTU and its metabolites accumulate within neu-
trophils, and bind to and change the structure of MPO and
other cytoplasmic and nuclear antigens, with the induction
of various autoantibodies [34]. It has been suggested that
MPO-mediated metabolism of minocycline and interfer-
ence with normal apoptosis are important in MPO-
ANCA-positive minocycline-induced LLS [2, 4]. However,
recent studies have discovered that abnormal regulation
of NETs is implicated in the pathogenesis of many dis-
eases, including thrombosis, SLE and AAD [35, 36].
Low-density granulocytes show high capacity for releas-
ing NETSs, with increased externalization of NET antigens,
citrullination of autoantigens and the production of proin-
flammatory cytokines [37, 38]. Many stimuli can trigger
NETosis, including various pathogens, cytokines (TNF-a,
IL-8, IL-17), nitric oxide and some drugs, including PTU
[39, 11]. Nakazawa et al. [11] demonstrated that NETs are
the most important source of autoantigens in PTU-
induced AAD. NETs are the major sources of cytoplasmic
(MPO, PRS3, Lf, NE, BPI and antimicrobial peptide, which
activate dendritic cells) and nuclear autoantigens in PTU-
induced LLS patients, with consequent induction of poly-
specific ANCAs and ANAs, but without anti-dsDNA (Table
3).

An imbalance between the formation and clearance of
NETSs has an important role in the induction of autoimmun-
ity. Hakkim et al. [14] showed that serum DNase | is re-
sponsible for NET degradation and suggested that a
genetic background of low DNase | activity could lead to
the persistence of NETs and induction of autoimmunity.
The impaired DNase | activity might reduce removal of
circulating DNA, increasing production of autoantibodies
by Toll-like receptor 9 co-activation [40]. The DNASE1
gene maps on chromosome 16p13.3 and six autosomal
codominant alleles have been described, but DNASE1*1
and *2 have been shown to be common alleles with dif-
fering activities of DNase | [41]. The multiple polymorph-
isms identified in the promoter, exons and introns of the
DNASE1 gene could change its stability, optimum pH and
serum activity [41].

We showed that DNase | activity was significantly lower
in the sera of PTU-induced LLS than in the sera of SLE
patients and healthy controls (Fig. 2A). There are conflict-
ing results about the correlation between DNase | activity
and SLE activity [15, 42]. Low DNase | activity could lead
to the persistence of NETs, with consequent induction of
polyspecific ANCAs in PTU-induced LLS patients. So,
NETs may induce ANCA production and may activate
complement; also ANCAs may stimulate NETosis and
the production of oxygen radicals and proinflammatory
cytokines, which then exaggerate the autoimmune
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response [43]. Furthermore, in patients with autoimmune
hyperthyroidisms, a novel mutation (1218G >A, exon 5)
and multiple polymorphisms were identified in the
DNASET1 gene, associated with its lower activity and
heat stability [44, 45]. Beside genetic factors, serological
factors may influence serum DNase | activity. G-actin has
been identified as a potent inhibitor of DNase | [46]. The G-
actin level rises during inflammation [10], which may
explain our finding of low DNase | in the acute phase of
PTU-induced LLS. Also, it is possible that anti-DNase |
inhibitory antibodies [47] may be responsible for the
observed low DNase | activity (Fig. 2A). On the other
hand, some other serum components, such as anti-
dsDNA antibodies with abzyme activity, may increase
the DNase | activity [48]. Our LLS patients were anti-
dsDNA negative and they had lower DNase | activity
than anti-dsDNA-positive SLE patients (Fig. 2B and
Table 3). Contrary to anti-dsDNA antibodies, anti-MPO
antibodies, present in all our patients with PTU induced-
LLS, do not increase the DNase | activity. Since many
genetic and serological factors are involved in the regula-
tion of the DNase | activity, we did not find correlation
between the level of MPO-ANCA and enzyme activity.

DNase | expression is regulated by the alternative pro-
moter and splicing in inflammation or ischaemia, and
recent studies have shown that the serum DNase | activity
level might be a diagnostic marker for acute myocardial
infarction [49]. We discovered that the decreased DNase |
activity is not a constant characteristic of a given pa-
tient—it may change with the disease activity.
Discontinuation of PTU in our LLS patients led to increase
in DNase | activity, but the DNase | activity did not reach
the levels of healthy individuals or of PTU-treated patients
without LLS (Fig. 2B). However, PTU discontinuation leads
to a decrease in ANCA titres (Table 4), NETosis, inflam-
mation and reduction of G-actin-mediated inhibition of
DNase | [46]. Together these factors may explain the
observed increase in DNase | activity in our LLS patients
after PTU withdrawal (Fig. 2B). Contrary to PTU-induced
LLS patients, PTU-treated patients without LLS have
higher DNase | activity, which enables adequate clear-
ance of PTU-induced NETs, and this characteristic may
protect the patients from the induction of AAD.

Identification of patients with low DNase | activity may
be crucial for the treatment strategy for autoimmune
hyperthyroidism. Avoidance of PTU in patients with low
DNase | activity may prevent the development of ANCA-
associated LLS. Also, monitoring of DNase | activity might
be important in patients treated with drugs (minocycline,
TNF inhibitors, quinidine and procainamide) that decrease
the clearance of apoptotic cells and induce LLS [2, 3].
After withdrawal of offending drug(s), anti-inflammatory
and immunosuppressive therapy (and, in the future,
DNase | resistant to G-actin) will control the effects of
NETs activation in drug-induced AAD [13, 50].

Conclusion

Idiopathic SLE and PTU-induced LLS may be very similar
clinically and serologically, but patients with PTU-induced
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Fic. 2 DNase | activity in SLE, PTU-induced LLS patients and controls

A p<0.01
p<0.01 p<0.01

7

DNase | activity, %/mL

I I
LLS active SLE Healthy controls
n=17 n=36 n=22

p<0.01

p<0.01 p<0.01

DNase | activity, %/mL

o ) p<0.01

p<0.01

T T T T
LLS active LLS remission PTU controls Healthy controls
n=12 n=12 n=10 n=12

(A) DNase | activity in SLE, PTU-induced LLS patients and healthy controls. (B) DNase | activity in PTU-induced LLS
patients (active disease and remission), in PTU-treated patients without LLS and in healthy controls. DNase I: deoxy-
ribonuclease I; LLS: lupus-like syndrome; PTU: propylthiouracil.

LLS less frequently had arthritis and renal involvement, SLE patients. DNase | activity in LLS was significantly
but more frequently had specific cutaneous lesions. lower than in SLE patients and healthy persons.
There was a significantly higher prevalence of polyspecific Discontinuation of PTU increased the DNase | activity, al-
ANCAs in PTU-induced LLS in comparison with idiopathic though it did not reach the levels of controls. In remission
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of PTU-induced LLS, MPO-ANCA decreased, but per-
sisted positive for a long time.

PTU, as a trigger, and low DNase | activity, as a predis-
posing factor, may lead to LLS. We are the first to report
that low DNase | activity might be an important prognostic
biomarker for PTU-induced LLS. ANCA profile and DNase
| activity must be included in the algorithm of serological
investigations in patients with autoimmune hyperthyroid-
ism. The early diagnosis and selection of patients with low
DNase | activity is crucial for improving the prognosis for
drug-induced LLS.
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