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SAZETAK

Znacaj dokazivanja anti-EpsStajn Bar virusnih antitela u pacijenata sa sistemskim
eritemskim lupusom: udruZenost sa klinickim i imunoseroloskim ispoljavanjem bolesti

Uvod: Sistemski eritemski lupus (SEL) je multisistemsko autoimuno oboljenje heterogene
klinicke prezentacije, koje prevashodno zahvata osobe Zenskog pola, najéeS¢e u reproduktivnom
periodu. Nastaje u kompleksnoj interreakciji geneticke osnove i faktora sredine, medu kojima
infektivni agensi, posebno EpStajn-Bar virus (EBV) imaju znacajnu ulogu.

Ciljevi istrazivanja: Ciljevi ovog istrazivanja su ispitati seroloske i molekularne markere i
status EBV infekcije u ispitanika sa SEL u odnosu na kontrolnu grupu, utvrditi njihovu udruzenost
sa stepenom aktivnosti, klini¢kim i imunoseroloskim manifestacijama bolesti, promenu markera i
statusa EBV infekcije u ispitanika sa aktivnim SEL nakon Sest meseci u odnosu na postizanje
remisije/stanja niske aktivnosti SEL, identifikovati prediktore prelaska iz aktivne u latentnu EBV
infekciju i analizirati geneticke faktore koji bi mogli uticati na odgovor organizma na EBV
infekciju i nacin ispoljavanja SEL.

Materijal i metodologija: Sprovedena je prospektivna kohortna studija koja je obuhvatila
103 ispitanika sa dijagnozom SEL koji su leceni na Klinici za alergologiju i imunologiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije. Ispitanici sa aktivnim SEL (klini¢ki SLEDAI =4 i ukupni
SLEDAI=6) su praceni tokom Sest meseci, nakon ¢ega je u€injena nova procena aktivnosti bolesti i
analiza markera EBV infekcije. Primarni ishod u ovoj grupi ispitanika bio je postizanje remisije ili
niske aktivnosti lupusa (eng. Lupus Low Disease Activity, LLDAS) nakon Sest meseci pracenja.
Kontrolnu grupu ¢inilo je 99 ispitanika starijih od 18. godina, koji nisu imali dijagnozu sistemske
autoimunske ili aktivne maligne bolesti, niti pozitivhu porodi¢nu anamnezu za iste. Odredivana
su antitela na EBV antigene EBNA 1 (IgG), VCA (IgM, IgG) i EA(D) (IgM, IgG) u uzorcima seruma
primenom komercijalnih ELISA testova prema uputstvima proizvodaca. Aktivna EBV infekcija je
definisana prisustvom virusne DNK (pozitivnha EBNA1 i/ili LMP1) i/ili prisustvom anti-VCA IgM
i/ili anti-EA(D) IgM antitela. Komercijalni TagMan SNP esej je koriS¢en za odredivanje genotipova
ILIORA (rs10892202, rs4252270, rs3135932, rs2228055, rs2229113, rs9610), IL10RB
(rs999788, rs2834167, rs1058867) i IL2ZRA (rs16829204, rs3795299). Aktivnost bolesti
procenjivana je primenom slede¢ih skala i skorova: SLEDAI 2K, LFA-REAL ClinRO i PGA.
SLICC/ACR Damage Index je koris¢en za procenu akumuliranog ostec¢enja. Od pacijenata je
traZeno da daju svoju procenu aktivnosti bolesti primenom LFA REAL PRO, a stepen zamora
ocenjivan je primenom FACIT-F skale.

Rezultati: Ispitivanjem je obuhvaceno 103 ispitanika sa SEL, ve¢inom Zena (91,3%),
prosecne starosti 45,424+12,9 godina. Limfopenija (50%), alopecija (39%), artritis (32%) i
leukopenija (32%) bile su najceSc¢e klinicke manifestacije. Aktivna forma bolesti bila je prisutna
kod 51 (49,5%) ispitanika. Kontrolnu grupu ¢inilo je 99 ispitanika, ve¢inom Zena (88%), prosecne
starosti 55,43+13,62 godine. Aktivna EBV infekcija je znacajno ¢eSce bila prisutna u ispitanika sa
SEL (41,7%) u odnosu na kontrolnu grupu (9,2%). Ispitanici sa SEL imali su viSu prevalencu i
titar anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgG i anti-EA(D) IgM antitela u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,001, p<0,001, p=0,008, redom). Premda je prevalenca aktivnhe EBV infekcije u ispitanika sa
aktivnim SEL (47,1%) bila viSa u odnosu na ispitanike u remisiji/LLDAS (36,5%), ova razlika nije



bila statisticki znacajna (p=0,321). Prevalenca EBV DNK u plazmi je bila niska i nije se znacajno
statisticki razlikovala u odnosu na ispitanike u kontrolnoj grupi (p=0,893). Titrovi anti-VCA IgM,
anti-EA(D) IgG i anti-EA(D) IgM antitela bili su znacajno visi u ispitanika sa SEL u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001, p<0,001, p=0,012, redom). Ispitanici koji su imali anti-EA(D) IgG
antitela imali su ¢ak 14 puta vecu verovatno¢u da imaju SEL (OR 14,144, 95%CI 1,21-164,72,
p=0,034). Kod ispitanika sa lupus nefritisom i limfopenijom ceS¢e je bio prisutan EBNA1 gen
(p=0,047). Visi titar anti-VCA IgG antitela bio prediktor alopecije (OR 1,018, 95%CI 1,00-1,04,
p=0,046), a anti-EA(D) IgG antitela limfopenije u ispitanika sa SEL (OR 1,040, 95%CI 1,01-1,08,
p=0,032). Nadena je umerena pozitivna korelacija titra anti-VCA IgM antitela sa koncentracijom
RF (p<0,001, rho=0,355). Ispitanici sa SEL su rede bili nosioci ILIORB rs1058867 G alela u odnosu
na kontrolnu grupu (51,5% vs 38,8%, p=0,12). Nosioci ILZ2RA rs3795299 G alela imali su 4,5
puta veci rizik da razviju hematoloSke manifestacije SEL (p=0,018), i 3,8 puta vecu rizik za pojavu
limfopenije (p=0,042). Nosioci IL10RA rs10892202 C alela i IL10RA rs4252270 T alela imali su
skoro 11,6 puta vecu Sansu za pojavu autoimune hemolizne anemije (p=0,018). Malarni ras se 4,4
puta ceSc¢e javljao kod nosioca ILIORA rs10892202 GG i IL10RA rs4252270 CC genotipa
(p=0,013). Sjogrenov sindrom je bio ¢eS¢i kod nosioca ILI0RA rs3135932 AA i IL22A rs3795299
CC genotipa (p=0,036, p=0,029, redom), a Hashimoto tiroiditis kod nosioca ILI10RA rs9610 GG
genotipa, IL2ZRA rs3795299 C alela i IL2ZRA rs16829204 CC genotipa (p=0,027, p=0,002,
p=0,026, redom). Nakon Sest meseci pracenja ispitanika sa aktivnim SEL kod 77% ispitanika koji
su imali aktivnu EBV infekciju nastala je latentna infekciju (p<0,001). Na prelazak u latentnu EBV
infekciju nisu uticali primenjena terapija za SEL i prisustvo pridruZenih autoimunskih bolesti.
Nakon Sest meseci zabeleZzena je znacajna redukcije seroprevalence i titra anti-EBNA1 IgG
(p<0,001) i anti-VCA IgM antitela (p=0,001), i porasta titra anti-EA(D) IgG antitela (p=0,043).
Nadeno je da je prisustvo anti-EA(D) IgM antitela pri uklju¢ivanju u ispitivanje nezavisan
prediktor remisije/LLDAS u ispitanika sa koZnim manifestacijama SEL. Takode, visa
koncentracija C3 u serumu bila je pozitivni prediktor prelaska u iz aktivne u latentnu EBV
infekciju nakon Sest meseci pracenja.

Zakljucci: Ovo istrazivanje predstavlja prvo prospektivno ispitivanje sveobuhvatnih
seroloskih i molekularnih markera EBV infekcije i genetickih faktora u ispitanika sa SEL. Analiza
seroloskih markera EBV infekcije moZe pomoc¢i u predikciji rizika od nastanka SEL kod genetski
predisponiranih osoba, dok kod osoba sa ve¢ postojecom dijagnozom SEL moZe pomo¢i u
predikciji klini¢ckog toka bolesti i ulaska u remisiju/LLDAS. Prisustvo ILI10RB rs1058867 G alela
moZe imati protektivni efekat na pojavu SEL. Polimorfizmi gena za IL10RA i IL2Z2RA dovode se u
vezu sa razvojem hematoloskih manifestacija, postojanjem pridruZenog Sjogrenovog sindroma i
Hashimoto tiroiditisa, a polimorfizmi gena za ILI0RA sa pojavom malarnog rasa. Ova saznanja
mogu doprineti razvoju personalizovanog pristupa pacijentu sa SEL a sa ciljem S$to ranijeg
prepoznavanja ove bolesti i adekvatnog lecenja.

Kljucne reci: sistemski eritemski lupus (SEL), Epstajn-Bar virus (EBV), anti-EBNA 1 IgG,
anti-VCA IgM/IgG, anti-EA(D) IgM/IgG, EBNA1, LMP1, IL10RA, IL10RB, IL22RA
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SUMMARY

Significance of determination anti-EBV antibodies in patients with systemic lupus
erythematosus: association with clinical and immunoserological disease characteristics

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a multisystemic autoimmune
disease with a heterogeneous clinical presentation, which primarily affects women in the
reproductive period. It develops in a complex interaction of genetic and environmental factors,
among which infectious agents, especially the Epstein-Barr virus (EBV), play a significant role.

Aims: The aims of this research were to examine serological and molecular markers and
the status of EBV infection in subjects with SLE compared to the control group, to investigate
their association with the disease activity, clinical and immunoserological SLE manifestations,
changes in the markers and status of EBV infection in subjects with active SLE after six months in
relation to the achievement of remission/state of low lupus activity, identify predictors of
transition from active to latent EBV infection and analyze genetic factors that could affect the
response to EBV infection and the SLE manifestations.

Materials and methods: A prospective cohort study was conducted that included 103
subjects with SLE who were treated at the Clinic for Allergy and Immunology University Clinical
Center of Serbia. Subjects with active SLE (clinical SLEDAI =4 and total SLEDAI=6) were followed
for six months, after which a new assessment of disease activity and analysis of markers of EBV
infection was performed. The primary outcome was the achievement of remission or low lupus
activity (Lupus Low Disease Activity, LLDAS) after six months of follow-up. The control group
consisted of 99 subjects 218 yeras, without the diagnosis of systemic autoimmune or active
malignant disease, nor a positive family history. Antibodies to EBV antigens EBNA 1 (IgG), VCA
(IgM, 1gG), and EA(D) (IgM, IgG) were determined in serum samples using commercial ELISA
tests according to the manufacturer's instructions. Active EBV infection was defined by the
presence of viral DNA (positive EBNA1 and/or LMP1) and/or the presence of anti-VCA IgM
and/or anti-EA(D) IgM antibodies. A commercial TagMan SNP assay was used to determine the
genotypes of ILIORA (rs10892202, rs4252270, rs3135932, rs2228055, rs2229113, rs9610),
IL10RB (rs999788, rs2834167, rs1058867) and IL22RA (rs168292). 04, rs3795299). Disease
activity was assessed using the following scales: SLEDAI 2K, LFA-REAL ClinRO and PGA. The
SLICC/ACR Damage Index was used to assess accumulated damage. Patients were asked to assess
SLE activity using LFA REAL PRO, and the degree of fatigue was assessed using the FACIT-F scale.

Results: The study included 103 SLE patients, mostly women (91.3%), average age
45.42412.9 years. Lymphopenia (50%), alopecia (39%), arthritis (32%) and leukopenia (32%)
were the most common clinical manifestations. The active SLE was present in 51 (49.5%)
subjects. The control group consisted of 99 participants, mostly women (88%), average age
55.43+13.62 years. Active EBV infection was significantly more often in subjects with SLE
(41.7%) compared to the controls (9.2%). Subjects with SEL had a higher prevalence and titer of
anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgG and anti-EA(D) IgM antibodies compared to the control group
(p<0.001, p<0.001, p=0.008, respectively). Although the prevalence of active EBV infection in
subjects with active SLE (47.1%) was higher compared to subjects in remission/LLDAS (36.5%),
this difference was not statistically significant (p=0.321). The prevalence of EBV DNA in plasma



was low and did not significantly differ from the control group (p=0.893). Titers of anti-VCA IgM,
anti-EA(D) IgG and anti-EA(D) IgM antibodies were significantly higher in subjects with SLE
compared to the control group (p<0.001, p<0.001, p=0.012, respectively). Subjects who had anti-
EA(D) IgG antibodies were even 14 times more likely to have SLE (OR 14.144, 95%CI 1.21-
164.72, p=0.034). The EBNA1 gene was more often present in subjects with lupus nephritis and
lymphopenia (p=0.047). A higher titer of anti-VCA IgG antibodies was a predictor of alopecia (OR
1.018, 95%CI 1.00-1.04, p=0.046), and anti-EA(D) IgG antibodies predicted of lymphopenia in
subjects with SLE (OR 1.040, 95%CI 1.01-1.08 , p=0.032). A moderate positive correlation of anti-
VCA IgM antibody titer with RF concentration was found (p<0.001, rho=0.355). Subjects with SLE
were less often carriers of the ILIORB rs1058867 G allele compared to the controls (51.5% vs
38.8%, p=0.12). IL22RA rs3795299 G allele carriers had a 4.5 times higher risk of developing
hematological manifestations (p=0.018), and a 3.8 times higher risk of developing lymphopenia
(p=0.042). Carriers of ILI0ORA rs10892202 C allele and IL10RA rs4252270 T allele had an almost
11.6 times greater chance of developing autoimmune hemolytic anemia (p=0.018). Malar rash
occurred 4.4 times more often in ILI0RA rs10892202 GG and IL10RA rs4252270 CC genotype
carriers (p=0.013). Sjogren's syndrome was more common in carriers of IL10RA rs3135932 AA
and IL22A rs3795299 CC genotype (p=0.036, p=0.029, respectively), and Hashimoto thyroiditis in
carriers of IL10RA rs9610 GG genotype, ILZ2RA rs3795299 C allele and ILZ2RA rs16829204 CC
genotype (p=0. 027, p=0.002, p=0.026, respectively). After six months follow-up of subjects with
active SLE, 77% transitioned from active to latent EBV infection (p<0.001). The transition to
latent EBV infection was not influenced by therapy and presence of associated autoimmune
diseases. After six months, there was a significant reduction in the seroprevalence and titer of
anti-EBNA1 IgG (p<0.001) and anti-VCA IgM antibodies (p=0.001), and an increase in the titer of
anti-EA(D) IgG antibodies (p=0.043). The presence of anti-EA(D) IgM antibodies at enrollment
was found to be an independent predictor of remission/LLDAS in subjects with cutaneous
manifestations of SLE. A higher serum C3 concentration positively predicted transition to latent
EBYV infection after six months of follow-up.

Conclusions: This study represents the first prospective evaluation of comprehensive
serological and molecular markers of EBV infection and genetic factors in subjects with SLE. The
analysis of serological markers of EBV infection can help predicting the risk of SLE in genetically
predisposed individuals, while in people with an existing SLE it can help predicting the course of
the disease and achievement of remission/LLDAS. The presence of the ILI0RB rs1058867 G allele
may have a protective effect on the development of SLE. IL10RA and IL22RA gene polymorphisms
are associated with hematological manifestations, presence of associated Sjogren's syndrome and
Hashimoto thyroiditis, and IL10RA gene polymorphisms with the occurrence of malar rash. These
findings can contribute to the development of a personalized approach to SLE patients, with the
aim of early disease recognition and adequate treatment.

Keywords: systemic lupus erythematosus (SLE), Epstein-Barr Virus (EBV), anti-EBNA 1
IgG, anti-VCA IgM/IgG, anti-EA(D) IgM/IgG, EBNA1, LMP1, IL10RA, IL10RB, IL22RA
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1. UVOD

Sistemski eritemski lupus (SEL) je sistemsko autoimunsko inflamatorno obolenje, vrlo
heterogene klinicke prezentacije koje sa karakteriSe povremenim pogorsSanjima bolesti razlicitog
inteziteta. Nastaje u vrlo kompleksnoj interakciji genetickih i faktora sredine, medu kojima virusi
imaju znacajnu ulogu. Uloga Epstajn-Bar virusa (EBV) u SEL je odavno prepoznata, i predstavlja
predment intezivnog proucavanja poslednjih decenija. Dosadasnji podaci ukazuju na mogucu
ulogu EBV ne samo u nastanku, ve¢ i u klini¢koj prezentaciji lupusa, sugeriSuci i nove mogu¢nosti
u terapiji pa i prevenciji SEL.

1.1 Epidemiologija SEL

Lupus karakteriSe izrazita predilekcija za osobe Zenskog pola, i to dominatno u
reproduktivnom periodu iznedu 15-44 godine Zivota (1). Zene ¢ak 13 puta ¢e$ée obolevaju od
SEL u odnosu na osobe muskog pola (2). Podaci o incidenci i prevalenci SLE se znacajno razlikuju
u zavisnosti od geografskog podrucja. Incidenca SEL u Evropi iznosi 0,3 do 5,1 sluc¢ajeva na 100
000 godisnje, na osnovu cega je prevalenca bolesti procenjena na 200.000 do 250.000 obolelih u
Evropi (3). Medutim, postoje znacajne regionalne varijacije. Nazalost, nema preciznih podataka o
incidenciji i prevalenci SEL u Srbiji.

1.2 Patogeneza SEL

U osnovi patogeneze SEL nalazi se sloZena interreakcija geneti¢ke predispozicije, brojnih
faktora sredine i znacajan uticaj hormonskih faktora. Klju¢nu ulogu u patogenezi ima gubitak
autotolerancije, pri ¢emu su uklju¢eni mehanizmi i urodene i ste¢ene imunosti. Rezultat ovog
proceca je stvaranje mnostva autoantitela, formiranje imunskih kompleksa koji se deponuju u
razli¢itim tkivima i organima, sa posledi¢cnom aktivacijom komplementa i akumulacijom
neutrofila i drugih zapaljenskih Celija (1).

1.2.1 Geneticki faktori

Nasledna komponenta u SEL je odavno prepoznata, te su prva saznanja o genetickoj
komponenti proizasla proucavanjem mono- i dizigotnih blizanaca kod koji je uocena stopa
podudarnosti od 24% i 2%, redom (4). Cak 10-12% prvih srodnika obolelih od SLE takode ima
SEL u odnosu na manje od 1% u kontrolnoj grupi (5). Veliki broj gena je do sada povezan sa
predispozicijom za nastanak SEL, i mnogi od njih su identifikovani upravo ispitivanjem celog
genoma porodica sa viSe ¢lanova obolelih od SEL. Deficit pojedinih komponenti komplementa
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Clq, Clr, C1s, C2 i C4 znacajan je faktor rizika sa nastanak SEL (6). Skoro 90% osoba sa deficitom
C1q razvijaju tzv. lupus-like bolest (7). Geni glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, eng.
major histocompatibility complex) koji imaju vaznu ulogu u prezentaciji antigena HLA-A1, B8 i
DR3 takode su udruZeni sa SEL (8). Sa pojavom GWAS studija (eng. genome-wide association
studies) spektar suspektnih gena se prosirio, te se sada zna za preko 80 gena udruZenih sa SEL
(9-12). Pored MHC molekula i komponenti komplementa, identifikovani su geni ¢iji produkti
utiCu na imunski sistem kao Sto su izmedu ostalih IRF5, ITGAM, STAT4, BLK i CTLA4 (13). Medu
njima su posebno Cesti polimorfizmi gena ciji su produkti deo interferonskog puta (14-16).
Polimorfizmi gena za IL-10R i IL-22R nisu do sada ekstenzivnije ispitivani u SEL. Receptor za IL-
10 je ¢lan porodice IL-10 receptora zajedno sa receptorima za IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-
26, IL-2. Sastoji iz dva lanca IL-10R1 kodiranih genom ILI0RA i dva lanca IL-10R2 kodiranih
genom [L10RB. IL10RA gen se nalazi na hromozomu 11 (11q23.3), a IL10RB gen na hromozomu
21 (21q22.11) (17). Receptor za IL-22 (IL-22R) se sastoji se od dve heterodimerne podjedinice,
IL-22R1 i IL-10R2. Gen koji kodira IL-22R1 je lociran na hromozomu 1p36.11 (18). Razumevanje
regulacije IL-10 i IL-22 i njihovih receptora je neophodno u cilju boljeg razjasnjenja patogneze
SEL, ali i vaZan korak u osmisljavanju novih terapijskih opcija.

1.2.2 Faktori okoline

Uticaj faktora okoline na pojavu SEL ispitivan je u veem broja studija. Ultravioletno
zraCenje, lekovi i suplementi, pusSenje, aerozagadenje, nedostatak vitamina D i razliciti infektivni
agensi posebno virusi, kao i epigenetske modifikacije najznacajni su faktori okoline udruzeni sa
lupusom (19-23). Najces¢i lekovi i suplementi koji se dovode u vezu sa nastankom lupusa su
izoniazid, hidralazin, prokainamid, TNF-a inhibitori, ehinacea (21,24,25). Novije studije su
ukazale i na vaznu ulogu psiholoSkog stresa koji je udruzen sa ¢ak 50% povecanjem rizika od
razvoja SEL (26,27).

1.2.3 Virusi kao pokretaci autoimunosti u SEL

Mnogi virusi su prepoznati kao potencijalni okidaci pojave SEL. Takode, pretpostavlja se
da su virusi udruzeni sa pogorsSanjem lupusa i da mogu da uti¢u na klinicko ispoljavanje pa i tok
bolesti (28,29). Najvise su proucavani EBV, citomegalovirus (CMV), Parvo B19, virus humane
imunodeficijencije (HIV), humani endogeni virusi (HERV) i retrovirusi (28). Interreakcija virusa i
domacina putem razli¢itih mehanizama vremenom dovodi do gubitka tolerancije, produkcije
autoantitela, formiranja i deponovanja imunskih kompleksa sa posledi¢nim zapaljenjem i
oStecenjem ciljnih tkiva i organa. Mehanizmi molekulske mimikrije i Sirenja epitopa su dobro
poznati mehanizmi indukcije autoimunosti koji se zasnivaju znacajnom stepenu homologije
sopstvenih i virusnih proteina (30-32). Virusi mogu uzrokovati i epigenetske promene kao $to su
metilacija DNK, modifikacija histona i mikroRNK, ¢ime menjaju ekspresiju gena favorizijuci razvoj
autoimunosti (30,32). Pojedini virusi su razvili mehanizme izbegavanja imunskog odgovora
domacima, kao $to su herpesvirusi $to im omogucava da uspostave stanje perzistentne virusne
infekcije a posledi¢no i hroni¢nu inflamaciju sa poliklonskom proliferacijom B i T limfoicita (33).
Tokom ovog procesa mozZe do¢i do pojave autoreaktivnih klonova i produkcije autoantitela.
Virusne nukleinske kiseline vezivanjem za TLR (eng. toll-like receptor), NLR (eng. nucleotide
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binding and oligomerization domain receptor) i RIG-I (eng. retinoic acid-inducible gene-I)
receptore dovode do aktivacije urodene imunosti i pojacanog odgovora gena tipa [FN I (34).

1.2.4 Imunolo$ki mehanizmi patogeneze SEL i uloga interferona tipa I

Patogenezu SEL karakteriSe disregulacija urodene i steCene imunosti i povecana
produkcija interferona (IFN) tipa I (35-37). Interferoni tipa I aktiviraju ¢elije urodene i steCene
imunosti regulisanjem ekspresije tzv. IFN inducibilnih gena, $to je oznaceno kao interferonski
potpis (38-40). Glavni izvor interferona tipa I su dendriti¢ne Celije koje prepoznaju nukleinske
kiseline u sklopu imunskih kompleksa, a poznato je da su endogene i egzogene nukleinske
kiseline koje se oslobadaju tokom apoptoze vazan antigenski stimuls u SEL. Medutim, okidaci za
produkciju IFN tipa I kao i ta¢ni mehanizmi njihovog delovanja u autoimunosti nisu dovoljno
poznati. Pored apoptoze i neutrofilne ekstracelularne zamke - NETs (eng. neutrophils
extracellular traps) vaZan su izvori antigena u lupusu, ali i IFN-a delovanjem na TLR9 (41-43).
Tokom apoptoze dolazi do oslobadanja intracelularnog sadrzZaja koji sadrZi endogene nukleinske
kiseline dovode¢i do stvaranja imunskih kompleksa. Imunski kompleksi aktiviraju potom
dendritice Celije (DC) putem TLR7 i TLR9 (eng. toll-like receptor), stimulisu¢i ih da produkuju IFN
tipa I (44). Putevi "sensinga” nukleinskih kiselina su inace strogo regulisani i imaju za cilj pre
svega adekvatan antivirusni odgovor, ali kod pacijenata sa SEL postoji hroni¢no pojaCana
aktivacija IFN puta (45). Takode, defekt klirensa imunskih kompleksa i apoptoticnog materijala
usled nedostatka pojedinih komponentni komplementa stvara uslove za razvoj inflamacije i
produkcije autoantitela (46). Hroni¢no poviseni nivoi IFN tipa I nisu samo posledica povecane
produkcije, ve¢ i povectane senzitivnosti ali i poremecaja negativne regulacije (40). U prilog tome
govore i polimorfizmi gena ¢iji produkti ucestvuju u razlic¢itim delovima interferonskog puta.
Polimorfizmi IRF (eng. interferon regulatory factor) 5 i IRF7 gena udruZeni su sa poviSenim
nivom IFN tipa [, a polimorfizam STAT4 (eng.singal transducer and activator of transcription) koji
je se nalazi nishodno od IFNAR (eng. type I IFN receptor) je udruZen sa pove¢anom senzitivnoscéu
na IFN tip I (14-16). (Slika 1.)
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Slika 1. Shematski prikaz modulacije IFN puta u SEL (preuzeto iz Postal i saradnici (40))

Aktivirani neutrofili putem stvaranja NETs znacajno ucestvuju u imunopatogenezi SEL.
Pokazano je da su lupus karakteristi¢na autioantitela deo NETs (47,48). Povecano stvaranje NETs
uz neadekvatnu degradaciju dovodi do eksternalizacije autoantigena i indukcije IFN tipa I (49).
Takode, histoni povezani sa NET-om aktiviraju TLR i inflamazome koji eksprimiraju NLRP3 (eng.
NLR-pyrin domain), dovodeéi do oslobadanja IL-13 i IL-18 (50). Vezuju¢i C1q komponentu
komplementa pokrecu aktivaciju klasicnog puta, pri ¢emu aktivirane komponente komplementa
inhibiSu degradaciju NETs dodatno doprinose¢i autoimunskom procesu (51).

Niz alteracija ste¢ene imunosti je pokazan kod pacijenata sa SEL. Promena u TCR (eng. T
cell receptor) - CD3 signalnom put koju karakteriSe smanjenja ekspresija CD3( lanca $to dovodi
do njegove zamene homologim FcRy dovodi do povecane aktivacije kalcineurina. Kalcineurin
uzrokuje aktivaciju transkripcionog faktora NFAT (eng. nuclear factor of activated T cells) i time
laksu aktivaciju CD40L gena, Sto olakSava aktivaciju T limfocita (52). Povecana je i aktivacija
PI3K (eng. phosphoinositide-3 kinase), koji je deo PI3K- Akt-mTOR (eng. mamalian target of
rapamycin) singalnog puta koji se povezuje sa pove¢anom produkcijom proteina. Pokazano je da
primena PI3K inhibitora redukuje inflamaciju u tkivima i klinicke simptome lupusa (53,54).
Disbalans izmedu Th1 i Th2 limfocita vaZan je deo patogeneze lupusa (55). Najveci broj studija
ukazuje na smanjenu funkciju Th1l i povecanu Th2 limfocita sa posledicnom aktivacijom
autoreaktivnih B limfocita. S druge strane disbalans Th17 i T regulatornih limfocita dovodi do
povecane produkcije IL-17, i poviSeni nivoi ovog citokina nadeni su u bubrezima, kozi, i plu¢ima
pacijenata sa lupusom (56,57). U saradnji sa Blys (eng. B-cell stimulating factor) stimuliSe
diferencijaciju i prezivljavanje autoreaktivnih B limfocita. Broj i funkcija T regulatornih limfocita
su redukovani (58). U pacijenata sa SEL povecan je i broj T folikularnih pomo¢nickih limfocita
(Tfh) koji imaju ulogu u selekciju visokoafinitetnih B limfocita u germinalnom centru. Pokazano je
da broj Tth koreliSe sa aktivnoS¢u lupusa i titrom autoantitela (59).
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Ekspresija faktora aktivacije B limfocita (BAFF, eng. B-cell activating factor) je povecana u
pacijenata sa lupusom i stimuliSe proliferaciju B limfocita i produkciju autoantitela (60). Broj i
funkcija B regulatornih limfocita (Bregs) koji putem sekecije IL-10 i TNF-f inhibiSu produkciju
Th1 citokina i reguliSu prezentaciju antigena znacajno su redukovani kod pacijenata sa lupusom,
a raste nakon primene imunosupresivne terapije (51,61-63).

1.3Klinicka prezentacija, dijagnoza i klasifikacija SEL

Klini¢ka prezentacija SEL je izrazito heterogena i prakticno ne postoji organ ili organski
sistem koji ne moZe biti zahva¢en ovom boleS¢u. NajceS¢e su zahvaceni koZa i sluzokoZe,
miSi¢noskelektni sistem, bubrezi, nervni i hematopoezni sistem.

Smatra se da i do 90% pacijenata sa SEL razvije u nekom momentu svoje bolesti kutane
manifestacije. Spektar kutanih manifestacija je izrazito Sirok, ali su neke od njih specifi¢cne sa
lupus te su deo Kklasifikacionih kriterijuma za SEL. To su akutni kutani lupus, subakutni kutani
lupus, i nekoliko formi hroni¢nog kutanog lupusa (diskoidni, lupus profundus, chillblain lupus,
lupus tumidus). Medutim, nespecificne kutane manifestacije poput alopecije, vaskulitisa, livedo
reticularis-a su takode ceste (64,65). Tipi¢an patohistoloski nalaz bioptiranih koZnih promena
pokazuje “interface” dermatitis sa perivaskularnim i periadneksalnim zapaljenjem, dok
imunohistohemijski nalaz Cesto pokazuje depozite imunoglobulina i komplementa na dermo-
epidermalnoj spojnici (35,64). Kutane manifestacije su tipi¢no lokalizovane u fotoeksponiranim
delovima koZe, pojavljuju se nekoliko dana nakon izlaganja UV zracCenju i Cesto predstavljaju
vaznu indiciju za postavljanje dijagnoze SEL. Oralne manifestacije su naj¢eS¢e u vidu mukozalnih
ulceracija i imaju ucestalost oko 40%, ali se mogu manifestovati i kao suvoca usne duplje,
promene na pljuvacnim Zlezdama, desnima (66).

MiSi¢no-skeletne manifestacije su takode Ceste i obitno tipa artritisa i tenosinovitisa.
Artritis je najCeS¢e neerozivan, simetricne distribucije, tipicno zahvata zglobove Saka
(metakarpofalnegalne, proksimalne interfalangealne), rucja i kolena (67,68). Inflamacija
periartikularnih struktura Cesto je vidljiva klinickim pregledom, ali se jo$ CeS¢e otkriva primenom
ehosonografije (69). Vazno je razlikovati ove manifestacije od Siroko rasprostranjenog bola i
zamora koji su posledica fibromijalgije, koja je ¢est komorbiditet u pacijenata sa SEL (70).

HematoloSke manifestacije SEL su Ceste i brojne, i mogu predstavljati inicijalnu klini¢ku
prezentaciju bolesti. Tipi¢no se javljaju leukopenija, limfopenija, trombocitopenija, autoimuna
hemolizna anemija, a moguca je pojava tromboti¢ne trombocitopenijske purpure i mijelofibroze
(71). Leukopenijom se smatra < 4000/mm?3 i javlja se u 50-60% pacijenata. Limfopenija je Cesta u
aktivnoj fazi lupusa, medutim retko zahteva primenu profilakse oportunistickih infekcija.
Neutropenija je reda, i samu 17% slucajeva je broj neutrofila ispod 1000/mm3, ali ukoliko je
izraZenija pracena je poviSenim morbiditetom i mortalitetom, te zahteva detaljan pristup. Mnogi
pacijenti dugo godina bivaju leceni pod dijagnozom idiopatske trombocitopenijske purpure, a
tokom vremena razviju i druge manifestacije SEL. Trombocitopenija je Cesto udruZena sa
prisustvom antifosfolipidnih antitela, antifosfolipidnim sindromom i lezijom bubrega. Nekada je
medutim tesko utvrditi da li su ove citopenije deo klinicke slike SEL ili pak posledica primenjene
imunosupresivne terapije. lako trombotiCna trombocitopenijska purpura i mijelofibroza



predstavljaju retke manifestacije SEL, cesto su ozbiljne i zahtevaju intezivnu terapiju.
Splenomegalija i limfadenopatija se javljaju u oko 40% slucajeva i retko su klinicki znacajne (71).

OstecCenje bubrega se javlja kod oko 50% pacijenata sa SEL (72). Predstavlja najznacajniji
uzrok morbiditeta i mortaliteta pacijenata sa lupusom i moZe voditi bubreZnoj insuficijenciji (73).
Tipi¢no se manifestuje pojavom proteinurije i patoloSkog sedimenta urina. Medutim, pokazano je
da skoro 25% pacijenata sa lupusom ima znakove lupus nefritis na biopsiji bubrega, bez klinickih
znakova lezije bubrega (74). Imunoserolo$ki lupus nefritis cesto prati prisustvo anti-dsDNK, anti-
Clq i potrosnja komponentni komplementa. Biopsija bubrega je klju¢na u postavljanju dijagnoze
lupus nefritisa, proceni aktivnosti i stepena oStecenja, kao i izboru terapijskog pristupa. Prema
Renal Pathology Society/International Society of Nephrology Kklasifikaciji postoji Sest
patohistoloskih tipova lupus nefritisa: minimalni mezangijalni lupus nefritis (klasa I),
mezangijalni proliferativni lupus nefritis (klasa II), fokalni lupus nefritis (klasa III), difuzni lupus
nefritis (klasa IV), membranozni lupus nefritis (klasa V) i uznapredovali sklerozirajuéi lupus
nefritis (klasa VI) (75,76). Medutim, pored lezije bubreZznih glomerula moguci su i drugi vidovi
oSteCenja bubrega kao Sto su tubulointersticijski nefritis, podocitopatije, tromboti¢na
mikroangiopatija (77,78).

Premda je Sirok spektar neuropsihijatrijskih manifestacija udruzen sa SEL (NPSEL), samo
nekoliko se smatra tipicnim. To su epi napadi, psihoza, mononeuritis multipleks, mijelitis,
neuropatije, akutno konfuzno stanje (79,80). U dijagnozi NPSEL se dominantno koristi NMR
centralnog nervnog sistema i analiza cerebrospinalnog likovora. Nalaz oligoklonalnih traka i
poviSen IgG i likvoru ukazuju na aktivan NPSEL (81). Veliki broj pacijenata sa SEL ima kognitivne
poremecaje, te se savetuje psihometrijska i psihijatrijska evaluacija pacijenata (82).

PulmoloSke i Kkardiovaskularne manifestacije SEL znacajan su uzrok morbiditeta i
mortaliteta pacijenata sa SEL. Perikarditis i perikardni izliv su najcesc¢e kardioloske manifestacije
sa ucestaloS¢u od oko 25%. Perikardini izlivi su obi¢no blagi i asimptomatski. Zahvatanje
miokarda je retko i obi¢no se javlja sa aktivnoS¢u lupusa u drugim sistemima. Spektar pluénih
manifestacija je znacajno Siri, obi¢no u vidu pleuritisa i obostranih pleuralnih izliva u 40-50 %
slucajeva. Javljaju se i intersticijska bolest pluéa (3-13%), akutni lupusni pneumonitis (1-4%),
difuzna alveolarna hemoragija i ”shrinking lung” sindrome (83).

Gastrointestinalne i hepatoloske manifestacije se javljaju kod 25-40% pacijenta. Pojava
peritonitisa, mesenterijalnog vaskulitisa i infarkta creva su teSke premda retke manifestacije
lupusa. Pankreatitis moZe biti posledica vaskulitisa ili tromboze, i javlja se u 2-8% slucajeva.
Mediutim, opisan je i porast pankreasinih enzima bez evidentnog pankreatitisa. Premda je jetra
Cesto zahvacdena u lupusu, retko je klinicki znacajna. Najc¢eSce se registruje hepatomegalija (12-
25%). Lupus udruZeni hepatitis je redak, obi¢no je blagog stepena, i nekada je tesko razlikovati ga
od autoimunskog hepatitisa. Moguca je pojava ascitesa i enteropatije sa gubitkom proteina (eng.
protein-losing enetropathy) koje su relativno retke manifestacije lupusa (83).

Oftalmoloske manifestacije lupusa su raznovrsne i mogu se manifestovati pojavom
zapaljenja retinalne arterije, infarkta retine, retinalnog vaskulitisa, uveitisa, skleritisa, optickog
neuritisa. Zahvatanje konjuktive i kornee je obi¢no znak postojanja pridruZenog Sjogrenovog
sindroma (83).



Imunoserolo$ki parametri SEL koriste se ne samo u dijagnozi ve¢ i u prognozi i proceni
aktivnosti bolesti (83). Pored ANA (antinuklearna antitela) koja se javljaju u mnogim drugim
autoimunskim bolestima, lupus karakteriSu brojna specificna antitela. Autoantitela na dsDNK i
histone su karakteristicna za SEL i za lekom indukovan lupus. Smatra se da skoro 70% pacijenata
sa lupusom ima anti-dsDNK antitela u nekom periodu svoje bolesti. Obzirom da su visoko
specificna za SEL, vrlo su korisna u postavljanju dijagnoze bolesti. Anti-Sm (Smith) antitela su
prisutna u 10-30% pacijenata i takode imaju visoku specifi¢cnost sa SEL. Visoki specificnost ali
znacajno manju senzitivnost imaju anti-ribozomalna antitela. Pojedina autoantitela su udruzena
sa pojavom klinickih manifestacija lupusa (84). Prisustvo i titar anti-dsDNK koreliSu sa lupus
nefritisom, teZinom lupusa i stepena oStecenja. Anti-SSA i anti-SSB antitela su udruZena sa
mukokutanim manifestacijama, pojavom neonatalnog lupusa i urodenog sr¢anog bloka kod dece
seropozitivnih majki (85). Antifosfolipidna antitela, koja su imunoloski marker antifosfolipidnog
sindroma Cesto su udruZena sa lupus nefritisom, zahvatanjem centralnog nervnog sistema, ali i sa
stepenom akumuliranog oStecenja tokom vremena i mortalitetom (86).

Obzirom na ovako heterogenu klinicku prezentaciju, postavljanje dijagnoze SEL moZe
nekada biti vrlo dugotrajan proces koji zahteva iskustvo. Ne postoje definisani kriterijumi za
postavljanje dijagnoze lupusa, ve¢ se ona zasniva na kombinaciji klini¢kih, laboratorijskih i drugih
dijagnostickih pokazatelja, uz istovremeno iskljucivanje velikog broja stanja i bolestu koje mogu
imitirati klinicku sliku SEL. Takode, mnoge manifestacije lupusa se razvijaju sukcesivno kroz
vreme, Sto delimi¢no objasnjava znacajno kasnjenje u dijagnozi SEL. Tokom vremena, a pre svega
sa ciljem boljeg definisanja Sto homogenije grupe ispitanika za ukljucivanje u klinicke studije
ispitivanja efikasnosti novih lekova formirano je nekoliko setova klasifikacionih kriterijuma.
Poslednji set Kklasifikacionih kriterijuma iz 2019 godine (2019 EULAR/ACR Klasifikacioni
kriterijumi) pokazao je specificnost od 93% i senzitivnost od 97% i zahteva prisustvo ANA kao
ulazni kriterijum (Tabela 1.) (87).



Tabela 1. Klasifikacioni kriterijumi 2019 ACR/EULAR za SEL (preuzeto i adaptirano iz

Aringer i saradnici, 2019) (87)

Ulazni kriterijum: + ANA2 1:80 na supstratu Hep2 ¢elija ili ekvivalentnom testu

Dodatni kriterijumi:

Kriterijum se ne racuna ukoliko ne postoji drugo verovatnije objasnjenje sem SEL
Doviljno je da kriterijum bude prisutan u jednom navratu

Neophodan je bar jedan klinicki kriterijum
Kriterijumi ne noraju biti istovremeno prisutni

U okviru svakog domena boduje se samo Kriterijum sa najveom teZinom

Klini¢ki domeni i kriterijumi TeZina Imunoloski domeni i Tezina
(Bodovi) Kkriterijumi (Bodovi)
Konstucionalni Anti-fosfolipidna antitela
PoviSena telesna temperatura 2 anti-kardiolipinska ili 2
anti-B2GP1 ili
lupus antikoagulans
Kutani Proteini komplementa
neoZiljna alopecija 2 Snizen C3 ili C4 3
oralne ulceracije 2 Snizen iC31iC4 4
subakutni kutani ili diskoidni lupus 4
Akutni kutani lupus 6
Artritis Visoko specifi¢na antitela
Ili sinovitis karakterisan otokom ili izlivom =2 anti-dsDNK 6
zgloba ili osetljivost =2 zgloba plus 230 min anti-Smith 6
jutarnja ukocenost
Neuroloski
Delirijum 2
Psihoza 3
Epi napadi 5
Serozitis
Pleuralni ilin perikardni izliv 5
Akutni perikarditis 6
Hematoloski
Leukopenija 3
Trombocitopenija 4
Autoimuna hemoliza 4
Bubrezni
Proteinurija >5g/24h 4
Lupus nefritis klasa I1ili V 8
Lupus nefritis klasa IIl ili [V 10

Klasifikovati kao SEL ukoliko je ukupni skor najmanje 10 i ispunjen je ulazni kriterijum.

Kriterijumi obuhvataju sedam Kklinickih i tri imunoloska domena sa deskriptorima razlicite
tezine i bodovanja. Mogu se primeni samo ukoliko ne postoji drugo verovatnije objas$njenje sem
lupusa. U odnosu na prethodne kriterijume, bolje reprezentuju rutinsku klinicku praksu, te mogu
biti znac¢ajna pomo¢ u postavljanju dijagnoze lupusa, a ne samo u klasifikaciji bolesti.



1.4Biomarkeri u SEL

Mogucnost predikcije razvoja lupusa, zahvatanja organa, postizanja remisije ili odgovora
na terapiju primenom odgovaraju¢ih biomarkera predstavlja polje intezivnog istraZivanja.
Premda se titar anti-dsDNK antitela, nivo komponenti komplementa, i markera zapaljenja ¢esto
koriste u rutinskoj praksi, nema puno dokaza koji potvrduju njihovu primenu. Prakti¢cno sve
preporuke EULAR-a poslednjih decenija naglasavaju neophodnost identifikovanja novih
biomarkera SEL (88). IFN tipa I dobro koreliSu sa aktivnoS¢u bolesti, ali ih je teSko meriti u
serumu jer se vezuju za svoje Siroko rasprostranjene receptore (IFNAR). Zbog toga vecina eseja
meri Celijski odgovor na IFN tipa I u vidu ekspresije seta gena poznat kao interferonski potpis.
Interferonski potpis (ISG, eng.inteferon stimulated genes) nije jedinstven, ve¢ postoje klasteri IFN
stimulisanih gena koji imaju razli¢it klinicki znac¢aj. Ovakava stratifikacija pacijenata omogucdila je
uvodenje nove terapija za SEL, predikciju pogorsanja i primene kortikosteroida (89). Pokazano je
primenom IFN eseja specificnog za B limfocite da je teterin na povrsini memorijskih B limfocita
udruZen sa postojanjem SEL, aktivnoS¢u bolesti i da je bolji prediktor pogorSanja nego teterin
eksprimiran na drugim celijskim populacijama ili u esejima koji koriste celu krv (89). Takode,
skorija studija je pokazala i moguc¢nost primene interferonskog skora u predikciji razvoja SEL
(90).

Pracenje odgovora i predikcija novog relapsa u pacijenata na terapiji rituksimabom
uslovila je primenu novih metoda visoko senzitivne proto¢ne citometrije koje omogucéavaju
merenje broja plasmablasta i specificnih podtipova B limfocita. Poznato je da plasmablasti imaju
nisku ekspresiju CD20 (zbog ¢ega rituksimab ne deluje ne njih) i kratak poluZivot u cirkulaciji, te
se njihovo prisustvo u odsustvu drugih podtipova B limfocita nakon primene rituksimaba smatra
znakom postojanja aktivnosti B limfocita u drugim tkivima. Takode, repopulacija plasmablasta se
pokazala kao dobar prediktor relapsa SEL nakon terapije rituksimabom (91). Kao potencijalni
biomarkeri ispituju se primena komplementa vezanog za Celije, merenje genske ekspresije
plasmablasta i neutrofila (tzv. neutrofilni i plazma Ccelijski potpis) i ve¢i broj serumskih i
urinarnih proteina (92). Do sada nije znacajnije ispitivana moguca uloga markera EBV infekcije
kao biomarkera u SEL.

1.5Procena aktivnosti i stepena oStecenja u SEL

Postoji veliki broj razlicitih validiranih instrumenata, skala, indeksa, koji se mogu koristiti
u proceni aktivnosti SEL, pra¢enju pacijenata i odgovora na terapiju. NajceS¢e se primenjuju
SLEDALI (Systemic Lupus Erythematosus Acitivity Index), BILAG (British Isles Lupus Assessment
Gropu Index), ECLAM (European Consensus Lupus Acitivity Measure), SLAM (Systemic Lupus
Acitivity Measure). SLEDAI2K skor se odnosi na period od prethodnih 30 dana, i ukljuCuje 24
deskriptora u devet organskih sistema. Svakom od 24 deskriptora dodeljen je odgovarajuci broj
bodova koji predstavlja ocenu njegove teZine, sa ukupnim skorom koje je u opsegu 0-105 (Prilog
1.) (93,94). Aktivnost lupusa procenjena SLEDAI2K skorom pokazala se kao snaZan predikotor
Sestomesecnog mortaliteta, a takode je jedna od vaznih determinanti akumuliranog ostecenja
usled bolesti (95). Skor je jednostavan za primenu u svakodnevnoj praksi, te je jedan od najceSce
koriS¢enih instrumenata za procenu aktivnosti lupusa. Glavni nedostatak ovog instrumenta je
nemogucnost registrovanja poboljsanja ili pogorsanja, ve¢ se skoruje samo prisustvo ili odsustvo
odredenog deskriptora, a samim tim i manja senzitivnost na promenu tokom vremena u odnosu
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na ostale instrumente. Ovaj nedostatak je delimicno prevaziden u SELENA-SLEDAI modifikaciji
skora koja ukljucuje i indeks pogorSanja (eng. SELENA-SLEDAI flare index). Drugi cesto
primenjivani indeks — BILAG zasniva se na tzv. nameri lekara da leci (eng. intention to treat) (96).
Sadrzi ukupno 86 deskriptora (klinicki znaci, simptomi i laboratorijski parametri) u osam
sistema. Da bi se skorovao, deskriptor mora da bude pripisan lupusu i da bude prisutan u
prethodne Cetiri nedelje. U svakom od osam sistema pravi se kategorizacija u Cetiri nivoa (A, B, C,
D) razlicite teZine. Dobro koreliSe sa drugi validiranim indeksima aktivnosti lupusa i senzitivan je
na promenu. Medutim, iako sveobuhvatan, pokazao se kao komplikovan za svakodnevnu
primenu, zahteva obuku i dosta vremena da bi se adekvatno primenio (93) Premda u svojoj
sustini nije indeks aktivnosti bolesti Globalna ocena lekara (eng. Physician’s Global Assessment
(PGA)) predstavlja jedan od najCeS¢e primenjivanih instrumenata i jedni koji je deo EULAR -ovih
preporuka za terapiju SEL (97). PGA predstavlja vizuelno analognu skalu sa vrednostima 0-3
kojom se ocenjuje aktivnost bolesti u prethodnih mesec dana, uzimajuéi u obzir teZinu aktivnih
manifestacija lupusa i rezultate laboratorijskih analiza. Ova skala ne ukljuCuje oStecenje organa,
niti rezultate imunoseroloskih analiza (98). Opseg vrednosti na skale se kre¢e od 0 (bez
aktivnosti bolesti) do 3 (najteZi oblik aktivnosti bolesti), pri ¢emu se 1 i 2 koriste kao unutrasnji
markeri za kategorizaciju aktivnosti bolesti. Vrednosti PGA skale = 0,5 i <1 oznacavaju blagu
aktivnost, > 1 i <2 oznacavaju umerenu aktivnost, dok vrednosti > 2 i <3 oznacavaju teSku
aktivnost lupusa. Preporuka je da skalu primenjuju lekari koji imaju iskustva u njenoj primeni, i
da isti lekar vrsi ocenjivanje priliko svake posete pacijenta (Prilog 3.)

U pokusSaju da se prevazidu navedeni nedostaci, u skorije vreme su razvijena dva indeksa
aktivnosti SEL koji omogucavaju procenu aktivnosti lupusa sa stanovista i lekara i pacijenta. Radi
se od LFA-REAL ClinRO (Lupus Foundation of America Clinician Reported Outcome) and LFA-
REAL PRO (Patient Reported Outcome) (99-101). LFA-REAL ClinRO (Prilog 2.) obuhvata 9
domena: mukokutani (sa poddomenima: ras, alopecija, mukozalne ulceracije), muskuloskeletni
(sa poddomenima artralgije/artritis, mijalgije/miozitis), kardiorespiratorni, neuropsihijatrijski,
bubrezni, hematoloski, konstitucionalni, domen vaskulitisa i domen drugo (koristi se ukoliko
postoje dve ili viSe manifestacija u prethodnim domenima, ili ukoliko postoji manifestacija od
strane organa koji nije oznacen). Za svaki od navedeni domena koristi se VAS (Vizuelno Analogna
Skala) sa opsegom 0-100mm, sa oznakama koje razdvajaju blagi, umereni i teski oblik bolesti.
Moguca su dva zbirna skora. Prvi uklju€uje samo individualne manifestacije (bez globalne ocene
mukokutanog i muskuloskletenog domena), i ima opseg 0-1400. Drugi obuhvata samo globalne
domene (bez individualnih manifestacija), i ima opseg 0-1100 (99).

LFA-REAL PRO (Prilog 5.) obuhvata sedam domena: ra$, artritis (sa poddomenima: bol u
temperatura, opadanje kose i telesni simptomi (koji obuhvataju bol u grudima, nedostatak
vazduha i oticanje nogu). Za svaki od domena se koristi VAS skala (0-100mm). Pacijent najpre
ocenjuje svaki od poddomena artritisa posebno, nakon ¢ega daje zbirnu ocenu, ¢ime se pacijent
podsti¢e da artritis ocenjuje na slican nacin kao i lekar. Moguca su dva zbirna skora. Prvi
obuhvata sve individualne domene sem globalne ocene artritisa, sa mogu¢im skorom 0-1200, dok
drugi obuhvata globalnu ocenu artritisa ali ne i njegove poddomene, dajuci skor sa opsegom 0-
1000 (99).

Pored procene aktivnosti lupusa vazan deo sagledavanja pacijenata sa SEL jeste procena
akumuliranog oStecenja usled aktivnosti lupusa, ali i primenjene terapije i nastalih komorbiditeta.
SLICC/ACR Damage Index (Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College
of Rheumatology) sadrzi deskriptore trajnih oStecenja, koji moraju da budu prisutni bar Sest
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meseci da bi se mogli skorovati. Izuzetak od ovog pravila su infarkt miokrada i cerebrovaskularni
insult (Prilog 4.) (102). Ovim indeksom su definisana oSteCenja u 12 organskih sistema, sa
makismilanim skorom koji iznosi 47. Indeks se pokazao kao dobar prediktor mortaliteta (103).

1.6 Zamor u SEL

Zamor razli¢itog stepena je prisutan kod 67-90% pacijenata sa SEL (104). Cesto je vodeéi
simptom sa velikim uticajem na svakodnevno funkcionisanje, radnu sposobnost i kvalitet Zivota.
[ako je prisutan tokom aktivne faze bolesti, nije pokazana jasna korelacija sa aktivnoS¢u lupusa
(105-107). Takode, nedovoljno su poznati faktori udruZeni sa zamorom. U nekoliko studija
uocena je udruzenost sa prisustvom depresije, anksioznosti, poremecaja spavanja, i fibromijalgije
(70,108). U skoro objavljenoj FATILUP studiji preko 67% pacijenata je imalo zamor, a ¢ak 37% je
imalo teski zamor koji je znacajno uticao na radnu sposobnost. Zamor je bio udruZen sa
prisustvom depresije, anksioznosti, aktivno$¢u lupusa, bolom, staro$¢u i primenom
kortikosteroida (109). Medutim, malo su poznati uzroci pojave zamora u pacijenata sa SEL. U
pacijenata sa sindromom hroni¢nog zamora/mijalgi¢nog encefalitisa prepoznata je moguca uloga
hroni¢ne infekcije EBV (110). Kod jednog dela pacijenata sa sindromom hroni¢nog
zamora/mijalgicnog encefalitisa naden je poviSen nivo EBI2 (eng. EBV induced gene 2) iRNK u
monocitima periferne krvi, koji je bio udruZen sa tezim fenotipom bolesti (111). Medutim, do
sada nije ispitivano da li ovakva veza sa zamorom postoji i kod pacijenata sa SEL.

Preporuka je da procena postojanja i stepena zamora u pacijenata sa SEL bude deo
redovne evaluacije pacijenata sa lupusom. Za sada medutim ne postoje instrumenti koji bi
specificno merili zamor u SEL, te se primenju opsti instrumenti kao Sto su SF-36, Krupova skala
zamora i FACIT-F skala. Obzirom na kompleksnost i multifaktorijalnu etiologiju, neophodne su
nove strategije pristupa dijagnozi i leCenju zamora u SEL. Sadasnje terapijske preporuke savetuju
primenu psiholoSkog savetovanja, promenu stila Zivota, redukciju bola, uz prepoznavanje i
lec¢enje pridruzenih stanja (112).

1.7 TerapijskKi ciljevi - definicija remisije i stanja niske aktivnost bolesti

Terapijski pristup SEL znacajno je uslovljen kompleksnoS¢u i heterogenos¢u klinicke slike
i zasniva se na adekvatnoj proceni aktivnosti bolesti i stepena akumuliranog oSte¢enja primenom
validiranih instrumenata. Postizanje remisije bolesti, povoljnih dugoro¢nih ishoda, prevencija
oStecenja, redukcija nezeljenih efekata terapije i poboljSanje kvaliteta Zivota pacijenta osnovni su
terapijski ciljevi u SEL (97). Veliki broj razli¢itih definicija remisije je koriS¢en u dosadasnjim
opservacionim i klinickim studijama ispitivanja efiksanosti novi lekova. Grupa eksperata je
medunarodnim konsenzusom ustanovila incijativu oznacenu kao T2T/SLE (eng. treat-to-target
for SLE) koja se zasniva na tri principa: identifikovanje odgovarajuceg terapijskog cilja, primena
terapije radi postizanja definisanog cilja i procena da li je cilj postignut i ukoliko je potrebno
prilagodavanje terapije (88). U isto vreme oformljena je i incijativa za definisanje remisije u SEL -
DORIS (eng. definition of remission in SLE), koja je remisiju SEL definisala na osnovu ispunjenosti
svih od sledecih kriterijuma: klinicki SLEDAI skor 0, Globalna ocena lekara (PGA) <0,5, dozvoljena
je primena antimalarika, <5mg prednisolona dnevno i i/ili stabilna doza imunosupresivnog leka
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(ukljucujuci bioloSke lekove) (113). Premda je postizanje remisije poZeljan ishod, nije ga moguce
posti¢i kod svih pacijenata. To je uslovilo definisanje alternativnog terapijskog cilja kod
pacijenata kod koji nije moguce posti¢i remisiju, a koji je oznacen kao stanje niske aktivnost
bolesti (LLDAS, eng lupus low disease activity), a koji je takode udruZena sa smanjenjem
morbiditeta i mortaliteta (114,115).

Pokazano je da svako pogorSanje SEL doprinosi povec¢anju akumuliranog oSteCenja i
nepovoljnom ishodu. Zbog toga je prevencija pogorSanja SEL takode vaZan terapijski cilj. Ne
postoji precizna defincija pogorSanja SEL, ali se u praksi pod pogorSanjem lupusa najceSce
podrazumeva povecanje aktivnosti bolesti koje je merljivo i koje je najCeS¢e praceno
inteziviranjem terapije (88). Mlade Zivotno doba, odsustvo antimalarika u terapiji i seroloSka
aktivnost bolesti su poznati faktori udruZeni sa ¢eS¢im pogorsanjima lupusa (116,117). Zbog toga
je u ovim grupama pacijenata vazZno redovno pracenje pacijenata i Cesto proveravanje
pridrazavanja terapije.

1.8 Epstajn-Bar virus (EBV) i njegova uloga u SEL

Epstajn-Bar virus (EBV) ili Humani Herpes virus 4 (HHV4) je ubikvitarni virus sa
svetskom prevalencom preko 90%. To je prvi poznati onkogeni virus, opisan po prvi put 1964.
godine u Casopisu Lancet kao rezultat istrazivanja troje nauc¢nika - Entoni EpStajna, Ivon Bar i
Bert Ahonga. Pre njih, britanski hirurg Denis Burkit je tokom boravka u Ugandi ispitivao
etiologiju do tada nepoznatih tumora vilice kod dece, otkrivsi da se radi o B ¢elijskim limfomima i
postavljajuci hipotezu da su tumori infektivne etiologije. Entoni EpsStajn uspeva da kultivise ¢elije
Burkitovog limfoma i da potom u njima identifikuje prisustvo virusa elektronskom
mikroskopijom (118). Daljim istraZivanja potvrden je onkogeni potencijal virusa u nastanku
drugih tipova limfoma i nazofaringelanog karcinoma (119).

Uloga EBV u nastanku autoimunosti je odavno prepoznata i zasniva se dominantno na
studijama koje su pokazale izmenjen imunski odgovor na EBV u nekoliko autoimunskih bolesti.
Skorije studije su pruzile ubedljive epidemioloske i mehanisticke dokaze o uzroc¢noj vezi virusa i
multiple skleroze, a sve je veci broj dokaza koji ukazuju na znacajnu ulogu virusa u nastanku,
progresiji i pogorSanju SEL (28,120-123).

Virus se dominantno prenosi putem pljuvacke. Primarna infekcija se naj¢eS¢e deSava u
ranom detinjstvu, i tada je obicno asimptomatska. U periodu adolescencije primarna infekcija
EBV se najces¢e manifestuje klinickom slikom infektivne mononukleoze (IM). Interesantno je da
postoji dosta preklapanja u klinickim manifestacijama IM i SEL (124). Tabela 2. prikazuje
uporedno glavne manifestacije SEL i IM.
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Tabela 2. Uporedni prikaz manifestacija SEL i IM (adaptirano iz Draborg et al. 2012 (122)).

SistemskKi eritemski lupus Infektivna mononukleoza

Malarni ras Ras na koZi

Diskoidni ras Egzantem na nepcu

Fotosenzitivnost

Oralne/nazofaringealne ulceracije Faringitis

Artritis Artralgije

Serozitis

Renalne manifestacije Renalni poremecaji

Hematoloski poremecaji HematoloSki poremecaji

Anemija Anemija

Leukopenija Neutropenija

Limfopenija Trombocitopenija

Trombocitopenija Limfadenopatija

Imunoloski poremecaji Imunoloski fenomeni

ANA ANA

anti-dsDNA anti-DNA

anti-histon anti-histon

anti-RNP anti-RNP

RF RF

Neuroloski poremecaji Neuroloski poremecaji

(epi napadi/psihoza) (encefalitis/meningitis)

Umor Glavobolja

Bolovi i miSi¢ima Bolovi u misSi¢ima

PoviSena telesna temperatura PoviSena telesna temperatura

Smanjen apetit Slabost/malaksalost
Hepatosplenomegalija

1.8.1 Morfoloske, strukturne i geneticke karakteristike EBV

EBV je sferi¢cnog oblika, veli¢ine 150-200 nm. Sastoji se iz virusne DNK, nukleopkapsida
koji ¢ine 162 kapsomere, proteinskog tegumenta izmedu nukleokapsida i omotaca, i omotaca sa
glikoproteinskim izdancima. Genom EBV ¢ini linearna dvolanc¢ana ~172-kb DNK koja kodira
preko 85 gena (125). U zavisnosti od faze Zivotnog ciklusa virusa eksprimiraju se razli¢iti EBV
geni. Tokom latentne faze, ve¢ina gena se ne eksprimira kako bi se izbeglo prepoznavanje od
strane T limfocita. Eksprimira se samo devet gena koji kodiraju proteine neophodne za
prezivljavanje virusa i dve male nekodiraju¢e RNK (EBER-1 i -2). To su tri gena latentnih
membranskih proteina (LMP-1, LMP-2A, LMP-2B) i Sest gena nuklearnih proteina (EBNA-1, - 2, -
3A, -3B, -3C i LP). Tokom liticke infekcije ekspirimiraju se tri grupe gena, oznaceni kao najranji,
rani i kasni geni. Produkti najranijih gena su ve¢inom transkripcioni faktori i replikativni enzimi
neophodni za indukciju liticke faze, kao i proteini potrebni u tzv. izbegavanju imunskog odgovora
domacina. Produkti ranih gena Cine rani antigenski kompleks EA (eng. early antigen). Kasni geni
kodiraju strukturne proteine virusnog kapsida koji Cine tzv. VCA kompleks (eng. viral capsid
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antigen) i glikoproteine tzv. MA kompleksa (eng. membrane antigen). Antitela na EA i VCA
predstavljaju vazne seroloSke markere EBV infekcije (122,125). Slika 2. prikazuje strukturu EBV i
deo mape virusnog genoma.
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Slika 2. Struktura EBV i deo mape virusnog genoma
(preuzeto iz Draborg et al. 2012 (122))

1.8.2 Zivotni ciklus EBV

Nakon infekcije domacina putem pljuvacke, EBV se incijalno umnozava u epitelnim
¢elijama nazofarinksa i orofarinksa, a potom inficira i B limfocite vezivanjem virusnog
glikoproteina omotaca gp350 za CD21 (B cell type 2 complement receptor) na povrsini B
limfocita. Time zapocinje liticku fazu Zivotnog ciklusa tokom koje je eksprimirana vecina virusnih
gena (90-100) koja rezultuje umnoZavanjem virusnog genoma i izbacivanjem velikog broja
virusnih partikula u pljuvacku. Ovim putem se inficiraju nove epitelne celije i B limfociti ali i
omogucava Sirenje EBV na nove domacine putem pljuvacke (126). Nakon $to imunski odgovor
domacina uspostavi kontrolu infekcije, virus ulazi u fazu latencije, tokom koje doZzivotno
perzistira u miruju¢im memorijskim B limfocitima. Virusna DNK se u ¢elijama domacina nalazi u
cirkularnom obliku, u formi epizoma, ponasaju¢i se kao hromozomska DNK domacina, te je
ekspresija virusnih gena znacajno redukovana. Ovo takode predstavlja jedan od mehanizama
izbegavanja imunskog odgovora domacina. Tokom povremenih reaktivacija, virus prelazi u
liticku fazu, umonozava se, i inficira nove B limfocite i eptitelne Celije. Signali koji pokrecu
reaktivaciju nisu dovoljno poznati. Pretpostavlja se da jedan od trigera moZe biti diferencijacija
inficiranog B limfocita u plazma celiju tokom koje dolazi do aktivacije u regionu promotora ranih
litickih gena virusa (127).
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1.8.3 Mehanizmi izbegavanja imunskog odgovora domacina

Specifi¢nost Zivotnog ciklusa EBV i doZivotna latencija virusa u domacinu nakon primarne
infekcije omoguceni su velikim brojem razli¢itih mehanizama izbegavanja imunskog odgovora
prakti¢no u svim fazama infekcije virusom. Tokom liticke faze eksprimiran je BCRF-1 gen koji
kodira virusni homolog IL-10, koji inhibira sintezu interferona-y (IFN-y). Time se suprimira
odgovor CD8" citotoksi¢nih T limfocita i ushodna regulacija MHC molekula I klase (128). Produkt
gena BHRF-1 liticke faze je tzv. ograniceni EA (EA (R)), koji predstavlja virusni homolog Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) i koji je odgovoran za sprecavanja apoptoze inficiranih B limfocita i epitelnih
¢elija (129). Tokom latente faze, LMP-1 deluje kao funkcionalni analog CD40 imitirajuci signal
koji obezbeduju CD4* T-pomoc¢nicki limfociti, dok LMP-2A imitira signal B ¢elijskog receptora.
Time LMP-1 i LMP-2A obezbeduju signale koji sprecavaju apoptozu inficiranog B limfocita (130).

UmnoZavanje virusa u EBV inficiranim Cc¢elijama, a time i prepoznavanje latentno
inficiranog B limfocita od strane imunskog sistema tokom latentne faze kontrolisano je
transkripcionim faktorom koji kodira EBNA-2 gen, a koji kontroliSe ekspresiju svih ostalih
latetnih virusnih gena (131). Jedini virusni protein koji je u fazi latencije potreban za
prezivljavanje virusa je produkt EBNA-1 gena koji funkcioniSe kao replikacioni faktor
omogucavaju¢i umnozavanje virusne DNK jednom tokom svakog celijskog ciklusa. Budu¢i da
EBNA-1 sadrzi Gly-Ala ponovke, ne moZe da bude razgraden od strane proteazoma i bude
prezentovan na povrsini B limfocita, ¢cime je ostaje “nevidljiv’ imunskom sistemu (127).

1.8.4 Karakteristike imunskog odgovora na EBV infekciju

Za kontrolu EBV infekcije dominanto je odgovoran celijski imunski odgovor. Citotoksi¢ni
CD8" T limfociti tokom liticke faze infekciju unistavaju veci deo EBV inficiranih B limfocita, dok u
manjem broju B limoficita indukuju prelazak u latentnu fazu (132). Celijski imunski odgovor
vaZzan je i za prevenciju prelaska iz latentne u liticku fazu infekcije. U pacijenata sa IM dokazane
su znacajno povisene vrednosti IFN-y, Sto ukazuje na znacajnu ulogu ovog citokina u imunskom
odgovoru na EBV infekciju (133). Humoralni imunski odgovor na EBV infekciju ucestvuje u
kontroli EBV infekcije dominatno mehanizmom ¢elijske citotoksicnosti zavisne od antitela.
KarakteriSe ga produkcija antitela na razli¢ite virusne antigene u zavisnosti da li se radi o
primarnoj infekciji, latenciji ili reaktivaciji virusa. Tokom primarne infekcije najpre se pojavljuju
antitela na VCA i EA (D), a neSto kasnije se pojavljuju i antitela na EBNA-1 antigene. Anti-VCA IgM
antitela su znak skorije aktivne infekcije, dok anti-VCA IgG i anti-EBNA 1 IgG antitela obi¢no
doZivotno perzistiraju. Anti-EA (D) IgM i IgG antitela nastaju tokom primarne infekcije, nakon
¢ega njihov titar postepeno opada, ali ponovo raste tokom reaktivacije virusa (134). Slika 3.
Prikazuje dinamiku anti-EBV antitela tokom razlicitih faza EBV infekcije.
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Slika 3. Dinamika anti-EBV antitela tokom razlicitih faza EBV infekcije (Middeldorp et al.) (135)

1.8.5 Molekularna dijagnostika EBV infekcije

Za identifikaciju EBV i odredivanje tzv. viremije (eng.viral load) koristi se viSe tehnika
razliCite senzitivnosti i specificnosti. Ove metode su pre sve korisne u ranim fazama aktivne
infekcije (primarne infekcije ili reaktivacije). Kvantitativni Real-time PCR je osetljiva, specifi¢na i
pozdana metoda za odredivanje prisustva virusa i viral load-a (136). Ukoliko nije neophodno
kvantitativno odredivanje viral load-a, koristi se i tehnika nested-PCR. Moguce je koristiti razli¢ite
uzorke za odredivaje prisustva EBV DNK kao $to su puna krv, plazma, pljuvacka, tkivo u
parafinskom kalupu, ali se u rutinskom radu najc¢esc¢e koristi plazma pacijenta. Vrsta koriS¢enog
uzorka za analizu, kao i vreme od pocetka infekcije ili reaktivacije virusa znacajno uticu na
tumacenje rezultata pomenutih tehnika. Nakon 14 dana od pojave simptoma infekcije nacesc¢e
nije moguce identifikovati EBV DNK, te su uzorci plazme ili seruma uzeti nakon ovog perioda
negativni. Medutim, kako virus perzistira u memorijskim B limfocitima u fazi latencije, moguce je
identifikovati virusnu DNK u uzorcima koji sadrze mononuklearne ¢elije periferne krvi. Primena
molekularne dijagnostike EBV infekcije je posebno vazna kod pacijenata koji su
imunokompromitovani obzirom da mnogi od njih ne mogu da razviju adekvatan humoralni
imunski odgovor na infekciju, kao i kod EBV-udruzenih limfoproliferativnih stanja.

1.8.6 Seroloska dijagnostika EBV infekcije

Seroloske metode se koriste u rutinskoj dijagnostici EBV infekcije. Obi¢no se testiraju
antitela na tri virusna antigena - VCA, EA i EBNA-1 Sto je u najve¢em broju slucajeva dovoljno da
se odredi status EBV infekcije. Anti- VCA IgM nastaju vrlo rano, ali titar opada tokom oporavka, i
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znak su nedavne primarne infekcije. Odmah nakon toga ili u isto vreme sintetiSu se anti-VCA IgG
koja obicno doZivotno perzistiraju, te predstavljaju pouzdan znak prethodne EBV infekcije (137).
Anti-EBNA-1 IgG se pojavljuje kasnije, nakon tri do Sest meseci, potom im titar postepeno opada
ali perzistira dozivotno, ukazuju¢i na proSlu ili oporavljenu EBV infekciju. Medutim kod
imunosuprimiranih kao i kod 5-10% imunokompetentnih osoba anti-EBNA-1 se nikad ne
sintetiSu (137). Anti-EBNA-1 IgM se obi¢no rutinski ne odreduju, zbog oteZane interpretacije
njihovog nalaza. Naime, ova antitela pokazuju unakrsnu reaktivnost sa antitelima na CMV, Parvo
B19, a kako perzistiraju viSe meseci nakon primarne infekcije i pojavljuju se i tokom reaktivacije
virusa nije moguce pouzdano utvrditi znac¢aj njihovog prisustva ili odsustva (138). Antitela na EA
mogu da budu usmerena na dve komponente ovog kompleksa - difuzni EA (D) i ograniCeni EA
(R). Antitela IgG klase na EA se pojavljuju tokom prve tri do Cetiri nedelje, nakon Cega im titar
opada do nedetektabilnih vrednosti tri do cCetiri meseca nakon infekcije (139). Antitela su
dominatno usmerena na EA (D) komponentu, ali se tokom reaktivacije virusa stvara i visok titar
anti-EA (R) IgG, te najve¢i broj komercijalnih ELISA testova prepoznaje obe EA komponente
(140). Medutim, kako se visok titar anti-EA (D) IgG nalazi i kod 20-30% osoba sta starom EBV
infekcijom, ovaj test se obi¢no koristi u kombinaciji sa drugim parametrima EBV infekcije kako bi
se omogucila adekvatna interpretacija nalaza (141). Reaktivacija EBV infekcije je pracena
porastom titra anti-VCA IgG uz ponovnu pojavu i porast titra anti-EA (D) IgG antitela (140)

1.8.7 Specifi¢nosti imunskog odgovora na EBV infekciju u pacijenata sa SEL

Kod pacijenata sa SEL je znacajno izmenjen imunski odgovor na EBV infekciju Sto vodi
Cestim reaktivacijama infekcije i umnoZavanju virusa. Nekoliko studija pokazalo je znacajno visi
viral load u monocitima periferne krvi pacijenata sa SEL (15-40 x) i to bez obzira na primenjenu
imunosupresivnu terapiju (142,143). U skorijoj meta-analizi koja je obuhvatila sedam studija sa
ukupno 514 ispitanika sa SEL i 1086 ispitanika u kontrolnoj grupi, ucestalost pozitvnog nalaza
EBV DNK kod ispitanika sa SEL iznosila je 55,1% u odnosu na 20,7% u kontrolnoj grupi.
Generisani ukupni OR iznosio je 3,864 (95%CI 1,518-9,830, p=0,005) (144). Ovakav nalaz se
objasnjava pre svega znacajno redukovanim brojem EBV-specificnih CD8* T limfocita i
oSte¢enjem njihove funkcije sa smanjenjim citotoksi¢nim potencijalom. Neadekvatna kontrola
EBV infekcije sa ponovljanim reaktivacijama, vodi daljem iscrpljivanju citotoksi¢nih T limfocita
(145,146). Kompezatorno dolazi do povecanja broja EBV-specificnih CD4" T limfocita koji
proizvode IFN-y (143). Neadekvatnoj kontroli EBV infekcije doprinosi i smanjenje broja Th17 i T
regulatornih limfocita (147). Buduéi da su ops$ti mehanizmi imunskog nadzora ocuvani, Sto
dokazuje ocuvan CMV- specificni T Celijski odgovor, verovatno se radi o intrinsickom defektu
vezanim specificno za regulaciju EBV infekcije (124). Neadekvatnoj regulaciji imunskog odgovora
doprinosi i disfunkcija leukocita i oStecen citokinski odgovor na EBV antigene (148). Obzirom da
¢elijski imunitet nije u stanju da EBV infekciju drzi pod kontrolom, kompezatorno je naglaSen
humoralni imunitet, $to je pra¢eno pojacanom produkcijom antitela na razliite virusne antigene
(149-151). Meta-analiza iz 2019. godine pokazala je znacajno visu seropozitivnost za vecinu anti-
EBV antitela, sem za anti-EBNA-1 kod ispitanika SEL u odnosu na kontrolnu grupu (144). Pored
toga uocena je i kvalitativna promena u humoralnom imunskom odgovoru (152,153). Pacijenti sa
SEL c¢eSce stvaraju antitela IgA klase na razli¢ite EBV antigene. U studiji Draborg i saradnika ¢ak
58% ispitanika sa SEL imalo je anti-EA(D) IgA, i nijedan ispitanik u kontrolnoj grupi (154). Autori
ovaj nalaz objaSnjavaju reaktivacijom EBV ne samo u limfocitima, ve¢ i u epitelnim celijama.
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Takode, ispitanici sa SEL su znacajno CeSce bili pozitivni na dva ili viSe izotipova anti-EA (D)
antitela, Sto verovatno odrazava diseminovanu infekciju.

1.8.8 Mehanizmi indukcije autoimunosti u SEL posredovane EBV

Strukturna i funkcionalna molekulska mimikrija osnovni su mehanizmi indukcije
autoimunosti posredovane EBV. Nekoliko EBNA-1 regiona pokazuje znac¢ajnu homologiju sa visSe
lupusnih autoantigena, pre svega sa Ro, dsDNK, SmB, SmD i C1q (155-157). Dodatno, imunizacija
eksperimentalnih Zivotinja unakrsno reaktivnim EBNA-1 epitopom dovodi najpre do stvaranja
anti-Ro antitela, a u daljem toku i razvoja manifestacija slicnih lupusu. Pri tome je uoceno
stvaranje dodatnih autoantitela, verovatno kroz mehanizam Sirenja epitopa (Slika 4.) (158).
Unakrsna reaktivnost je pokazana i izmedu anti-EBNA-1 i dsDNK i Sm antigena (159). Osim
EBNA-1 antigena, peptidi dobijeni iz EA, LMP1 i LMP2A virusnih antigena, takode su ukljuceni u
indukciju autoimunskog odgovora. U animalnom modelu peptidi dobije iz ovih virusnih antigena
dovode do povecanja ANA, anti-SmB i anti-SmE autoantitela (160). Novija saznanja ukazuju na
ulogu jo$ jednog latentnog virusnog proteina - EBNA2 u patogenezi autoimunosti. Autori su
istrazivali interakciju gena i sredine u odnosu na EBV primenom bioinformati¢kog algoritma i
pokazali da je skoro polovina alela koji su povezani sa rizikom od nastanka lupusa zauzeta EBNA2
proteinom koji funkcioniSe kao transkripcioni faktor (161). Ovakva vrsta povezanosti nadena je i
kod multiple skleroze, reumatoidnog artritisa, dijabetesa tipa 1, celijakije i inflamatorne bolesti
creva. Ovu grupu autoimunskih bolesti autori su oznacili zajedni¢kim imenom - EBNA2
poremecaji.
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Slika 4. Molekulska mimikrija i Sirenje epitopa (preuzeto iz Jog i saradnici, 2021 (124))

Nekoliko virusnih proteina ima ulogu u mehanizmu tzv. funkcionalne mimikrije koji
prvenstveno omogucava izbegavanje imunskog odgovora domacina, ali u€estvuje i u pojacanju
autoimunskog odgovora. Pokazano je na eksperimentalnom modelu da je LMP1 eksprimiran
tokom pogorsanja lupusa i da u interreakciji sa SEL predisponiraju¢im genima dodatno potencira
autoimunski proces aktivacijom B limfocita, pojacanjem B limfocitne kostimulacije i T ¢elijske
aktivacije, Sto dalje dodatno aktivira B limfocite (162). Takode, skorija studija pokazala je
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povecanu ekspresiju LMP1 gena u ispitanika sa SEL, povezujudi je pri tome sa aktivnoS¢u lupusa i
interferonskim putem (163). Ukoliko se ovaj nalaz potvrdi u daljim studijama, LMP1 bi mogao
postati ciljno mesto delovanja novih terapijskih opcija u SEL.

1.8.9 Reaktivacija EBV i pretpostavljeni model njene uloge u nastanku SEL

Veza izmedu ucestalih reaktivacija EBV i nastanka SEL jasno je pokazana u rezultatim
studije iz 2019. godine koja je tokom 6,3 godina pratila 463 srodnika osoba obolelih od SEL od
koji je 13% tokom navedenog perioda takode obolelo od SEL (123). Iako su svi srodnici obolelih
od SEL inicijalno imali slicnu prevalencu seropozitivnosti (Sto ukazuje na sli¢cnu prethodnu
izloZenost virusu), znacajno visi rizik od nastanka SEL imali su oni sa viSim nivoom anti-VCA IgG i
anti-EA (D) IgG antitela. U istoj studiji dodatno su ispitivani i geni koji su uklju¢eni u puteve
interreakcije virusa i domacina. Pokazana je znacajna interreakcija izmedu CD40 rs48100485 i
nivoa anti-VCA IgG, i IL-10 rs3024493 i nivoa anti-VCA IgA u procesu tranzicije ka SEL. Autori su
zakljucili da navedeni geneticki faktori uticu na kontrolu latentne EBV infekcije, Sto kod
predisponiranih osoba vodi Cestim reaktivacijama virusa i povecava rizik od nastanka SEL.

Dosadasnji podaci iz Kklinickih i eksperimentalnih studija rezultirali su formiranjem
pretpostavljenog modela uloge EBV u patogenezi SEL. Prema ovom modelu, neadekvatna
kontrola latentne EBV infekcije kod genetski predisponiranih osoba dovodi do Cestih reaktivacija
EBV infekcije, postepenog povecanja broja virusom inficiranih ¢elija koje tokom liticke faze
podleZzu apopotozi, ¢ime se stvara veca koli¢ina tzv. waste load-a. Time se u kombinaciji sa
oteZanim klirensom apoptoti¢nog materijala, stvaraju uslovi za pove¢anu produkciju autoantitela
i nastanak autoreaktivnih T limfocita, a u daljem toku dolazi i do razvoja zapaljenskog procesa u
tkivima i organima i do nastanka klinicki manifestnog SEL (28,122). Ipak, ta¢ni patogenetski
mehanizmi nisu poznati, i predstavljaju predmet intezivnog istrazivanja. Slika 5. prikazuje
pretpostavljeni model uloge reaktivacije EBV u patogenezi SEL.
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Slika 5. Pretpostavljeni model interakcije gena i sredine sa naglaskom na ulogu EBV
(adaptirano iz Miskovic et al. 2023) (164)
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

[strazivanjem su definisani slededi ciljevi:

1. Odrediti prisustvo, klasu i titar antitela na EBV antigene (VCA, EBNA-1, EA(D)) u
serumu, prisustvo EBV gena (EBNA1, LMP1) u plazmi i status EBV infekcije u
pacijenata sa SEL u odnosu na kontrolnu grupu.

2. [spitati udruZenosti seroloskih i molekularnih markera EBV infekcije sa klinickim
karakteristikama pacijenata sa SEL i stepenom aktivnosti bolesti.

3. Ispitati udruZenosti seroloskih markera EBV infekcije sa imunoseroloskim
karakteristikama (ANA, anti-dsDNA, anti-SSA, IgG, aCL IgG, aCL IgM, C3, C4) pacijenata
sa SEL.

4, [spitati ucestalost polimorfizma gena za IL10RA, IL10RB i IL22RA u ispitanika sa SEL u
odnosu na kontrolnu grupu, njihovu udruZenost sa SEL i klinickim manifestacijama
bolesti.

5. [spitati promenu seroloSkih markera i statusa EBV infekcije u odnosu na postizanje
remisije u pacijenta sa aktivnim SEL Sest meseci od zapocinjanja terapije.

6. [spitati prediktore prelaska iz aktivne u latentnu EBV infekciju kod ispitanika sa
aktivnim SEL nakon Sest meseci.
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3. MATERIJAL I METODE

Sprovedena je prospektivna kohortna studija na Klinici za alergologiju i imunologiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije, Institutu za mikrobiologiju i imunologiju Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu i Institutu za humanu genetiku Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu u periodu od juna 2020. godine do maja 2022.

3.1 Ispitanici

[spitivanjem su obuhvaceni pacijenti sa potvrdenom dijagnozom SEL leceni na Klinici za
alergologiju i imunologiju Univerzitetskog Kklinickog centra Srbije kojima je dijagnoza SEL
zasnovana na ACR (American College of Rheumatology) kriterijumima iz 1997 godine ili SLICC
(Systemic Lupus International Collaborating Clinics) kriterijumima iz 2012 godine (79,165).
Kohortu je ¢inilo ukupno 103 pacijenta sa SEL. Od ukupnog broja, 51 pacijent je bio sa aktivnim
SEL (Kklini¢ki SLEDAI 24 i ukupni SLEDAI=6) na stabilnoj dozi prednizona od 20mg/dnevno, i/ili
antimalarika najmanje Cetiri nedelje i/ili imunosupresiva najmanje osam nedelja pre prikupljanja
uzoraka. Pacijenti sa aktivnim SEL su praceni tokom Sest meseci. Ukupno 52 pacijenta su bila u
remisiji (definisano kao ukupni SLEDAI<4=0) ili niskoj aktivnosti bolesti (eng.LLDAS, lupus low
disease activity state) (definisano kao ukupni SLEDAI-2K skor<4, bez aktivnosti lupusa u glavnim
organskim sistemima, uz PGA<1) (166-168). Svi pacijenti su bili stariji od 16. godina. Iz
ispitivanja su iskljuceni pacijenti sa postojanjem znacajnih komorbiditeta (teSke srcane, pluéne,
bubreZne i maligne bolesti, psihijatrijski bolesnici, demencija), aktivnom infekcijom i teSkim
Zivotno-ugrozZavaju¢im oblikom SEL. Upitnikom su prikupljeni slede¢i podaci: starost, pol,
zanimanje, Zivotne navike, podaci o licnoj i porodi¢noj anamnezi, a iz istorija bolesti podaci o
biohumoralnim parametrima, klinickim manifestacijama i toku bolesti, rezultatima imunoloskih
analiza, komorbiditetima, rezultatima primenjenih dijagnosti¢kih procedura shodno ispoljenoj
klinickoj slici, podaci o primenjenim terapijskim modalitetima.

U grupi pacijenata sa aktivnim SEL (ukupno 51 pacijent) je nakon Sest meseci ponovljena
procena aktivnosti bolesti i odredivanje seroloskih i molekularnih markera EBV infekcije. Dva
pacijenta su u meduvremenu preminula, te je konac¢na analiza ukljucila 49 pacijenata. Primarni
ishod u ovoj grupi ispitanika bio je postizanje remisije SEL ili LLDAS nakon Sest meseci pracenja.

Kontrolnu grupu ¢inilo je 99 ispitanika starijih od 18. godina, koji nisu imali dijagnozu
sistemske autoimunske ili aktivne maligne bolesti, niti pozitivhu porodi¢nu anamnezu za iste. U
kontrolnoj grupi bilo je 50 ispitanika sa dijagnozom osteoartritisa. Dodatno, nakon detaljnog
intervjua i fizikalnog pregleda, iskljuceni su svi ispitanici sa simptomima i znacima sugestivnim za
postojanje sistemske autoimunske bolesti.
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Svi ispitanici su detaljno informisani o ispitivanju pre davanja saglasnosti za ucesce, $to su
potvrdili potpisom na obrascu Informisanog pristanka. Studija je sprovedena u skladu sa
smernicama dobre Kklinicke prakse, dobre laboratorijske prakse, Helsinskom deklaracijom i
vazecom lokalnom regulativom. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj odluke 1322/V-5)

3.2 Uzorci

Po jedan wuzorak krvi ispitanika uziman je u epruvetu sa dodatkom EDTA
(etilendiamintetrasirecetna kiselina) i epruvetu bez antikoagulansa. Nakon toga iz epruvete sa
EDTA centrifugiranjem je izdvojena plazma, a iz epruvete bez antikoagulansa je izdvojen serum.
Uzorci su ili odmabh testirani ili cuvani (plazma na -70°C, a serum na -20°C) do dalje analize.

3.3 Izolovanje virusne DNK i dokazivanje EBNA 1 i LMP 1 gena

Izolacija virusne DNK je vrSena iz 200 pl plazme korséenjem PureLink Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Massachusetts, USA) prema instrukcijama
proizvodaca. Stotinu pedeset i dva izolata DNK je dalje koris¢eno u nested-PCR metodi za
amplifikaciju dva EBV gena - EBNA1 i LMP1. Amplifikacija C kraja EBNA 1 i C kraja LMP1 su
radene primenom nested-PCR metode kao Sto je prethodno opisano, koris¢enjem prajmera koje
su opisali Lorenzetti i saradnici i Li i saradnici (169-172).

3.4 Odredivanje seroloskih markera EBV infekcije

Antitela na EBV antigene EBNA 1 (IgG), VCA (IgM, IgG) i EA(D) (IgM, IgG) su odredivana i
merena u uzorcima seruma primenom Kkomercijalnih ELISA testova prema uputstvima
proizvodaca (Euroimmun, Lubeck, Germany). U svakom testu su koriS¢eni standardni kalibratori
za izraCunavanje vrednosti indeksa/opticke gustine (OD, optical density), koji sluze kao
kvantitativna mera nivoa IgG antitela ili semi-kvantiativna mera nivoa IgM antitela. Svi testovi su
ispunili unapred odredene mere kontrole kvaliteta zasnovane na pozitivnim, negativnim i blanko
kontrolama. Grani¢na vrednost za pozitivnost prisustva IgG antitela je iznosila 20 relativnih
jedinica (RU/ml). Pozitivnost IgM antitela je definisana kao OD = 1.1. Apsorbanse su merene na
Multiscan FC microplate ¢itacu (Thermo Scientific, Massachusetts, USA) primenom talasne duZine
od 450 nm sa pozadinskom subtrakcijom na 650 nm.
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3.5 Odredivanje statusa EBV infekcije

Status EBV infekcije je odredivan na osnovu prisustva DNK sekvenci virusnih gena
(EBNA1, LMP1) i seroloSkog statusa. Aktivna EBV infekcija je definisana prisustvom virusne DNK
(pozitivna EBNA1 i/ili LMP1) i/ili prisustvom anti-VCA IgM i/ili anti-EA(D) IgM antitela.

3.6 Izolacija humane DNK i analiza polimorfizma gena za IL10RA, IL10RB i IL2Z2RA

Molekularno-genetska analiza je uradena na Institutu za humanu genetiku Medicinskog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Ekstrakcija ukupne genomske DNK iz leukocita periferne krvi
je uCinjena primenom standardne metode isoljavanja (173). Fotospektrometrijska metoda je
koriS¢ena za proveru koncentracije i kvaliteta DNK. Komercijalni TagMan SNP esej za
genotipizaciju (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) u Applied Biosystems’ 7500 Real-Time
PCR sistemu (Applied Biosystems) je koriS¢en za odredivanje genotipova ILI10RA (rs10892202,
rs4252270, rs3135932, rs2228055, rs2229113, rs9610), IL10RB (rs999788, rs2834167,
rs1058867) i IL22RA (rs16829204, rs3795299). HaploView 4.2 program je kori$¢en za analizu
haplotipa, a blokovi haplotipa su procenjivani primenom metode "Confidence Intervals LD"
(174).

3.7 Analiza imunoseroloskih markera

Analizirano je prisustvo sledecih autoantitela u serumu pacijenata sa SEL: ANA, anti-ds
DNA, anti-ENA (specifi¢na za sledeée antigene: Sm, Sm/RNP, SSA, SSB, Jo-1, Scl-70), aCL IgG i IgM
klase, anti-B2-GPI IgG i IgM Kklase, anti-SSA 60kD, anti-Sm. Detekcija i karakterizacija ANA je
radena metodom indirektne immunofluorescence (IIF) na supstratu Hep-2 celija (Aesku
Diagnostics, Germany). ANA titer=1:80 je smatran pozitivnim. Anti-ENA antitela, anti-Sm i anti-
SSA 60KkD su odredivana ELISA testom (Euroimmune, Germany). Antikardiolipinska antitela IgG i
IgM Kklase, kao i anti-B2-GPI IgG i IgM klase su odredivana ELISA metodom (Demeditec
Diagnostics, Germany). Primenjivane su referentne vrednosti pozitivnog nalaza prema preporuci
proizvodaca (aCL IgG>10 U/ml, aCL IgM> 7 U/ml, anti-B2-GPI IgG> 8 U/ml, anti-B2-GPI IgM >8
U/ml).

Nefelometrijska metoda (Automatic Biochemistry analyzer Spin 200E-Spinreact) je
koriS¢ena za odredivanje serumske koncentracije komponenti komplementa C3, C4, ukupnih
serumskih imunoglobulina IgG, IgA, IgM, kao i RF uz primenu referentnog opsega prema
preporuci prozvodaca (C3 0,65-1,8 g/L; C4 0,1-0,4 g/L; IgG 7,0-16,0 g/L; IgM 0,4-2,3 g/L; IgA 0,7-
4,0 g/L; RF > 20 IU/ml).
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3.8 Klinicki indeksi aktivnosti SEL i oStecenja

Aktivnost bolesti procenjivana je primenom slede¢ih skala i skorova: SLEDAI 2K, LFA-
REAL ClinRO i PGA (Prilozi 1., 2.1 3.) (94,98,99). Pored ukupnog SLEDAI 2K skora odredivan je i
klinicki SLEDAI 2K skor koji je ukljucivao sve domene kao i ukupni SLEDAI 2K sem onih koji se
odnose na komplement i anti-dsDNK antitela. SLICC/ACR Damage Index (SLICC/ACR DI) je
koriS¢en za procenu akumuliranog oStecenja (Prilog 4.) (102).

3.9 Mere ishoda koje procenjuje pacijent i procena stepena zamora

Od pacijenata je trazeno da daju svoju procenu aktivnosti bolesti primenom LFA REAL
PRO skale koju su popunjavali kroz intervju sa lekarom, pri ¢emu su prethodno dobili odgovore
na sva dodatna pitanja i nedoumice u vezi sa samom skalom (Prilog 5.) (99).

Stepen zamora ocenjivan je primenom FACIT-F skale koju (verzija 4) koju su pacijenti
samostalno popunjavali (Prilog 6.) (175).

3.10 Statisticka analiza podataka

Prilikom statisticke analize podataka koriS¢ene su metode deskriptivne (tabeliranje i
graficko prikazivanje, izracunavanje mera centralne tendencije, varijabiliteta i proporcije) i
analiticke statistike (Hi-kvadrat test, Fisherov test, Kruskal-Wallisov test, Mann-Whitney U test,
Spearmanov i Pearsonov koeficjent korelacije). Normalnost raspodele je ispitivana matematic¢kim
(koeficijent varijacije, mere simetri¢nosti i spljoStenosti raspodele, testovi Kolmogorov-Smirnov i
Sapiro-Vilk) i grafickim metodama (histogram, Q-Q dijagram, detrendovani Q-Q dijagram,
dijagram kutije).

Univarijantna logisticka regresiona analiza je koriS¢ena u cilju procene mogucih faktora
koji uti¢u na verovatno¢u da osoba ima SEL, sa sledstvenom multivarijantnom analizom koja je
ukljucivala znacajne varijable iz prethodne analize u modelu. Za procenu multikolinearnosti
primenjeni su VIF metod i koeficijent Kkorelacije. Varijable sa VIF >5 su isljuCene iz
multivarijantnog modela. Prema matrici kovarijanse i koefcijentima korelacije, eliminisana je
jedna od dve korelirane varijable sa niZom p vrednoS$¢u u univarijantnoj logistickoj regresiji.
Primenjen je Forward Wald metod regresije, a u rezultatima je prikazan samo poslednji korak.
Prikazani su unakrsni odnos (eng. odds ratio, OR), 95% interval poverenje za unakrsni odnos
(95% CI OR) i p vrednost. Veli¢ina uzorka je izraCunata uz pomo¢ G Power 3.1.9.2 za glavni ishod
- prisustvo anti-EBV-EA (D) IgG antitela u SEL ispitanika i kontrolnoj grupi prema prethodno
objavljenim podacima iz literature za efekat velicine 0,3, gresku tipa I (a) od 0,05, i statisticku
snagu od 0,8 (152). Procenjeno je da je 88 jedinica ispitivanja po grupi dovoljno za utvrdivanje
razlike medu njima.

U delu statisticke analize podataka dobijenih od ispitanika sa aktivnim SEL koji su praceni
tokom Sest meseci, McNemar-ov test je koriS¢en za poredenje dihotomnih podataka u zavisnom
uzorku. Wilcoxon-ov test rangova je koriS¢en za procenu razlike numerickih podataka koji nisu
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imali normalnu raspodelu inicijalno i nakon Sest meseci prac¢enja. Prediktori remisije ispitanika
sa aktivnim SEL procenjivani su primenom univarijantne, a potom i multivarijantne logisticke
regresione analize, uz prilagodavanje za uzrast, pol, primenjenu terapiju. Rezultati su prikazani
kao realtivni rizik (eng. relative ratio, RR), 95% CI RR i p vrednost. Grani¢ne vrednosti (eng. cut-
off value) C3 koje diskriminiSu pacijente koje nakon Sest meseci prelaze iz aktivne u latentu EBV
infekciju odredene su primenom ROC (eng. receiver-operating characteristic curve) krive. Sve
statistiCke metode su smatrane znacajne ukoliko je dobijena p vrednost bila <0,05.

Za potrebe analize podataka je koriScen je program IBM Corp. Released 2012. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM Corp.
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4. Rezultati

4.1. Karakteristike ispitanika

[spitivanjem je obuhvaceno 103 ispitanika sa SLE, veinom Zena (91,3%), prosecne
starosti 45,42+12,9 godina. Naj¢eS¢e klinicke manifestacije u ovoj kohorti su bile limfopenija
(50%), alopecija (39%), koZne manifestacije lupusa (32%), artritis (32%) i leukopenija (32%). Od
ukupno 103 ispitanika 51 (49,5%) je imalo aktivnu formu bolesti, a kod 52 (50,5%) ispitanika
bolest je bila u remisiji ili su registrovani znaci niske aktivnosti bolesti (LLDAS). Detaljne
demografske, klinicke i laboratorijske karakteristike ispitanika u SLE kohorti u odnosu na
aktivnost bolesti su prikazane u Tabelama 1, 2, 3 i 4.

Tabela 1. Glavne demografske karakteristike i komorbiditeti u ispitanika sa SEL

Karakteristika SEL AKktivni SEL Remisija/LLDAS p*
n=103 n=51 n=52
Starost (god), AS£SD 45,43+12,90 42,49+13,06 48,31+12,19 0,021
Pol, muski/ZenskKi, n (%) 9(8,7)/94(91,3)  3(3,9)/48(94,1) 6(11,5)/46(88,5) 0,488
Trajanje SEL (god),
med (min-max) 5,0 (0,0-42,0) 7554 (0-29) 7,87 (0,5-42) 0,412
BMI, AS+SD 25,9345,25 25,41+5,67 26,44+4,79 0,042
PusackKi status, n (%) 60 (60,0) 28 (58,4) 32 (61,5) 0,945
Trajanje pusSenja (god),
med (min-max) 16,0 (0,5-40,0) 13,5 (0,5-40) 20,0 (2,0-40,0) 0,254
Komorbiditeti, n (%)
Sjogrenov sindrom, n (%) 39 (37,9) 20 (39,2) 19 (36,5) 0,840
AFS, n (%) 9(8,7) 3(59) 6 (11,5) 0,488
HT, n (%) 17 (16,7) 8 (16,0) 9(17,3) 1,000
Arterijska hipertenzija 44 (42,7) 23 (45,1) 21 (40,4) 0,692
Dijabetes mellitus 7 (6,8) 2(3,9) 5(9,6) 0,437
KVS dogadaji,** n (%) 9(8,7) 4(7,8) 5(9,6) 1,000
Broj ACR Kriterijuma 6,0 (4,0-11,0) 6 (4-11) 5 (4-11) 0,004

med (min-max)***

“odnosi se na poredenje pacijenata sa aktivnim lupusom i onih u remisiji/ niskoj aktivnosti bolesti
za nivo znacajnosti 0,05; ** CVI, TIA, AIM, AP; *** ACR kriterijumi iz 1997. god.

Skracenice: BMI -indeks telesne mase, AFS - anti-fosfolipidni sindrom, HT- Hashimoto
thyroiditis, KVS - kardiovaskularni dogadaji, CVI - cerebrovaskularni insult, TIA - tranzitorni
ishemijski atak, AIM - akutni infarkt miokarda, AP - angina pektoris; AS - artimeticka sredina; SD
- standardna devijacija
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Tabela 2. Imunoseroloske karakteristike ispitanika sa SEL

. SEL Aktivni SEL Remisija/
Karakteristika =103 n=51 LLDAS p*
n=52

ANA, titar, med (min-max) 640,0 (40,0-640,0) 640 (80-640) 640 (40-640) 0,185
anti-dsDNA, n/N (%) 30/103 (29,1) 23/51 (45,1) 7/52 (13,5) <0,001
anti-Sm, n/N (%) 22/101 (21,8) 19/51 (37,3) 3/50 (6,0) <0,001
anti-SSA, n/N (%) 43/99 (43,4) 27/50 (54%) 16/49 (32,7) 0,052
aCL-IgG, n/N (%) 14/100 (14,0) 8/50 (16,0) 7/50 (14,0) 0,773
aCL-IgM, n /N (%) 14/100 (14,0) 7/50 (14,0) 7/50 (14,0) 1,000
Anti- B2-GPI IgG, n/N (%) 7/95 (7,4) 3/49 (6,1) 4/46 (8,7) 0,930
Anti-B2-GPI IgM, n/N (%) 7/95 (7,4) 3/49 (6,1) 4/46 (8,7) 0,930
RF, n/N (%) 19/94 (20,2) 14/49 (28,6) 5/45 (11,1) <0,001
Snizen C3 i/ili C4 59/103 (57,3) 41/51 (80,4) 18/52 (34,6) <0,001
C3, AS+SD 0,81+0,27 0,71+0,28 0,92+0,22 <0,001
C4, med (min-max) 0,12 (0,02-0,87) 0,12 (0,02-0,87) 0,19(0,02-0,5) <0,001
Ukupni IgG, AS+SD 13,91+5,20 15,1+6,2 12,8+3,8 0,025

*odnosi se na poredenje pacijenata sa aktivnim lupusom i onih u remisiji/LLDAS za nivo
znacajnosti 0,05

Skracéenice: ANA - antinuklearna antitela; anti-dsDNA - antitela na dvolan¢anu DNK; aCL -
antikardiolipinska antitela; anti-32-GPI- antitela na 2 glikoprotein I; RF - reumatoidni faktor; C3
- komponenta komplementa C3; C4 - komponenta komplementa C4; AS - aritmeticka sredina; SD
- standardna devijacija.

27



Tabela 3. KlinicCke i laboratorijske karakteristike ispitanika i aktivnost SEL

. SEL Aktivni SEL Remisija

Karakteristika n=103 n=51 LLD A]S / p*
n=52

Aktuelne manifestacije
KoZne manifestacije, n (%) 33(32,0) 29 (56,9) 4 (7,7) <0,001
Broj bolnih i otecenih
zglobova, med (min-max) 4(0-22) 4 (0-22) 0(0-2) <0,001
Artritis, n (%) 33 (32,0) 33 (64,71) 0 <0,001
Mukozalne ulceracije, n (%) 12 (11,7) 11 (21,6) 1(1,9) 0,002
Alopecija, n (%) 40 (38,8) 29 (56,9) 11 (21,2) <0,001
Serozitis, n (%) 4(3,9) 4 (7,84) 0 0,054
Aktivni lupus nefritis, n (%) 15 (14,6) 15 (29,4) 0 <0,001
NPSLE, n (%) 1(0,97) 1(1,96) 0 NP
Leukopenija, n (%) 33 (32,0) 11 (21,6) 3(5,8) 0,04
Neutropenija, n (%) 13 (13,1) 11 (21,6) 3(5,8) 0,04
Limfopenija, n (%) 50 (50,0) 33 (67,3) 17 (33,3) 0,022
Trombocitopenija, n (%) 11 (10,8) 8 (15,7) 3(59) 0,178
FACIT, mean (£SD) 35,51+12,05 34,76 (8-55) 36,24 (2-52) 0,542
Markeri zapaljenja
SE, med (min-max) 22,0 (4,0-125,0) 30 (4-125) 15 (4-76) <0,001
CRP, med (min-max) 2,8 (0,2-87,5) 4,04 (0,2-87,5) 1,99 (0,2-28,8) 0,018
NLR, med (min-max) 2,1(0-15,3) 3,3(0-15,3) 2,2(0,5-10,9) 0,064
Procena aktivnosti SEL,
med (min-max)
SLEDAI 2K 5,0 (0-29,0) 10 (6-29) 2 (0-5) <0,001
Klini¢ki SLEDAI 2K 3,0 (0-25,0) 8 (4-25) 0 (0-3) <0,001
PGA 0,83 (0-2,34) 1,38 (0,75-2,34) 0,17 (0-0,96) <0,001
LFA Real Clin 42 (0-186) 75 (29-186) 7 (0-80) <0,001
LFA Real PRO 196 (0-599) 239 (0-599) 150 (0-538) 0,006
SLICC/ACR D], 0 (0-6) 0 (0-6) 0 (0-5) 0,946

med (min-max)
*odnosi se na poredenje pacijenata sa aktivnim lupusom i onih u remisiji/LLDAS za nivo
znacajnosti 0.05;

Skracenice: NPSLE - neuropsihijatrijski lupus; FACIT - skor na skali zamora; SE - brzina
sedimentacije eritrocita; CRP - C-reaktivni protein; SLEDAI-2K- eng. systemic lupus
erythematosus disease activity index; LFA Real Clin - eng. Lupus Fondation of America Rapid
Evaluation of Activity in Lupus Clinician Reported Outcome; LFA Real PRO - eng. Lupus
Fondation of America Rapid Evaluation of Activity in Lupus Patient Reported Outcome;
SLICC/ACR DI - eng. systemic lupus international collaborating clinics American College of
Rheumatology Damage index; NP - nije primenljivo

U kontrolnoj grupi bilo je 99 ispitanika, takode veéinom Zena (88%), prosecCne starosti
55,43 +13,62 godina. Ova grupa ispitanika je bila starija od onih u SEL kohorti (p<0,001), rede su
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bili puSaci (p=0,004), a nisu se znacajno razlikovali u odnosu na zastupljenost polova (p=0,431),
prisustvo arterijske hiperetenzije (p=0,497), dijabetes melitusa (p=0,282) i kardiovaskularnih
dogadaja (p=0,074).

Vecina pacijenata je koristila kortikosteroide u terapiji. Medijana doze prednizona u
celokupnoj kohorti ispitanika sa SEL iznosila je 12,5 (0-80)mg, pri ¢emu su ispitanici sa aktivnim
SEL imali znacajno viSe doze prednisona (20 (5-80)mg vs 10 (2-30)mg, p=0,001). Ispitanci u
grupi remisija/LLDAS su znacajno ceSce koristili imunosupresivne lekove (p<0,001). Grafikon 1.
prikazuje primenjene terapijske modalitete ispitanika sa SEL.
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Grafikon 1. Terapijski modaliteti pacijenata sa SEL (Imunusupresivi: metotreksat, azatioprin,
mikofenolat mofetil, ciklofosfamid)

4.2 Aktivnost SEL i mere ishoda koje procenjuje pacijent

U cilju boljeg sagledavanja i procene aktivnosti SEL koris¢eni su sledec¢i indeksi aktivnosti:
SLEDAI2K, klinicki SLEDAI2K, PGA i LFA Clin RO. Pacijenti su procenjivali stepen zamora
primenom FACIT F skale, a aktivnost bolesti primenom LFA PRO indeksa. Postojala je statisticki
znacajna jaka korelacija novog LFA Clin RO indeksa sa ostalim indeksima aktivnosti lupusa
primenjivanim od strane lekara (Tabela 4). Dodatno, LFA-REAL Clin RO indeks je pokazao
statisticki znacajnu umerenu Korelaciju sa imunoloskim markerima aktivnosti lupusa: anti-ds-
DNA (rho=0,339, p<0,01), C3 (rho=-0,406, p<0,01) i C4 (rho=-0,420, p<0,01).
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Tabela 4. Korelacija LFA-REAL Clin RO sa ostalim indeksima aktivnosti SEL

Indeks SLEDAI2K klinicki SLEDAI2K PGA

LFA-REAL Clin RO, rho* (p) 0,836 (p<0,01) 0,879 (p<0,01) 0,947 (p<0,01)

*rho-Spirmanov koeficijent korelacije

Uporedili smo mere ishode koje procenjuje pacijent sa indeksima aktivnosti lupusa koje
primenjuje lekar i naSli statisticki znacajnu umerenu Kkorelaciju LFA-REAL PRO sa svim
koriS¢enim indeksima aktivnosti (Tabela 5). Medutim, nije nadena korelacija sa imunoloskim
parametrima aktivnosti SEL (anti-ds-DNA p=0,979, C3 p=0,945, C4 p=0,881). U odnosu na stepen
zamora nadena je statisticki znacajna, ali blaga negativna korelacija FACIT-F skora sa LFA Clin RO
i znaCajna umerena negativna korelacija sa LFA-REAL PRO (rho-0,618, p<0,001) (Tabela 5). U
odnosu na odabrane imunolosSke parametre SEL, FACIT-F skor je pokazao statisti¢ki znacajnu
blagu negativnu korelaciju sa koncentracijom C4 (C4 Rho -0,225, p=0,025), ali ne i sa
koncentracijom C3 (p=0,075) i anti-ds-DNK (p=0,715).

Tabela 5. Korelacija LFA-REAL PRO i FACIT-F sa indeksima aktivnosti SEL

LFA-REAL Clin SLEDAIZK klinicki PGA

RO SLEDAIZK
LFA-REAL PRO, 0,402 (<0,001) 0,323 (0,001) 0,377 (<0,001) 0,357 (<0,001)
Rho* (p)
FACIT-F, Rho* (p) -0,201 (0,045) -0,076 (0,453) -0,153(0,129)  -0,152 (0,131)

*Rho- Spirmanov koeficijent korelacije

4.3 Prevalenca EBV DNK i anti-EBV antitela, i status EBV infekcije

Prevalenca EBV DNK u plazmi ispitanika sa SEL iznosila je 10,7%, Sto se nije statisticki
znacajno razlikovalo u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,893). Seroloske analize su pokazale da su
svi ispitanici u grupi sa SEL imali znake prethodne infekcije EBV. U ovoj grupi registrovana je
znacajno visa prevalenca anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgG i anti-EA(D) IgM antitela u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001, p<0,001, i p=0,008, redom). Medutim, nije bilo razlike u ucestalosti
anti-EBV antitela izmedu ispitanika sa aktivnim SEL i onih u remisiji/LLDAS. U Tabeli 6.
prikazano je poredenje prevalence pozitivnosti EBV DNK i anti-EBV antitela u ispitivanim
kohortama.
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Tabela 6. Prevalenca pozitivnosti virusne DNK i anti-EBV antitela

EBV DNKii SEL AKtivni SEL remisija
anti-EBV At SEL /LLDAS p1*! p2*2  p3*3 paxt
n (%) n=103 = e n=99

EBNA1 DNK 11 (10,7) 8 (15,7) 3(5.8) 10(10,1) 0893 0426 0544 0,122
LMP1 DNK 9(8,7) 5(9.8) 4(7,7) 3(3,0) 0086 0120 0231 0741
Anti-EBNA1IgG 99 (96,1)  °0(980)  49(94.2) 97 (98,0) 0436 0980 0221 0,617
Anti-VCA IgG 103 (100) ~ 51(100) 52 (100) 98(99,0) 0490 1000 1,000 1,000
Anti-VCAIgM  26(252) 16(31L4)  10(192) 3(3,0) <0,001 <0001  <0,001 0,156
Anti-EA(D) IgG 35 (34,0) 21 (41,2) 14 (26,9) 5 (5,1) <0001 <0001 <0,001 0,126
Anti-EA(D) IgM 22 (21,4)  10(196)  12(231) 8(8,1) 0,008 0039 0009 0,668

*za nivo znacajnosti 0.05; *p1 - SEL vs kontrolna grupa; ?p2 - aktivni SEL vs kontrola; 3p3 - SEL
remisija/LLDAS vs kontrola; *p4 - aktivni SEL vs SEL remisija/LLDAS

Aktivna EBV infekcija je znacajno ceS¢e nadena kod ispitanika sa SEL u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001). Ispitanici sa aktivnim SEL (p<0,001), i ispitanici sa SEL u
remisiji/LLDAS (p<0,001) imali su znacajno ¢eS¢e aktivnu EBV infekciju u odnosu na kontrolnu
grupu ispitanika. Medutim nije bilo znacajne razlike u ucestalosti aktivne EBV infekcije izmedu
grupe ispitanika sa aktivnim SLE i onih u remisiji/LLDAS (p=0,321). Grafikon 2. prikazuje status
EBYV infekcije u ispitivanim kohortama.
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Grafikon 2. Status EBV infekcije u ispitivanim grupama
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Poredenje titra anti-EBV antitela ispitanika sa SEL je pokazalo znacajno visi titar anti-VCA
IgM, anti-EA(D) IgG, i anti-EA(D) IgM antitela u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001, p<0,001,
and p=0,012, redom). Titar anti-EBNA1 IgG i anti-VCA IgG antitela nisu se znacajno razlikovali
izmedu ove dve grupe ispitanika (p=0,080 i p=0,149, redom)(Grafikon 3.).
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Grafikon 3. Titar anti-EBV antitela u grupi ispitanika sa SEL u odnosu na kontrolnu grupu

Poredenje titra anti-EBV antitela u podgrupama ispitanika sa SEL pokazalo je znacajno visi
titar anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgM i anti-EA(D) IgG antitela u obe podrupe ispitanika sa SEL u
odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, titar nijednog od ispitivnih anti-EBV antitela nije se
znacajno razlikovao izmedu grupe ispitanika sa aktivnim SEL i onih u grupi remisija/LLDAS.

(Tabela 7.)
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Tabela 7. Poredenje titra anti-EBV antitela u podgrupama ispitanika sa SEL u odnosu na
kontrolnu grupu

Aktivni

SEL remisija

Anti-EBV At ISﬁll.oB SEL /LLDAS IIf(_)(l;(t)rola "
- n=51 n=52 - . p2*? p3*3 p4**
Anti-EBNA1 IgG 163,89 122'33 1;2;; 150,14 008 0154 0145 0964
AS%SD +56,31 I v +54,55 ’
Anti-VCA IgG 175,68 igzg 235633 173,53 0149 0327 0708 0,147
ASSD +35,01 o Y +46,96 ’
AntVCAIgM 0 O0 5,011 Oo 3,016 0 <0,001 DO o o
med (min-max) (0-5,011) (0-5011)  (0-3,016) (0-1,902) ’
ANt-EA(D) IgG 0 00 0 00 o5 0 . <0,001  <0,001 0,039
med (min-max) (0-200,0) (0-200,0)  (0-195,0) (0-90,0) '
0 0 0,048 0,015 0,730
Anti-EA(D) IgM 0 0 ’ ’ ’
] ] 0,012
med (min-max) (0-3,481) (0-3,481) (0-2,920) (0-4,537)

*za nivo znacajnosti 0.05; *p1 - SEL vs kontrolna grupa; ?p2 - aktivni SEL vs kontrola; 3p3 - SEL
remisija/LLDAS vs kontrola; *p4 - aktivni SEL vs SEL remisija/LLDAS

4.4 Analiza polimorfizama gena za IL10RA, IL10RB i IL2Z2RA receptore

Analizirali smo polimorfizme u okviru gena za IL10RA, IL10RB i IL2ZRA receptore.
Distribucija ispitivanih polimorfizama nije odstupala od Hardy-Weinberg-ovog ekvilibrijuma u
grupi ispitanika sa SEL i kontrolnoj grupi, a prikazana je u Tabeli 8. Nadeno je da su ispitanici u
kontrolnoj grupi znacajno c¢esc¢e bili nosioci G alela IL10RB rs1058867 u odnosu na ispitanike sa
SEL (76,8% vs 61,2%, p=0,017, OR=0,477, 95%CI:0,258-0,879).

33



Tabela 8. Distribucija i poredenje ucestalosti polimorfizama gena za ILI0RA, IL19RB i IL22RA

receptore
Grupa
Polimorfizam, n (%) SEL Kontrola p’
n=99 n=103
IL10RB rs999788
cC 66 (64,1) 60 (60,6)
CT 33(32) 36 (36,4) 0,787
TT 4(3,9) 3 (3,0)
C 165 (80,1) 156 (78,8) 0.806
T 41 (19,9) 42 (21,2) ’
IL10RBrs2834167
AA 54 (52,4) 47 (47,5)
AG 43 (41,7) 47 (47,5) 0,714
GG 6 (5,8) 5(51)
A 151 (73,3) 141 (71,2) 0,658
G 55 (26,7) 57 (28,8)
IL10RB rs1058867
AA 40 (38,8) 23(23,2)
AG 46 (44,7) 50 (50,5) 0,038
GG 17 (16,5) 26 (26,3)
A 126 (61,2) 96 (48,4) 0012
G 80 (38,8) 102 (51,5) '
IL10RA rs10892202
GG 89 (86,4) 83 (83,8)
GC 13 (12,6) 14 (14,1) 0,779
cC 1(1,0) 2 (2,0)
G 191 (92,7) 180 (90,9)
C 15 (7,3) 18 (9,1) 0,587
IL10RA rs4252270
cc 89 (86,4) 83 (83,8)
CT 13 (12,6) 14 (14,1) 0,779
TT 1(1,0) 2 (2,0)
C 191 (92,7) 180 (90,9)
T 15 (7,3) 18 (9,1) 0,587
IL10RA rs3135932
AA 72 (69,9) 77 (77,8)
AG 27 (26,2) 22 (22,2) 0,100
GG 4(3,9) 0 (0)
A 171 (83,0) 176 (88,9) 0115
G 35 (17,0) 22 (11,1) ’
IL10RA rs2228055
AA 92 (89,3) 84 (84,8)
AG 11(10,7) 15 (15,2) 0,343
GG 0(0) 0(0)
A 195 (94,7) 183 (92,4)
G 11 (5,3) 15 (7,6) 0,420
IL10RA rs2229113
GG 44 (42,7) 49 (49,5) 0,182
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AG 45 (43,7) 44 (44,4)

AA 14 (13,6) 6 (6,1)
G 133 (64,6) 142 (71,7) 0136
A 73 (35,4) 56 (28,3) ’
IL10RA rs9610
AA 25 (24,3) 24 (24,2)
AG 47 (45,6) 49 (49,5) 0,810
GG 31 (30,1) 26 (26,3)
A 97 (47,1) 97 (49,0) 0.765
G 109 (52,9) 101 (51,0) ’
IL22RA rs16829204
cC 67 (65,0) 76 (76,8)
CT 34 (33,0) 21 (21,2) 0,169
TT 2(1,9) 2 (2,0)
C 168 (81,6) 173 (87,4) 0131
T 38 (18,4) 25 (12,6) ’
IL22RA rs3795299
cC 12 (11,7) 17 (17,2)
GC 47 (45,6) 44 (44,4) 0,517
GG 44 (42,7) 38 (38,4)
C 71 (34,5) 78 (39,4) 0353
G 135 (65,5) 120 (60,6) ’

* za nivo znacajnosti 0,05 prema Hi-kvadrat testu

Ucinjena je i analiza haplotipova ILI10RA (rs10892202, rs4252270, rs3135932, rs2228055,
rs2229113, rs9610), ILI10ORB (rs999788, rs2834167, rs1058867) i ILZ2RA (rs16829204,
rs3795299). Prilikom analize svih ispitanika (SEL i kontrolna grupa, N=202) uocen je blok
haplotipa IL10RA. Kod ispitanika sa SEL uocen je blok haplotipa izmedu rs10892202 i rs4252270
(D’=1, r?2=1) i izmedu polimorfizama rs22296110 i rs9610 (D’=0.98, r2=0,42). Takode, u
kontrolnoj grupi naden je blok haplotipa izmedu polimorfizma rs10892202 i rs4252270 (D’=1,
r2=1). Nije nadena znacajna razlika u ucestalosti slede¢ih haplotipova izmedu SLE ispitanika i
onih u kontrolnoj grupi: GCAAGA (47,1% vs 48,4%), GCAAAG (19% vs 17,2%), GCGAAG (16,4%
vs 10,6%), CTAAGG (7,3% vs 9,1%), GCAGGG (5,3% vs 7,6%) i GCAAGG (4,3% vs 6,6%).

Analiza haplotipova za IL10RB je pokazala blok haplotipa izmedu rs999788 i rs2834167
polimorfizama u SLE ispitanika. Vrednosti D’ i r2 su prikazane na Grafikonu 4. Ucestalost
haplotipova CAA, CAG, TGA, TGG, CGA i CGG u SLE ispitanika je bila redom 42,7%, 30,1%, 12,2%,
7,2%, 6,3%, 1,1%, u kontrolnoj grupi 39,4%, 30,7%, 12,5%, 7,6%, 4,5%, 4,2%, 1,1%. ILIORB CAA
haplotip je znacajno ¢esc¢e bio prisutan u SLE ispitanika nego u kontrolnoj grupi (42,7% vs 30,7 %,
p=0,027).
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Grafikon 4. Sematski prikaz LD (linkage disequilibrium) sa predstavljenim D’ (normalizovani LD
koeficijent) i r? (koeficijent korelacije) vrednostima (u procentima, redom) medu analiziranim
polimorfizama gena za IL10RB (rs999788, rs2834167, rs1058867) kod obolelih od SLE (a,b) i u
kontrolnoj grupi (c,d). Legenda: Odnos boja na grafiku koje predstavljaju vrednosti D’: Intenzivno
crevena boja odgovara vrednostima D’=100%, pri vrednosti LOD>2, smanjivanje inteziteta crvene
boje odgovara smanjivanju vrednosti D’. Odnos boja na grafiku koje predstavljaju vrednosti r2: Pri
vrednosti r2=100% polja su prebojena crnom bojom, smanjivanje inteziteta crne boje odgovara
smanjivanju vrednosti r2.

Nije uocen blok haplotipa izmedu IL22RA polimorfizama (rs16829204, rs3795299; D’=0,8,
r2=0,07). Ucestalosti haplotipova GC, CC, GT i CT u SLE ispitanika su bile 49,3%, 32,2%, 16,2%
and 2,2%, redom, a u kontrolnoj grupi ucestalost haplotipova GC, CC i GT je iznosila redom 48%,
39,4%, i 12,6%. Nije postojala statisticki znacajna razlika u ucestalosti ovih haplotipova izmedu
SLE ispitanika i onih u kontrolnoj grupi.

4.5 Udruzenost markera EBV infekcije i polimorfizama gena za IL10RA, IL10RB i IL22RA
receptore sa SEL

U univarijantnoj analizi prisustvo anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgG, i anti-EA(D) IgM antitela,
kao i visi titar anti-VCA IgM i anti-EA(D) IgG antitela, aktivna EBV infekcija i prisutvo G alela
IL10RB 1rs1058867 su bili potencijalno udruzeni sa SEL. Medutim u multivarijantnom
regresionom modelu samo prisustvo anti-EA(D) IgG antitela (OR=14,144, 95%CI OR=1,21-
164,72, p=0,034) je bio nezavisan faktor udruzen sa SEL. Ispitanici koji su imali pozitivna anti-
EA(D) IgG antitela imali su ¢ak 14 puta vecu verovatnoc¢u da imaju SEL (Tabela 9.).
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Tabela 9. Virusoloski i genski faktori udruzeni sa SEL

Univarijantna logisticka Multivarijantna logisticka
Prediktor regresija regresija
OR 95%CIOR  p* OR 95%CIOR  p’
Anti-VCA IgM pozitivnost 10,805 3,15-37,05 <0,001
Anti-VCA IgM titar 3,914 1,79-8,57 0,001
Anti-EBV-EA(D) IgG 9,676  3,60-2598  <0,001 14,144 1,21-164,72 0,034
pozitivnost
Anti-EBV-EA(D) IgG titar 1,030  1,01-1,05 <0,001
Anti-EBV-EA(D) IgM 3,090  1,30-7,32 0,010
pozitivnost
Aktivna EBV infekcija 7,087  3,22-15,61 <0,001
IL10RBrs1058867 alelG 0,690  0,51-0,94 0,018

*za nivo znacajnosti 0,05

4.6 Uticaj EBV infekcije na klinicke manifestacije i aktivnost SEL

Pacijenti sa aktivhom EBV infekcijom imali su znacajno viSi ukupni serumski IgG
(p=0,041) i CRP (p=0,012), kao i znacajno ceS¢e pozitivan RF (32% vs. 11%, p=0,015) (Tabela
10.). Takode, SLE ispitanici sa aktivnom EBV infekcijom su znacajno CeSc¢e koristili neki od
imunosupresivnih lekova (azatioprin, metotreksat, mikofenolat mofetil, ciklofosfamid) (37% vs
19%, P=0,047), ali se nisu razlikovali u odnosu na ucestalost primene kortikosteroida.
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Tabela 10. Analiza udruZenosti klinickih i laboratorijskih manifestacija SEL i statusa EBV
infekcije

Karakteristika, n (%) Aktivna EBV infekcija Latentna EBYV infekcija p*
n=43 n=60

KoZne manifestacije 14 (32,6) 19 (31,7) 0,924
Alopecija 15 (34,9) 25 (41,7) 0,486
Mukozalne ulceracije 7 (16,3) 5(8,3) 0,215
Lupus nefritis 6 (14,0) 9 (15,0) 0,882
Tenosinovitis 13 (30,2) 17 (28,3) 0,834
Artritis 15 (34,9) 18 (30,0) 0,600
Leukopenija 6 (14,0) 8(13,3) 0,928
Neutropenija 4 (10,0) 9 (15,3) 0,448
Limfopenija 20 (48,8) 30 (50,8) 0,839
Trombocitopenija 5(11,6) 6(10,2) 0,815
Pozitivna anti-dsDNK 10 (23,3) 20 (33,3) 0,267
Pozitivna aCL IgG 6 (14,6) 9 (15,3) 0,932
Pozitivna aCL IgM 7(17,1) 7(11,9) 0,460
Pozitivna anti-SSA 20 (46,5) 23(41,1) 0,588
Pozitivna anti-Sm 8(19,0) 14 (23,7) 0,574
Pozitivan RF 13 (31,7) 6(11,3) 0,015
SniZen C3 i/ili C4 25(58,1) 34 (56,7) 0,882

*za nivo znacajnosti 0,05

Status EBV infekcije nije bio udruzen sa aktivno$¢u lupusa bez obzira na primenjeni
instrument merenja (SLEDAI2K p=0,691, seroloski SLEDAI2K p=0,689, klinicki SLEDAI2K
p=0,770, PGA p=0,806, LFA-REAL Clin RO p=0,513). Takode, nije utvrdena znacajna razlika u
stepenu zamora procenjenim FACIT-F skalom u zavisnosti od statusa EBV infekcije (p=0,190).

Ispitanici sa SEL kod kojih je dokazano prisustvo EBNA1 gena znacajno su ceSée imali
lupus nefritis (36% vs. 12%, p=0,030) i limfopeniju (80% vs. 47%, p=0,047). Poredenjem ostalih
manifestacija SEL (klinickih i imunoloskih) i primenjene terapije nije uocena znacajna razlika u
odnosu na prisustvo EBNA1 gena.

UdruZenost anti-EBV antitela sa klinickim manifestacijama i aktivnoS¢u SEL smo ispitali
primenom regresione analize. Nijedan od ispitivanih seroloSkih markera EBV infekcije nije bio
udruZen sa prisustvom koznih manifestacija. artritisa, mukozalnih ulceracija, lupus nefritisa,
leukopenije i aktivnosti SEL. Visi titar anti-VCA IgG antitela je bio prediktor alopecije kod
ispitanika sa SEL (OR=1,018, 95%CI OR=1,00-1,04, p=0,046) (Tabela 11).
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Tabela 11. Faktori udruZeni sa alopecijom

Univarijatna logisticka Multivarijantna logisticka
Prediktor regresija regresija

OR 95% CIOR p* OR 95% CIOR p*
Anti-VCA IgG titar 1,020 1,01-1,04 0,018 1,018 1,00-1,04 0,046

“za nivo znacajnosti 0,05

U univarijantnoj regresiji visi titar anti-EBV-EA(D) IgG i niZi titar anti-EBV-EA(D) IgM
antitela bili su udruZeni sa limfopenijom. U multivarijantnom regresionom modelu samo visi titar
anti-EBV-EA(D) IgG antitela je bio prediktor limfopenije (OR=1,040, 95%CI OR=1,01-1,08,
p=0,032) (Tabela 12).

Tabela 12. Faktori udruZeni sa limfopenijom

Univarijantna logisticka Multivarijantna logisticka
Prediktor regresija regresija

OR 95% CIOR p* OR 95% CIOR p’
Anti-EA(D) IgG titar 1,012 1,01-1,02 0011 1,040 1,01-1,08 0,032
Anti-(D) IgM titar 0,537 0,31-0,92 0,023

*za nivo znacajnosti 0,05

Visi titar anti-VCA IgM antitela je u univarijantnoj regresiji bio potencijalno udruZen sa
prisustvom trombocitopenije (OR=1,653, 95%CI OR=1,01-2,71, p=0,046), ali u modelu
multivarijante regresije ova udruzZenost nije potvrdena.

Analizirali smo da li titar anti-EBV antitela korelira sa odabranim laboratorijskim
parametrima, aktivno$¢u SEL i stepenom zamora. Titar anti-EA(D) IgG pokazao je statisticki
znacajnu blagu Kkorelaciju sa vrednostima CRP (rho=0,231, p=0,023), brojem leukocita
(rho=0,218, p=0,028) i limfocita (rho=0,197, p=0,049). Nije nadena korelacija anti-EBV antitela i
ostalih odabranih laboratorijskih parametara (CRP, SE, broj leukocita, neutrofila, limfocita,
trombocita, NRL). U odnosu na parametre aktivnosti lupusa, nadena je statisticki znacajna ali
blaga korelacija SLEDAI2K i seroloSkog SLEDAI2K sa titrom anti-EA(D) IgG antitela (rho=0,198,
p=0,045; rho=0,207, p=0,036, redom). Nije utvrdena korelacija ostalih parametara aktivnosti
lupusa (PGA, LFA Clin Ro A), kao ni FACIT-F skora sa titrom anti-EBV antitela.

4.7 Udruzenost seroloskih markera EBV infekcije i imunoseroloskih markera SEL

Analizirali smo da li titar anti-EBV antitela korelira sa titrom ANA i anti-dsDNK antitela,
kao i sa koncentracijom anti-Sm, anti-SSA, aCL IgM, aCL IgG, RF i ukupnim serumskim IgG.
Statisticki znacajna pozitivha umerena korelacija nadena je izmedu titra anti-VCA IgM antitela i
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RF, dok su ostale statisticki znaCajne korelacije bile blagog stepena. U Tabeli 13. su prikazani
rezultati Spirmanove korelacije.

Tabela 13. Korelacija anti-EBV antitela i odabranih imunoloskih parametara SEL

Varijabla anti-EBNA1 anti-VCA IgG anti-VCA IgM anti-EA(D) IgG  anti-EA(D) IgM
rho, p

ANA 0,519,0,102 0,664, 0,102 0,139, 0,102 0,194, 0,051 0,006, 0,955
dsDNK 0,923, 0,103 0,691, 0,103 0,230, 0,130 0,091, 0,359 -0,014, 0,886
Sm 0,007, 0,941 -0,046, 0,651 0,169, 0,090 0,133, 0,185 0,098, 0,332
SSA 0,147, 0,147 0,066, 0,516 0,016, 0,873 0,061, 0,552 -0,015, 0,881
aCL IgG -0,161, 0,109 0,042, 0,687 0,094, 0,353 0,261, 0,009 0,083,0,414
aCL IgM -0,168, 0,096 0,185, 0,066 0,165, 0,100 -0,005, 0,959 0,168, 0,094
RF 0,016, 0,876 0,167, 0,109 0,355, <0,001 0,208, 0,044 -0,078, 0,453
Cc3 0,526, 0,103 -0,021, 0,831 0,083, 0,402 -0,231, 0,019 0,101, 0,103
c4 0,200, 0,103 0,006, 0,950 -0,084, 0,401 0,077, 0,440 0,017, 0,863
uk.IgG 0,065,0,518 -0,094, 0,353 0,254, 0,011 0,210, 0,036 0,198, 0,048

*za nivo znacajnosti 0,05

4.8 Povezanost analiziranih polimorfizama gena za IL10RA, IL10RB i IL22RA0 receptore sa
manifestacijama SEL

Analizirali smo povezanost prisustva polimorfizama gena IL10RA, IL10RB i IL22RA sa
glavnim Kklini¢kim i imunoloSkim karakteristikama ispitanika sa SEL, kao i u odnosu na postojanje
najcesc¢ih pridruzenih autoimunih bolesti - Sjogrenovog sindroma i Hashimoto thyroiditisa (HT).
Znacajna udruZenost nadena je pre svega sa hematoloskim manifestacijama SEL. U univarijantnoj
logistickoj regresionoj analizi nadeno da je ispitanici sa SEL koji su nosioci IL22RA rs3795299 G
alela imaju 4,5 puta vecu Sansu da razviju neku od hematoloskih manifestacija SEL, i 3,8 puta
vecu Sansu za pojavu limfopenije. Nosioci IL10RA rs10892202 C alelai IL10RA rs4252270 T alela
imali su skoro 11,6 puta vecu Sansu za pojavu autoimune hemolizne anemije. Takode, nadena je
znacajna udruZenost sa koZnim manifestacijama SEL, i to sa pojavom malarnog rasa. Nosioci
IL10RA rs10892202 GG genotipa i IL10RA rs4252270 CC genotipa imali su 4,4 puta vecu Sansu
pojave malarnog rasa. U Tabeli 14. prikazani su one rezultate univarijantne regresione analize
koji su pokazali statisticki znacajnu udruzenost sa ispitivanim polimorfizmima.
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Tabela 14. Povezanost polimorfizama gena za ILI1I0RA, ILI1I0RB i IL22RA receptore sa
manifestacijama SEL

Manifestacija

Prediktor

Univarijantna logisticka regresija

*

OR 95% CI OR P
rs3135932 2,74 1,048-7,176 0,036
Sjogrenov AA genotip ’ ’ ’
sindrom rs3795299 387 1080-13.869 0,029
CC genotip ’ ’ ’
rs9610 3,22 1,106-9,382 0,027
GG genotip
Hashimoto thyroiditis 25211?5299 435 1,165-16,238 0,002
rs16829204 5,0 1,074-23,274 0,026
CC genotip ’ ’ ’
Fotosenzitivnost rs2229113 2,60 1,024-6,605 0,041
GG genotip
rs10892202 437 1,268-15,091 0,019
GG genotip ’ ’ ’
rs4252270 4,375 1,268-15,091 0,013
Malarni ras CC genotip
rs999788 23 1,007-5,251 0,046
CC genotip ’ ’ ’
rs2834167 2,61 1,161-5,886 0,019
AA genotip ’ ’ ’
Artritis rs9610 3,6 0,947-13,679 0,048
G alel
Hematoloikl rs3795299 453 1302-15,785 0,018
poremecaji** G alel
Limfopenija 25211?5 299 3,85 0,975-15,168 0,042
rs10892202 11,591 1,740-77,203 0,018
C alel ’ ’ ’
Hemolizna anemija rs4252270 11,591 1,740-77,203 0,018
T allele
rs3795299 0,014
GG genotip NP NP
Alopecija rs9610 A alel 2,9 1,110-7,585 0,026
Neuropsihijatrijske rs1058867 NP NP 0,011
manifestacije*** AA genotip
Anti-Sm antitela 25316;29204 1,64 1,014-2,640 0,040

“za nivo znacajnosti 0.05; **leukopenija i/ili limfopenija i/ili autoimuna hemolizna anemija i/ili
trombocitopenija; ***epilepsija i/ili psihoza i/ili mononeuropatija i/ili polineuropatija;****NP-
nije primenljivo

U odnosu na postojanje pridruZenog Sjogrenovog sindroma, ispitanici koji su nosioci
IL10RA rs3135932 AA genotipa i IL22A rs3795299 CC genotipa imali su 2,7 odnosno 3,9 puta
veCu Sansu pridruZenog Sjogrenovog sindroma. Hashimoto thyroiditis je jedna naj¢es¢ih organ-
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specificnih autoimunskih bolesti znacajno je ceSc¢e prisutan kod obolelih od SEL u odnosu na
opStu populaciju, pri ¢emu se pretpostavlja znacajan uticaj genetickih faktora (176). U naSem
ispitivanju, ispitanici sa SEL nosioci IL10RA rs9610 GG genotipa, IL2ZRA rs3795299 C alela i
IL22RA rs16829204 CC genotipa imali su redom 3,2, 4,3 i 5 puta vecu Sansu pridruZenog HT.
Dodatno, analizom povezanosti izmedu rs16829204, rs3795299 i HT u obe grupe ispitanika (SEL
i kontrolna grupa, n=202) potvdeno je da nosioci rs16829204 CC genotipa imaju znacajno cesce
HT u odnosu na nosioce T alela (20,4% vs 5,1%, OR=4,79, 95%CI OR=1,399-16,407, p=0,007), a
nosioci rs3795299 C alela znacajno c¢eS¢e u odnosu na nosioce GG genotipa (23,5% vs 4,9%,
OR=6,0, 95%CI OR=2,016-17,853, p<0,001). Ova povezanost ostaje znacajna i nakon primene
multivarijantne regresione analize.

Analiza haplotipova je pokazala da ILIORA GCGAAG haplotip znacajno ceS¢i kod SLE
ispitanika bez pridruZenog SS (21,9% vs 7%, p=0,007). Takode, SEL ispitanici bez pridruZenog
HT imali su znacajno Ces$¢e ILIORA GCAAGA i ILZ2RA GT haplotipove u odnosu na one sa
pridruZenim HT (50,6% vs 29,4%, p=0,024 i 19,6% vs 0%, p=0,016, redom). S druge strane, SEL
ispitanici sa pridruZenim HT imali ¢eS¢e IL2Z2RA CC haplotip (44,1% vs 29,4%, p=0,047). Analiza
ucestalosti haplotipova u odnosu na Kklinicke manifestacije pokazala je udruZenost sa
mukokutanim manifestacijama. Ispitanici sa malarnim raSem rede su imali ILIORA CTAAGG,
IL10RB TGG i IL22RA GC haplotipove (p=0,009, p=0,031, p=0,049, redom), dok je IL10RA GCAAGA
haplotip bio ¢eS¢i u ispitanika sa alopecijom (56,2% vs 41,3%, p=0,036). Oralne ulceracije ceS¢e
su bile prisutne kod ispitanika sa IL10RB CAA haplotipom (54,3% vs 38,9%, p=0,038). IL10RB
CGA haplotip je bio udruZen sa prisustvom trombocitopenije (12,5% vs 4,3%, p=0,045) i lupus
nefritisa (13,0% vs 4,2%, p=0,030). S druge strane, ovaj haplotip je bio protektivan u odnosu na
postojanje artritisa (20% vs 4,8%, p=0,008).

4.9 Analiza markera EBV infekcije u pacijenata sa aktivnim SEL tokom perioda pracenja

U grupi ispitanika sa SEL 51 ispitanik je imao aktivnu formu bolesti. Ovi ispitanici su
praceni tokom perioda od Sest meseci. Dva pacijenta su preminula pa je konacna analiza
obuhvatila 49 ispitanika. Najces¢e klinicke manifestacije u ovoj podgrupi bile su mukokutane
(78%), miSi¢no-skeletne (74%) i hematoloske (69%), koje su se nakon Sest meseci i primene
odgovarajuce terapije znacajno redukovale ili u potpunosti povukle. ZabeleZeno je znacajno
smanjenje vrednosti svih primenjivanih skorova i indeksa aktivnosti SEL (SLEDAI 2K, PGA, LFA
Clin RO) nakon Sest meseci (p<0,001 za sva tri skora). Prose¢na redukcija SLEDAI 2K skora je
iznosila 6,0 (0-29), PGA skora za 0,81 (0,06-2,28). Ukupni SLEDAI 2K skor < 4 je postiglo 55,1%, a
PGA skor < 1 75,5% ispitanika. Doza prednizona je redukovana na < 10 mg u 54,3% ispitanika, a
prosecna redukcija doze iznosila je 17,62 (0-65) mg. ZabeleZen je medutim znacajan porast
indeksa oSte¢enja SLICC/ACR DI (0,82 vs 0,89, p=0,003). U Tabeli 15. su prikazane glavne
klinicke, laboratorijske i terapijske karakteristike ispitanika sa aktivnim SEL tokom perioda
pracenja.
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Tabela 15. Karakteristike ispitanika sa aktivnim SEL tokom perioda pracenja

Karakteristika Inicijalr_l_a AELO §e_:st p’
evaluacija meseci

Klinicka manifestacija, n (%)
KoZne manifestacije 28 (54,9) 15 (30,6) 0,001
Artritis 32 (62,7) 13 (27,1) <0,001
Broj ote.éenih i bolnih zglobova, 5,82 (0-23) 1,29 (0-15) <0,001
med (min-max)
Tenosinovitis 29 (56,9) 7 (14,3) <0,001
Mukozalne ulceracije 11 (21,6) 2(42) 0,021
Alopecija 29 (56,9) 16 (32,7) <0,001
Serozitis 3(59) 0 1,000
Aktivni lupus nefritis 15 (29,4) 6 (12,5) 0,004
Aktivni NPSLE 3(59) 0 (0) 1,000
Leukopenija 11 (21,6) 5(10,2) 0,180
Neutropenija 9(18,8) 6 (12,5) 0,727
Limfopenija 33(67,3) 27 (56,3) 0,180
Trombocitopenija 8 (15,7) 4 (8,2) 0,125
Imunoloski parametri
ANA titar 640 (80-640) 640 (80-640) 0,185
anti-ds DNA pozitivnost 19 (37,3) 17 (35,4) 1,000
anti-SSA pozitivnost 27 (54,0) 11 (73,3) 0,500
anti-Sm pozitivnost 19 (37,3) 5(35,7) 0,250
aCL IgM pozitivnost 7 (14,0) 2 (8,0) 0,250
aCL IgG pozitivnost 8 (16,0) 3(12,0) 0,289
sniZen C3 and/or C4 39 (79,6) 20 (40,8) <0,001
C3 (g/ 0,71 (0,1-1,4) 0,86 (0,29-1,43) 0,002
C4 (g/) 0,12 (0,02-0,87) 0,15 (0,02-2,40) <0.001
RF pozitivnost 13 (27,7) 5(10,6) 0,227
IgG (g/1) 15,09 (4,4-31,6) 13,06 (4,5-22,3) 0,054
Markeri zapaljenja
SE (mm/h) 40,38 (4-125) 20,52 (2-90) 0,01
CRP (mg/L) 4,04 (0,2-87,5) 2,20 (0,01-41,6) 0,039
Aktivnost SEL
SLEDAI 2K 11,14 (6-29) 4,84 (0-16) <0,001
klinicki SLEDAI 2K 8,67 (4-25) 3,25 (0-12) <0,001
PGA 1,42 (0,75-2,34) 0,65 (0-1,86) <0,001
LFA Real Clin RO 117.,2 (36-248) 54,09 (0-241) p<0,001
Terapija SEL
Prednizon (dnevna doza mg) 26,4 (0-80) 12,3 (2,5-30) 0,001
Imunosupresivna terapija
(AZA, MTX, MMF, CYC)* 16 (31,7) 30 (63,8) <0,001
Pulsna kortikosteroidna terapija 11 (22) 2(41) 0,012

*za nivo znacajnosti 0,05; Skracenice: RF - reumatoidni faktor, AZA - azatioprin, MTX -
metotreksat, MMF - mikofenolat mofetil, CYC - ciklofosfamid, SE - sedimentacija, CRP - C-
reaktivni protein, NLR - odnos neutrofila prema limfocitima
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Prilikom ukljucivanja u ispitivanje, aktivnu EBV infekciju je imalo 45% ispitanika sa
aktivnim SEL, od koji je u 77% sluCajeva nastala latentna EBV infekcija nakon Sest meseci
(p<0,001). Od ukupno 24 ispitanika koju su na inicijalnom testiranju imali aktivnu EBV infekciju,
samo pet je i dalje bilo aktivno nakon Sest meseci, a tri pacijenta sa inicijalno znacima latentne
EBV infekcije su nakon Sest meseci presli u aktivhu EBV infekciju (Tabela 16.). Na prelazak iz
aktivne u latentnu EBV infekciju nije uticala primenjena terapija (doza prednizona, pulsna
kortikosteroidna terapija, primena imunosupresiva), niti prisustvo pridruzenih autoimunskih
bolesti (Sjogrenovog sindroma, antifosfolipidnog sindroma, autoimunog tiroiditisa).

Tabela 16. Promena statusa infekcije EBV nakon Sest meseci u grupi ispitanika sa aktivnim SEL

Status EBV infekcije, n (%) Aktivna inicijalno (n=22) Latentna inicijalno
(n=27)
Aktivna posle 6 meseci (n=8) 5(22,7) 3(11,1)
Latentna posle 6 meseci (n=41) 17 (77,3) 24 (88,9)

Virusna DNK (EBNA 1 i/ili LMP1) je bila pozitivna kod 9/51 (17,6%) ispitanika inicijalno.
Medu uzorcima je bilo 8 (15,7%) koji su bili pozitivni za EBNA1 gen, a 5 (9,8%) je bilo pozitivno
za LMP1 gen. Kod samo jednog pacijenta koji je inicijalno bio pozitivan za EBNA1 gen, pozitvnost
se odrZala i nakon Sest meseci (p=0,219), a jedan pacijent je postao de novo pozitivan. Svi uzorci
koji su inicijalno bili pozitivni za LMP1 gen, bili su negativni nakon Sest meseci.

Nakon Sest meseci kod ispitanika su zabeleZene promene u seroprevalenci i titru pojedinih
anti-EBV antitela. Seroprevalenca anti-EBNA1 IgG i anti-VCA IgM antitela se znacajno smanjila
nakon Sest meseci (Tabela 17.). Od ukupno 10 ispitanika koji su inicijalno imali anti-EA(D) IgM
antitela, dva su i dalje bila pozitivna, a Cetiri ispitanika koja su na prvom testiranju bila negativna,
postali su pozitivni za anti-EA(D) IgM antitela nakon Sest meseci. Poredenje titra anti-EBV
antitela pokazalo je znacajnu redukciju titra anti-EBNA1 IgG (p<0,001) i anti-VCA IgM (p=0,001),
kao i znacajan porast titra anti-EA(D) IgG (p=0,043) antitela. Nije bilo znacajne razlike u titru
anti-EA(D) IgM (p=0,778) i anti-VCA IgG (p=0,093) antitela (Grafikon 5.).

Tabela 17. Seroprevalenca anti-EBV antitela tokom perioda prac¢ena ispitanika sa aktivnim SEL

N (%) Inicijalna evaluacija Nakon Sest meseci p”
anti-EBNA 1 50 (98) 42 (85,7) p=0,031
anti-VCA IgG 51 (100) 49 (100) NPp**
anti-VCA IgM 16 (31,4) 2(4,1) p<0,001
anti-EAD IgG 21 (41,2) 24 (49,0) p=0,227
anti-EAD IgM 10 (19,6) 6 (12,2) p=0,388

“za nivo znacajnosti 0,05; **NP -nije primenjivo
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Grafikon 5. Promena titra anti-EBV antitela nakon 6 meseci pracenja ispitanika sa aktivnim
lupusom

Potom smo analizirali dobijene rezultate u odnosu na postizanje remisije/LLDAS nakon
Sest meseci. Nije nadena znacajna razlika u postizanju (p=0,308) u zavisnosti od prelaska iz
aktivne u latentnu EBV infekciju. Dodatno nijedna od virusnih varijabli (seroloskih ili

molekularnih), niti njihova promena nakon Sest meseci, nije bila udruZena sa postizanjem
remisije/LLDAS.

Dalja analiza obuhvatila je podgrupe ispitanika sa SEL u zavisnosti od klinicke prezentacije
bolesti. U model logisticke regresione analize ukljucene su laboratorijske, imunoloske i
virusoloSke varijable. U podgrupi ispitanika sa mukokutanim manifestacijama (alopecija,
mukozalne ulceracije, koZzne manifestacije), titar anti-EA(D) IgM antitela je bio nezavisan
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prediktor remisije/LLDAS (OR=2,694, 95%CI OR=1,04-7,01, p=0,042). Analizom samo pacijenata
sa koZnim manifestacijama leukopenija (OR=26,313, 95%CI OR 1,65-973,87, p=0,021) i prisustvo
anti-EA(D) IgM antitela (OR=40,097, 95%CI OR=1,65-973,87, p=0,023) bili su nezavisni
prediktori ulaska u remisiju/LLDAS. Prisustvo RF bilo je nezavisan prediktor remisije/LLDAS u
podgrupi pacijenata sa alopecijom (OR=12,081, 95%CI OR=1,48-98,28, p=0,020). Rezultati
univarijantne i multivarijante regresione analize su prikazani u Tabeli 18.

Analiza podgrupa ispitanika sa SEL sa miSi¢noskeletnim i hematoloskim manifestacijama,
aktivnim lupus nefritisom, pozitivnim anti-dsDNA, anti-ENA, anti-Sm i anti-SSA autoantitelima
nije ukazala na potencijalne faktore udruZene sa postizanjem remisije/LLDAS.

Tabela 18. Faktori udruZeni sa postizanjem remisije/LLDAS u ispitanika sa mukokutanim
manifestacijama SEL

Faktori Univarijantna logisticka Multivarijantna logisticka
udrueni regresija regresija
sa: OR 95%CI OR p* OR 95%CI OR p*
Mukukutanim
manifestacijama
Anti-EBV-EA(D) IgM 2,875 1,12-7,38 0,028 2,694 1,04-7,01 0,042

Anti-EBV-EA(D) IgM 6,650  1,16-38,19 0,034

pozitivnost

RF 1,026 0,99-1,05 0,049 1,027 0,99-1,06 0,110
Koznim

manifestacijama

Leukopenija 10,714 1,05-109,78 0,046 26,313  1,65-419,27 0,021
Anti-EBV-EA(D) IgM 10,714  1,05-109,78 0,046 40,097 1,65-973,87 0,023
pOthlVHOSt

Alopecijom

Pugadki status 0,143 0,02-0,83 0,031 0,242 0,03-1,96 0,184
RF pozitivnost 11,375  1,65-7838 0014 12,081  1,48-9828 0,020
RF 1,057 1,01-1,11 0,019

* - za nivo znacajnosti 0,05

Analizirali smo da li su Kklinicke i imunoseroloske Kkarakteristike ispitanika sa SEL
udruzene sa prelaskom iz aktivne u latentnu EBV infekciju primenom modela regresione analize.
Prisustvo limfopenije, visi titar ANA i pozitivna anti-dsDNA antitela bili su negativni, a prisustvo
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viSe koncentracije C3 pozitivni prediktori prelaska u latentnu EBV infekciju u univarijantnom
modelu. Medutim, u multivarijantnoj regresionoj analizi, samo nizi titar ANA i viSa koncentracija
C3 su bili nezavisni prediktori prelaska iz aktivne u latentnu EBV infekciju (RR=0,996, 95%CI
RR=0,99-0,99, p=0,036;RR=36,441, 95%CI OR=2,48-536,32, p=0,027). U Tabeli 19. su prikazani
rezultati univarijante i multivarijantne regresione analize.

Tabela 19. Prediktori prelaska iz aktivne u latentnu EBV infekciju u ispitanika sa SEL

Univarijantna logisticka Multivarijantna logisticka regresija
Varijabla regresija Backward Wald metod 44 step
RR CI195% p* RR CI195% p*
Limfopenija 0,227 0,06-0,83 0,025
Hashimoto tiroiditis 6,042 1,03-35,55 0,047
Broj leukocita 2,315 1,12-4,80 0,024
ANA titar 0,996 0,99-0,99 0,019 0,996 0,99-0,99 0,036
Anti-dsDNA 0214 0,05-089 0,034
pozitivnost
Koncentracija C3 36,441 2,48-536,32 0,009 26,954 1,45-500,34 0,027
Koncentracija RF 6,205 1,46-26,43 0,014

* - za nivo znacajnosti 0,05

Mogucnost primene koncentracije C3 u serumu kao markera prelaska iz aktivne u latentnu
EBV infekciju analizirali smo primenom ROC (eng. receiver operating characteristics) krive.
Povrsina ispod ROC krive za koncentraciju C3 u serumu iznosila 0,756 (p=0,003), sto ukazuje da
bi ovaj imunoloski parameter mogao biti koristan marker u identifikaciji onih pacijenata sa
aktivnim SEL koji ¢e pre¢i iz aktivne u latentnu EBV infekciju (Grafikon 6.). Nadena cut-off
vrednost za C3 koncentraciju iznosila je 0,780 g/1 (Sn=70,6%, Sp=75,0%).
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Grafikon 6. Analiza ROC krive koncentracije C3 u serumu u diferenciranju prelaska iz aktivne u
latentnu EBV infekciju
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5. Diskusija

Uloga EBV u pokretanju autoimunosti kod genetski predisponiranih osoba je odavno
prepoznata. Brojna saznanja upucuju na ulogu EBV kako u indukciji, tako i u progresiji i
pogorsanju SEL. Dodatno, neadekvatna kontrola EBV infekcije usled imunske disregulacije u SEL,
doprinosi Cestim reaktivacijama virusa. Obzirom na sloZenost odnosa izmedu EBV i domacina,
kao i raznolikosti rezultata dosadasnjih istraZivanja, veza izmedu reaktivacije virusa i SEL jo$
uvek nije u potpunosti razjaSnjenja.

U ovoj prospektivnoj kohortnoj studiji sprovedena je detaljna evaluacija seroloskih i
molekularnih parametara EBV infekcije u ispitanika sa SEL, kao i uticaja geneticke osnove u
nastanku i fenotipskoj ekspresiji SEL. Takode, u cilju boljeg razumevanja odnosa reaktivacije EBV
i aktivnosti SEL, kohorta ispitanika sa aktivnim SEL je pra¢ena tokom perioda od Sest meseci,
tokom kojeg je ucinjenja detaljna evaluacija statusa EBV infekcije, uz analizu Kklinickih,
laboratorijskih i imunoloskih parametara lupusa. Prema nasim saznanjima, ovo je prva studija
koja se prospektivno bavila sveobuhvatnom analizom uloge EBV infekcije u ispitanika sa SEL.

Obzirom na Sirok spektar klinickih manifestacija i znacajne varijacije u aktivnosti SEL
najpre je ucinjena analiza osnovnih demografskih, klinickih i imunoloskih karakteristika
ispitanika. Takode, u cilju boljeg definisanja aktivnosti bolesti primenili smo i medusobno
uporedili nekoliko indeksa i skala za merenje aktivnosti SEL, ukljucujuci i procenu aktivnosti
bolesti i stepena zamora od strane samog pacijenta. U skadu sa podacima iz literature, najveci
broj nasih ispitanika (91,3%) su bile Zene, a prosecna starost ispitanika iznosila je 45,42 (+12,9)
godina (1,177). Najvedi broj ispitanika ispunio je Sest ACR kriterijuma za klasifikaciju SEL, i imao
je trajanje bolesti od 5 godina. Skoro 38% ispitanika je imalo pridruZen Sjogrenov sindrom, a 9%
sekundarni antifosfolipidni sindrom. Ucestalost Sjogrenovog sindroma u nasih ispitanika sa SEL
viSa je u odnosu na druge populacije u kojima je zabeleZena ucestalost Sjogrenovog sindroma 14 -
17,8% (178,179). S druge strane, zabeleZili smo manju ucestalost sekundarnog antifosfolipidnog
sindroma u odnosu na druge populacije u kojima je ucestalost 11,9-23,1% (180). Cak 60%
ispitanika su bili pusaci, Sto je znacajno viSe nego u drugim ispitivanim populacijama (181,182).
Imajucu u vidu da je nekoliko istrazivanja, ukljuCujuci i meta-analizu iz 2020. godine pokazalo da
pusenje povecava rizik od nastanka SEL (OR 1,54, 95% CI 1,06-2,25), ali uticCe i na tok bolesti i
odgovor na terapiju, neophodno je savetovanje o Stetnosti pusenja implementirati u svakodnevnu
praksu u radu sa pacijentima sa SEL (183,184). U odnosu na aktuelnu klinicku prezentaciju
bolesti, najcesce ispoljene manifestacije su bile limfopenija (50%), alopecija (38.8%), koZne
manifestacije lupusa (32%), artritis/artralgije (32%) i leukopenija (32%). Samo jedan ispitanik
imao je ispoljenu klinicki sliku neuropsihijatrijskog lupusa, dok je 14,6% ispitanika imalo aktivan
lupus nefritis. Nijedan ispitanik nije imao ispoljenu klinicku sliku autoimune hemolizne anemije.
Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz literature za osobe bele rase koji pokazuju da su koZno-
zglobne 1 hematoloSke manifestacije lupusa jedne od najceS¢ih u pacijenata sa SEL
(8,35,180,185). Analiza imunoseroloskih karakteristika pokazala je da su anti-SSA (43%) i anti-
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dsDNA (29%) antitela najzastupljenija u naSih ispitanika sa lupusom, dok su neSto rede
registrovana anti-Sm (21%), RF (20%) i antifosfolipidna antitela (7-14%). ViSe od polovine
ispitanika imalo je sniZene vrednosti C3 i/ili C4. Pri tome, ispitanici sa aktivnim lupusom ceSce su
imali pozitivna anti-dsDNA, anti-Sm, RF, i znacajno nizu koncentraciju C3 i C4. Dok je ucestalost
veCine imunoseroloskih pokazatelja u skladu sa literaturnim podacima, nije u potpunosti jasna
niska ucestalost antifosfolipidnih antitela (186). Naime, veci broj ispitivanja pokazao je ucestalost
antifosfolipidnih antitela od 30 do 40% (187). Moguce objasSnjenje ovakvog rezultata moZe biti
razli¢itoj u genetickoj osnovi ali i ¢injenica da nismo odredivali prisustvo lupus antikoagulansa.
Takode, analiza je obuhvatila samo jedan uzorak krvi, ali ne i prisustvo antifosfolipidnih antitela
bilo kada tokom trajanja bolest.

Premda postoji viSe instrumenata za utvrdivanje aktivnosti SEL, svaki od njih pokazuje
izvesna ograniCenja. Jedan od najceS¢e koriS¢enih indeksa, kako u praksi, tako i u klinickim
studijama - SLEDAI-2K, premda relativno jednostavan za primenu, ne obuhvata sva klinicke
manifestacije bolesti, ne podrazumeva stepenovanje teZine neke manifestacije, i manje je
senzitivan na promenu tokom vremena. Globalna ocena lekara obuhvata procenu svih
manifestacija koje lekar smatra da su nastale usled aktivnosti lupusa, ali u svakodnevnoj praksi
pokazuje znacajne varijacije u zavisnosti od edukacije procenjivaca i ne moZe da da podatak o
promenama u pojedinaCnim organima i organiskim sistemima (99). Novorazvijeni LFA-REAL
sistem koji obuhvata ne samo procenu aktivnosti od strane lekara, ve¢ i videnje aktivnosti lupusa
od strane samih pacijenata, prevazilazi mnoge nedostatke ovih i drugih instrumenata za procenu
aktivnostu lupusa. Prednosti ovog sistema su relativna jednostavnost primene koja ne zahteva
posebnu obuku procenjivaca i mogucénost sagledavanja aktivnosti i njenog stepenovanja u
svakom zahva¢enom domenu. Ovaj sistem je po prvi put primenjen u proceni aktivnosti SEL u
nasoj zemlji. Nasli smo znacajnu jaku pozitivhu korelaciju LFA-REAL Clin RO sa ostalim
indeksima: SLEDAI-2K, Kklinickim SLEDAI-2K i PGA (rho=0,836, p<0,001; rho=0,879,
p>0,001;rho= 0,947, p>0,01, redom). Prema rezultatima istrazivanja sprovedenog u Peruanskoj
Almenara kohorti pacijenata sa SEL nadena je umerena do jaka pozitivna korelacija svih
navedenih indeksa, pri ¢emu je, sli¢no kao u nasem ispitivanju najbolja korelacija nadena sa PGA
(99). Ovo je donekle i ocCekivan rezultat obzirom da se i LFA-REAL sistem i PGA zasnivaju na
vizuelno-analognoj skali. Medutim, jednako je vaZzna i dobra korelacija sa SLEDAI-2K indeksom
koji je joS uvek najc¢es¢e primenjivan indeks aktivnosti lupusa. MoZe se zakljuciti da LFA-REAL
Clin RO predstavlja novi koristan instrument potreban u boljem sagledavanju aktivnosti SEL u
nasoj populaciji. Tokom prethodnih decenija razvijani su razli¢iti nac¢ini za sagledavanje ishoda
bolesti od strane samog pacijenta. Vecina je pokazala vrlo slabu korelaciju sa ishodima koje
procenjuju lekari. Da li je ovakav nalaz posledica neslaganja lekara i pacijenta u proceni teZine
pojedina¢nog simptoma ili se pacijenti fokusiraju na druge aspekte bolesti od onih koje lekari
smatraju relevantnim nije u potpunosti jasno. LFA-REAL sistem obuhvata i LFA-REAL PRO koji je
koncipiran na slican nacin kao i skala koju ocenjuje lekar. Tako je domen zglobnih manifestacija
podeljen na tri poddomena (bolovi, oticanje, ukocenost) koji se prvo ocenjuju, a tek potom daje
globalna procena domena zglobnih manifestacija. Ovakva koncepcija istovremeno edukuje
pacijenta da zglobne manifestacije sagledava sli¢no lekaru, a u slu¢aju neslaganja omogucava da
se brzo uoci koji aspekt ove manifestacije pacijent drugacije procenjuje. Primenom ovog
instrumenta u nasih ispitanika uocili smo znacajnu slabu do umerenu korelaciju sa LFA-REAL
Clin Ro, SLEDAI-2K, Klinickim SLEDAI-2K i PGA. Sli¢no ispitivanje sprovedeno u Peruanskoj
Almenara kohorti pacijenata sa SEL pokazalo je slabu korelaciju LFA-REAL PRO sa indeksima koje
ocenjuje lekar (99). Detaljnijom analizom i podelom pacijenata u odnosu na aktivnost SLE prema
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vrednostima SLEDAI-2K, autori su pokazali da se korelacija odrZava samo u grupi pacijenata kod
kojih je SLE u remisiji (SLEDAI-2K =0). Namece se zakljucak da je percepcija ¢ak i istih simptoma
lupusa od strane lekara i pacijenta drugacija, te da je potrebno sagledati oba stanovista. To je
posebno vazno kada su u pitanju manifestacije koje lekar teSko moZe proceniti kao $to je zamor.
Zamor je Cesta manifestacija SLE, ne samo tokom aktivne faze bolesti, ve¢ je prisutan i kod
znacajnog broja pacijenata kod kojih prema proceni lekara bolest u remisiji ili LLDAS. Pored
procene stepena zamora u okviru LFA-REAL PRO gde je zamor predstavljen zasebnim
poddomenom, primenili smo i poseban instrument za procenu zamora validiran za primenu u
pacijenata sa SEL - FACIT-F skale (108). Prose¢na vrednost FACIT-S skora u naSih ispitanika
iznosila je 35,52 (£12,05). Postojala je statisticki znacajna negativna korelacija FACIT-S skora
samo sa skalama LFA-REAL sistema, s tim da je znacajno bolja korelacija postojala sa LFA-REAL
PRO. Skoro su identicni rezultati sveobuhvatne analize primene LFA-REAL sistema tokom faze III
klinickog ispitivanja efikasnosti ustekinumaba u pacijenata sa SEL koji su takode pokazali
znacajnu umerenu negativnu korelaciju FACIT-F i LFA-REAL PRO (188). Ovaj nalaz je ocekivan
imajuci u vidu da je procena stepena zamora jedan od poddomena LFA-REAL PRO, i ukazuje da bi
primena ovakvog instrumenta u proceni aktivnosti lupusa potencijalno bila korisna i lekarima i
pacijentima. Neophodna je medutim longitudinalna evaluacija LFA-REAL sistema u klinicki i
etnicki raznovrsnim kohortama.

Kako bismo $to preciznije odredili status infekcije EBV analiziran je kompletan seroloski
profil i prisustvo virusne DNK u uzorcima krvi. Utvrdeno je da ispitanici sa SEL (41,7%) imaju
znacajno ceSce aktivnu EBV infekciju u odnosu na kontrolnu grupu (9,2%). Premda je prevalenca
aktivne EBV infekcije bila viSa u ispitanika sa aktivnim lupusom (47,1%) u odnosu na one u
remisiji/LLDAS (36,5%), ta razlika nije bila statisticki znacajna. U odnosu na pojedina¢ne
seroloske i molekularne parametre EBV infekcije naden je znacajno visi titar i seroprevalenca
anti-VCA IgM (25,2% vs 3%), anti-EA(D) IgG (34% vs 5,1%) i anti-EA(D) IgM (21,4% vs 8,1%)
antitela u odnosu na kontrolnu grupu. Medutim, nije bilo razlike u odnosu na prevalencu virusne
DNK u plazmi. Ovaj nalaz je u skladu sa podacima nekoliko ranijih studija koje su pokazale
povecanu prevalencu reaktivacije EBV i izmenjen humoralni imunski odgovor na EBV u
pacijenata sa SEL u odnosu na kontrolnu grupu (144,150,152,153,163,189,190). Franca i
saradnici su utvrdili prevalencu EBV reaktivacije od 46,65% u odnosu na 25,92% u ispitanika sa
reumatoidnim artritisom (149). Sli¢ni su i podaci studije Han i saradnika iz 2018. godine koji
nasli 39,66% prevalencu EBV reaktivacije u pacijenata sa SEL u odnosu na 10,53% u kontrolnoj
grupi zdravih ispitanika (163). Medutim, ucestalost reaktivacije EBV u SEL u nekim studijama se
kreée i do 78,2% (u odnosu na takode visoku prevalencu od 62% u kontrolnoj grupi) (150). Na
ovakvu raznolikost podataka utice viSe faktora, a pre svega metodologija odredivanja statusa EBV
infekcije. Primetno je da je veéina studija koristila ogranicen seroloski panel, odreduju¢i status
infekcije EBV samo na osnovu prisustva anti-VCA IgM i/ili anti-EA(D) IgG i/ili IgM antitela, dok je
svega nekoliko studija analiziralo sveobuhvatan panel anti-EBV antitela (191-193). Rezultati
studija koje su se bazirale na odredivanju virusne DNK pokazuju jo$ vece varijacije u prevalenci
reaktivacije EBV. Prema rezultatima meta-analize iz 2019. godine kod 55,1% ispitanika sa SEL je
nadena pozitivna EBV DNK u odnosu na 20,7% u kontrolnoj grupi (144). Nedavna studija iz
Poljske je analizirala prisustvo EBV DNK u monocitima periferne Kkrvi, pri ¢emu je ¢ak 74,3%
ispitanika sa lupusom imalo pozitivan nalaz (194). S druge strane, studija iz Turske, nije utvrdila
prisustvo virusne DNK ni u jednom uzorku seruma ispitanika sa juvenilnom formom lupusa
(195). Ovakva raznolikost rezultata razlicitih studija uslovljena je razli¢itos¢u ispitivanih uzoraka
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i primenjenom metodom, kao i vremenom uzorkovanja u odnosu na pocetak reaktivacije virusa.
Zbog toga je vrlo vazno biti oprezan u interpretaciji dobijenih rezultata i donoSenju zakljucaka.

Pretpostavlja se da imunska disregulacija koja je posebno izrazena tokom pogorSanja
lupusa utiCe i na kontrolu EBV infekcije. Gross i saradnici su u svojoj studiji 2005. utvrdili da
ispitanici sa lupusom koji su imali pogorsSanje bolesti tokom prethodna tri meseca i SLEDAI skor
preko 4 imaju znacajno viSu ucestalost virusom inficiranih B limfocita u odnosu na pacijente sa
neaktivnim lupusom tokom prethodnih 12 meseci (196). U navedenoj studiji nije nadena veza
izmedu ucestalosti EBV inficiranih B limfocita i primene imunosupresivne terapije, s tim da je
veCina uzorka uzeta pre eventualne eskalacije imunosupresije. Kod sedam pacijenata koji su
praceni tokom prosecnog perioda 9-17 meseci, uofene su znacajne varijacije ucestalosti
inficiranih B limfocita, znacajno viSe nego u zdravih ispitanika. Ove fluktuacije su bile udruZene sa
promenama aktivnosti bolesti, ali ne i sa promenom imunosupresivne terapije. Medutim, mali
broj ispitanika onemogucava donoSenje preciznijih zakljucaka. Interesantno, u istom ispitivanju
CMV DNK nije nadena u uzorcima monocita periferne krvi, $to ukazuje da je imunska
disregulacija u SEL verovatno specificna za EBV. U naSem istraZivanju na ve¢em broju ispitanika
nije nadena udruZenost aktivnosti lupusa i reaktivacije EBV infekcije, kao ni postizanja
remisije/LLDAS i prelaska virusa u latentnu fazu. Ovaj rezultat je uslovljen ve¢im brojem faktora.
Naime, znacajan broj pacijenata u nasoj kohorti imao je znake LLDAS, dok je manji broj
ispunjavao Kkriterijume za remisiju SEL, ¢ime je oteZana diferencijacija u odnosu na pacijente sa
aktivnim lupusom. Takode, moguce je da je na ovaj nalaz uticala i heterogenost kohorte, kao i
razlike u vremenu nastanka pogorsanja lupusa i reaktivacije EBV infekcije i nain utvrdivanja
aktivne EBV infekcije (serum/plazma vs limfociti).

Prisustvo anti-EA(D) IgG antitela u serumu koji se smatraju znakom skorije reaktivacije
EBYV infekcije bilo je nezavisan prediktor SEL u naSem istraZivanju. Ispitanici kod kojih su nadena
anti-EA(D) IgG antitela imali su ¢ak 14 puta vecu Sansu da imaju SEL. Ovaj nalaz je u saglasnosti
sa do sada jedinom prospektivnom studijom koja je tokom 6 godina pratila seroloske markere
EBV infekcije u 463 srodnika pacijenata sa SEL, pokazavsi da su poviSeni anti-VCA IgG (OR=1,28,
95%CI 1,07-1,53, p=0,007) i anti-EA IgG (OR=1,43, 95%CI 1,06-1,93, p=0,02) udruZeni sa
razvojem SEL. Autori spekuliSu da geneticka predispozicija srodnika obolelih od lupusa, jo$ uvek
nepoznatim mehanizmom povecava rizik od reaktivacije EBV, povecavajuci time i rizik od razvoja
SEL (123). Studije na vecem broju ispitanika, homogenijeg fenotipa, uz duze vreme pracenja i
serijske evaluacije statusa EBV infekcije mogle bi dati odgovor na viSedecenijsku dilemu - da li je
EBV neophodni faktor u nastanku lupusa ili pak imunska disregulacija na terenu SEL uslovljava
poremecaj regulacije EBV infekcije.

Rezultati naSeg istraZivanja pokazali su da ispitanici koji su EBV DNK pozitivni, ¢eSce
imaju lupus nefritis i limfopeniju. Takode, u regresionom modelu, visi titar anti-VCA IgG antitela
bio je prediktor alopecije, a anti-EA(D) IgG antitela limfopenije. U odnosu na imunoseroloske
karakteristike ispitanika, nadena je umerena pozitivna korelacija titra anti-VCA IgM antitela i RF.
U prethodnoj studiji iz 2009. godine nadena je udruZenost viSeg titra anti-EA IgG antitela sa
kutanim manifestacijama lupusa i prisustvom anti-Ro antitela, kao i viSeg titra anti-VCA IgG
antitela i zglobnih manifestacija (197). Slicni su i rezultati studije iz 2016. godine koji su pokazali
udruzenost viSeg titra anti-EA(D) IgG antitela i prisustva anti-Ro52 i anti-Ro60, dok je studija iz
2017. godine pokazala udruzenost anti-EA seropozitivnosti i anti-SSA, anti-Sm, i anti-Sm/RNP
antitela (151,189). Medutim, naSi rezultati nisu pokazali udruZenosti nijednog od ispitivanih
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autoantitela sa seroloSkim markerima EBV infekcije, kao ni sa prisustvom EBV DNK, sem
umerene pozitivne korelacije anti-VCA IgG i RF. Ovi rezultati mogu biti posledica razlicite
geneticke i geografske pozadine. S druge strane, slicno naSim rezultatima, u nekoliko studija
pokazana je inverzna korelacija anti-EA(D) IgG antitela i broja limfocita (153). Ovi rezultati
sugeriSu mogucu vezu izmedu reaktivacije EBV i limfopenije u SEL ispitanika.

Poznato je da je geneticka predispozicija vazan faktor koji odreduje odgovor organizma na
delovanje razlicitih faktora sredine, pa i virusa, modifikuju¢i nacin interreakcije organizma i
virusa. Opisana je uloga IL-10 u imunomodulaciji (198). Tokom liticke faze EBV infekcije sintetiSe
se virusni homolog IL-10 koji vezujuéi se za humani IL-10R deluje kao kompetitivni inhibitor
humanog IL-10. Vezivanjem vIL-10 inhibiSe se sinteza inflamatornih citokina, stimuliSe
proliferacija i diferencijacija B limfocita, i produkcija imunoglobulina (124). Ispitanici sa SEL
imaju poviSenu koncentraciju IL-10 u krvi i ona koreliSe sa stepenom aktivnosti bolesti (199).
Takode, nadeno je da polimorfizmi IL-10 gena utiCu na njegovu ekspresiju (200). Velika
prospektivna studija Jog i saradnika iz 2019. godine pokazala je po prvi put vezu izmedu anti-EBV
antitela i polimorfizama u okviru gena za IL-10 i CD40. Prema rezulatima ove studije nadena je
znacajna intereakcija izmedu nivoa anti-VCA IgG i CD40 rs4810485 (p=0,009), kao anti-VCA IgA i
IL10 rs3024493 (p=0,008) sa razvojem SEL (123). Delovanje IL-10 se ostvaruje vezivanjem za
IL10R, koji predstavlja heterotetramer koji se sastoji iz iz dve IL10RA i dve IL10RB podjedinice
(201). IL10RA podjedinica je specificna za IL10R, dok je ILIORB podjedinica deo receptorskih
kompleksa IL22R, IL28R i IL29R (202). Aktivacija IL10R pokrec¢e JAK1-TIK2-STAT3 signalni put
suprimiraju¢i sintezu proinflamatornih citokina, aktivnost makrofaga i ekspresiju
kostimulatornih molekula na APC. S druge strane, IL-10 na nivou B limfocita, IL-10 stimuliSe
prezivljavanje, proliferaciju, diferencijaciju i produkciju antitela (201). Dokazi ukazuju da je
poremecena regulacija intereakcije IL-10 i IL10R udruZena sa nastankom viSe autoimunskih
bolesti (203). Medutim, svega nekoliko studija se bavilo ispitivanjem uticaja polimorfizama u
okviru gena za IL10R na rizik od nastanka lupusa (204,205). U naSem ispitivanju analizirano je
Sest polimorfizama za IL10RA, tri za IL10RB i dva za IL22RA i ispitana njihova udruZenost sa
nastankom SEL i klinickim manifestacijama. Nijedan od ispitivanih polimorfizama gena za
IL10RA, niti IL10RA haplotipova nije bio udruZen sa razvojem SEL. Ispitanici sa SEL su rede bili
nosioci IL10RB rs1058867 G alela u odnosu na kontrolnu grupu (51,5% vs 38,8%). Analiza
haplotipova za IL10RB je pokazala blok haplotipa izmedu rs999788 i rs2834167 polimorfizma u
SLE ispitanika, pri cemu je ILI0RB CAA haplotip bio znacajno CeSce bio prisutan u SLE ispitanika
nego u kontrolnoj grupi. Pretragom literature identifikovane samo dve studije koje su se bavile
ovim pitanjem. Peng i saradnici su istraZivali polimorfizam IL10RB rs2834167 u SEL, a Hermann i
saradnici polimorfizam gena za IL10RA rs3135932 i rs2229113 (204,205). Prema rezultatima
studije Hermana i saradnika oba ispitivana polimorfizma gena za ILI0ORA su zapravo "loss of
function” varijante koje dovode do redukcije prenosa signala preko ovih receptora. Pri tome, u
istoj studiji, ILI0ORA rs2229113 je bio udruZen sa pojavom reumatoidnog artritisa i SEL (204). Za
razliku od naSe analize, Peng i saradnici su nasli udruZenost ILI0ORB rs2834167 alela A sa
pojavom SEL (205). Ovaj rezultat se moZe objasniti razlikama u genetickoj osnovi kineske
populacije u odnosu na Evropljane. U naSih SEL ispitanika pak, ILI0RB CAA haplotip je bio
znacajno c¢e$¢i nego u kontrolnoj grupi. Obzirom na znacajnu udruZenost IL10RB rs1058867 alela
A sa SEL, moguce je da je upravo ovaj polimorfizam razlog znacajne udruZenosti celog haplotipa
sa SEL. Ipak, zbog relativho malog broja ispitanika, uticaj druga dva polimorfizma ovog haplotipa
ne moze biti utvrden.
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Takode, ispitivali smo wuticaj ILI0RA, IL10RB i IL2ZRA polimorfizama na klinicke
manifestacije lupusa. Ispitanici sa ILI0RA rs10892202 i rs4252270 polimorfizmom, i GC
haplotipom, ¢eS¢e su imali malarni ras, dok su nosioci ILI0RA rs2229113 GG genotipa ¢eS¢e imali
fotosenzitivnost. Nosioci IL10RA rs9610 alela G ¢eS¢e su imali artritis kao manifestaciju lupusa. U
kineskoj studiji iz 2017. godine nadena je udruzenost ILI0RA rs9610 alela A i reumatoidnog
artrisa (206). Direktno poredenje ovih studija nije moguce, pre svega zbog razlika u genetickoj
osnovi kineske i evropske populacije, ali i razlika u patogenezi artritisa u lupusu i reumatoidnom
artritisu. Hemolizna anemija je ¢ak 11,59 puta bila ¢eS¢a kod nosioca IL10RA rs10892202 alela C i
rs4252270 alela T. Ipak zbog malog broja ispitanika sa hemoliznom anemijom potrebno je
potvrditi ovaj nalaz u studijama sa ve¢im brojem SEL ispitanika. Na osnovu uvida u literaturne
podatke, nijedna studija do sada nije analizirala udruZenost IL10RB polimorfizama i klinickog
ispoljavanja lupusa. Nosioci ILI0RB rs2834167 AA genotipa i rs999788 CC genotipa, ¢eS¢e su
imali malarni ras. Prethodno je nadena udruZenost ova dva genotipa sa sistemskom sklerozom
(207). Prema naSim saznanjima nijedna studija do sada nije analizirala polimorfizme IL2ZRA gena
u autoimunskim bolestima. Oba ispitivana polimorfizma, IL2ZRA rs3795299 i rs16829204 su tzv.
“"missense” varijante Sto odraZava na funkciju samog receptora (208). SEL ispitanici koji su
nosioci IL22RA rs3795299 G alela imali su 4,5 puta vedi rizik da razviju neku od hematoloskih
manifestacija, i 3,8 puta vedi rizik za pojavu limfopenije. Po prvi put je uocena i udruZenost
IL22RA rs16829204 alela T i prisustva anti-Sm antitela.

Nekoliko autoimunskih obolenja je ¢esto udruZeno sa postojanjem SEL, posebno SS,
antifosfolipidni sindrom i HT. U univarijantnoj regresionoj analizi, nosioci IL10RA rs3135932 AA
genotipa i IL22A rs3795299 CC genotipa cCeSce su imali pridruzen SS. Ova udruzZenost moZe biti
posledica zajednickih imunopatogenetskih mehanizama ove dve autoimunske bolesti, pogotovo
imajudi u vidu da izmedu 14% i 17,8% SEL ispitanika ima sekundarni SS, kao i da prisustvo SS
utice na klinicko i imunoserolosko ispoljavanje lupusa (179). Nekoliko ispitivanih polimorfizama
bilo je udruZeno sa postojanjem HT u SEL ispitanika, koji je bio ¢es¢i kod nosioca IL10RA rs9610
GG genotipa, IL22RA rs3795299 C alela i ILZ22RA rs16829204 CC genotipa. Pri tome, analiza svih
ispitanika zajedno (SEL i kontrolna grupa) pokazala je Sest odnosno pet puta ve¢u ucestalost HT u
nosioca IL22RA rs3795299 alela C (23,5% vs 4,9%) i rs16829204 genotipa CC (20,4% vs 5,1%). |
nakon multivarijantne regresione analize ova udruZenost je ostala znacajna. Prethodno objavljeni
rezultati ukazali su da su varijante IL-22 gena udruZene sa pojavom autoimunske bolesti tiroidne
zlezde (209). Takode, od ranije su poznata imunomodulatorna svojstva tiroksina i trijodtironina
(210). I dok je vecina istraZzivaca ukazivala da SEL pacijenti imaju ¢eS¢e HT, skoro objavljena
populaciona studija je pokazala da postoji i obrnuti odnos, te da prethodna dijagnoza HT znacajno
povecava rizik od SEL (211). Moguce je da je ova udruZenost bar jednim delom posledica
izmenjenog odgovora IL22RA. Zbirno gledano, nasi rezultati ukazuju da polimorfizmi gena za
IL10RA, IL10RB i IL22RA uticu na pojavu lupusa, kao i na klinicko i imunoserolosko ispoljavanje
bolesti.

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja je i prospektivna evaluacija parametara EBV infekcije u
pacijenata sa aktivnim SEL tokom Sestomesetnog perioda pracenja, $to je ujedno i prvo takvo
istrazivanje prema nasSim saznanjima. Inicijalno registrovana visoka ucestalost aktivne EBV
infekcije (45%) u pacijenata sa aktivnim SEL, znacajno je opala nakon Sest meseci, te je u 77%
ispitanika nakon perioda pracenja nastala latentna EBV infekcija. Paralelno je registrovano
znacajno smanjenje aktivnosti SEL. Prevalenca i titar anti-EBNA-1 IgG i anti-VCA IgM antitela su
se znacajno smanjili, a titar anti-EA(D) IgG antitela je znacajno porastao nakon perioda pracenja.
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U odnosu na prisustvo EBV DNK (EBNA1 i LMP1) u uzorcima nije bilo znaCajne promene u
ucCestalosti pozitivnosti. Medutim na ovaj rezultat je uticala i relativno niZa ucestalost pozitivnosti
za EBV DNK inicijalno. Postoji dosta nepoznanica o tome Sta su okidaci reaktivacije EBV infekcije
u pacijenata sa SEL, ali i tome koje su eventualne posledice ove reaktivacije. Jedna od
pretpostavki je da imunski poremecaji u vezi sa SEL, a pre svega poremecaji na nivou B limfocita
oteZavaju kontrolu EBV infekcije, omogucavaju¢i ponavljanju reaktivaciju EBV infekcije u
pacijenata sa SEL. Imaju¢i u vidu znacaj povecane aktivacije interonskog puta u SEL, moguce je da
stimulacija interferonskog puta tokom reaktivacije EBV utiCe na aktivnost SEL, ali i obrnuto. U
nekoliko studija nadena je veza izmedu reaktivacije EBV infekcije i stepena aktivnosti SEL
(152,212,213). U cilju boljeg razjasnjenja ovog odnosa u naSem istrazivanju je ucinjena
sveobuhvatna analiza seroloskih i molekularnih markera EBV infekcije kod ispitanika sa aktivnim
SEL koji su praceni tokom Sest meseci. Premda je najveci broj ispitanika preSao u latentnu EBV
infekciju, identifikovali smo 22,7% pacijenata sa znacima hronicno aktivne EBV infekcije, dok je u
11,1% pacijenata sa inicijalno latentnom infekcijom nastala aktivna EBV infekcija. Premda nije
bilo znacajne promene ni titra ni seroprevalence anti-EA(D) IgM antitela, veCina pozitivnih
pacijenata nakon Sest meseci je zapravo de novo razvila anti-EA(D) IgM antitela, ukazujuc¢i na
novu reaktivaciju. Ovaj nalaz ukazuje da su u pacijenata sa aktivnim SEL reaktivacije EBV
infekcije Ceste i da verovatno predstavljaju odraz imunske disregulacije u osnovi SEL. Medutim
nije jasno da li je reaktivacija EBV infekcije samo odraz individualne sposobnosti da kontroliSu
EBYV infekciju ili na nju utice i dinamika aktivnosti samog lupusa. Opisana je tzv. hipoteza lanc¢ane
reakcije koja podrazumeva poliklonsku stimulaciju B limfocita tokom pogorSanja lupusa, sa
posledi¢cnom reaktivacijom EBV infekcije koja dalje doprinosi aktivnosti SEL (142). U naSoj
kohorti ispitanika sa aktivnim lupusom, premda je vecina presla iz aktivne u latentnu EBV
infekciju, nije bilo razlike u pogledu postizanja remisije/LLDAS nakon Sest meseci. Treba
medutim imati u vidu da je na ovaj rezultat verovatno uticala heterogenost kohorte, kao i
varijacije u pocetku pogorsanja lupusa. Detaljnim pretraZivanjem literature nismo identifikovali
nijedno ispitivanje koje je prospektivno evaluiralo status EBV infekcije u pacijenata sa SEL, kako
bismo uporedili dobijene rezultate. Svakako, neophodna je potvrda ovih rezultata u ve¢oj kohorti
pacijenata sa lupusom.

Ranija istrazivanja ukazala su na moguc¢nost da EBV ima ulogu u odredenim fenotipovima
SEL, pre svega u koZno-zglobnoj formi bolesti (149,150). Rezultati nasSeg ispitivanja su po prvi
put ukazali da je visi titar anti-EA(D) IgM antitela pozitivni prediktor remsije/LLDAS u SLE
ispitanika sa aktivnim koZnim manifestacijama bolesti, i to sa RR=40,097. Uloga anti-EA(D) IgM
antitela u lupusu do sada nije intezivno ispitivana. Prema rezultatima meta-analize iz 2019.
godine, koja je obuhvatila tri studije o seroprevalenci anti-EA(D) IgM antitela, zbirni OR iznosio je
4,21 u odnosu na kontrolnu grupu zdravih (144). Anti-EA(D) antitela se smatraju seroloskim
markerom liticke faze EBV ciklusa. Usmerena su na kompleks ne-strukturnih proteina Kkoji
nastaje rano tokom litickog ciklusa, tzv. rani antigen (eng. early antigen, EA) kodiran BMRF-1
genom. Funkcionalno, EA(D) je kofaktor virusne RNK polimeraze, neophodne u inicijaciji liticke
replikacije virusa (154). Imajuci u vidu naglasen anti-EA(D) IgG imunski odgovor u pacijenata sa
SEL, pojedini naucnici smatraju da analogno molekulskoj mimikriji izmedu SLE autoantigena i
EBNA1 proteina virusa, postoji mimikrija i sa proteinima EA kompleksa (214). U prilog tome
govore i rezultati istraZivanja koja su pokazala udruzenost anti-EA(D) IgG antitela sa prisustvom
anti-ENA antitela i Raynaud-ovim fenomenom, i sa koZno-zglobnim manifestacijama lupusa i anti-
Ro antitelima (197,214). Eskperimentalna istrazivanja na Zivotinjama potvrduju ovu
pretpostavku. Naime, u ovim ispitivanjima na miSevima nadeno je da peptidi poreklom od EA i
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LMP1 povecavaju uclestalost pozitivnosti ANA, anti-SmB i anti-SmE antitela, a da EA4 (takode
peptid poreklom od EA) povecava ucCestalost pozitivnosti anti-SmB i anti-Ro antitela. Pri tome
nadena je pozitivna korelacija titra anti-EA4 antitela sa vrednostima SLEDAI skora, sugeriSuci da
bi ova antitela mogla biti koristan biomarker teZine lupusa (160). Medutim, nijedna studija do
sada nije ispitivala ulogu anti-EA(D) IgM antitela. Potrebna su dalja ispitivanja kako bi se utvrdila
uloga anti-EA (D) IgM antitela kao prediktora remisije/LLDAS u ispitanika sa kutanim
manifestacijama lupusa.

Pretpostavlja se da faktori povezani sa SEL utiCu na prelazak iz aktivne u latentnu EBV
infekciju. Pokazali smo, primenom multiple logisticke regresione analize da je viSa koncentracija
C3 u serumu nezavisni prediktor prelaska u latentnu EBV infekciju nakon Sest meseci u ispitanika
sa aktivnim lupusom. Naime, SEL ispitanici sa viSom koncentracijom C3 imali su 26 puta vecu
Sansu prelaska u latentnu fazu infekcije. Analizom ROC krive, serumska koncentracija C3 = 0,780
g/L sa senzitivno$¢u od 70,6% i specificnos¢u od 75%, je razlikovala ispitanike koji su presli u
latentnu fazu od onih koji su i dalje bili aktivni. Nekoliko studija ukazalo je na ulogu sistema
komplementa u EBV infekciji (215,216). Tokom aktivacije komplementa nastaje C3d, produkt
razgradnje C3, koji se vezuje za receptor za complement CR2 (CD21), koji ujedno predstavlja i
receptor za EBV na B limfocitima. Ovo vezivanje je omoguceno visokim stepenom homologije
izmedu virusnog glikoproteina gp350 i C3d (217). Dodatno, i EBV i preciS¢eni gp350 mogu da
aktiviraju alternativni put komplementa (218,219). Produkti razgradnje C3 i C4 se vezuju za EBV
u pokuSaju da neutraliSu infektivnost virusa i da omogucée vezivanje za CR1 receptor na
fagocitima. Medutim, EBV pokazuje joS jedan mehanizam izbegavanja imunskog odgovora.
PrecisS¢eni EBV deluje kao kofaktor faktora I, te regulisSe aktivaciju komplementa i olakSava
razgradnju C3b vezanog za virus u inaktivnu formu iC3b, kao i razgradnju C4b u iC4b (219).
Obzirom da je poznato da pacijenti sa lupusom cesto imaju sniZenu koncentraciju C3, posebno
tokom aktivne bolesti, pretpostavlja se i da teZe odrzavaju kontrolu EBV infekcije. Nedavno je
jedno ispitivanje u pacijenata sa Sjogrenovim sindromom, ukljucujuc¢i i meta-analizu podataka iz
literature pokazalo inverznu udruZenost izmedu koncentracije C3 i C4 i titra anti-EA (D) IgG
antitela (220). Budud¢i da se anti-EA (D) IgG antitela smatraju indikatorom cestih reaktivacija EBV,
autori sugeriSu da sniZene koncentracije C3 i C4 zapravo predstavljaju posledicu iscrpljivanja
imunskog sistema usled Ceste virusom indukovane aktivacije sistema komplementa. Rezultati
naseg i i navednih ispitivanja ukazuju na mogucnost da pacijenti koji bolje kompezuju poveéanu
potrosnju C3, imaju i bolju kontrolu EBV infekcije. Ukoliko naredna ispitivanja potvrde ovu
hipotezu, razvoj lekova sa delovanjem na sistem komplementa bi mogao da bude nova terapijska
strategija u SEL.

NasSe istrazivanje predstavlja prvo prospektivno ispitivanje sveobuhvatnih seroloskih i
molekularnih markera EBV infekcije i genetickih faktora u ispitanika sa SEL, koje je sprovedeno
sa ciljem boljeg rasvetljavanja specificnosti odnosa EBV infekcije, i nastanka i Kklinickog
ispoljavanja SEL , kao i mehanizama regulacije EBV infekcije u lupusu. Identifikovali smo markere
EBV infekcije koji bi se u kombinaciji sa imunoseroloskim parameterima mogli Koristiti u
predikciji rizika od nastanka SEL kod genetski predisponiranih osoba, a kod osoba sa dijagnozom
SEL u predikciji klinickog toka bolesti i ulaska u remisiju/LLDAS. Po prvi put se identifikovani
polimorfizmi gena za IL10R i IL22R koji bi mogli uticati na rizik od nastanka SEL, ali i na nacin
klinickog manifestovanja ove bolesti. Ovo je ujedno i prva analiza geneti¢ke osnove SEL u nasoj
populaciji. Prikazana saznanja mogu pomoc¢i u razvoju novih dijagnostickih i skrining protokola
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ali i personalizovanog pristupa pacijentu sa SEL, sa ciljem ranog prepoznavanja i adekvatnog
lec¢enja ove bolesti.

56



6. Zakljucci

Na osnovu rezultata ovog istrazivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Aktivna EBV infekcija je znacajno CeSce prisutna u ispitanika sa SEL (41.7%) u odnosu
na kontrolnu grupu (9.2%). U skladu sa ovim nalazom ispitanici sa SEL imaju visSu
prevalencu i titar anti-VCA IgM, anti-EA(D) IgG i anti-EA(D) IgM antitela u odnosu na
kontrolnu grupu. Premda je prevalenca aktivne EBV infekcije u ispitanika sa aktivnim
SEL (47.1%) bila visa u odnosu na ispitanike u remisiji/LLDAS (36.5%), ova razlika
nije bila statisticki znacajna. Prevalenca EBV DNK u plazmi je bila niska i nije se
znacajno statisticki razlikovala u odnosu na ispitanike u kontrolnoj grupi. Prisustvo
anti-EA(D) IgG antitela je nezavisan prediktor SEL. Ispitanici kod koji su nadena ova
antitela imali su ¢ak 14 puta veéu verovatnoc¢u da imaju SEL.

2. Kod ispitanika sa lupus nefritisom i limfopenijom ceSce je prisutna EBV DNK. Visi titar
anti-VCA IgG antitela je prediktor alopecije, a anti-EA(D) IgG antitela limfopenije u
ispitanika sa SEL.

3. Titar anti-VCA IgM antitela je umereno pozitivno korelisao sa koncentracijom RF. Nije
nadena udruZenost markera EBV infekcije sa drugim ispitivanim imunoseroloskim
markerima.

4. Ispitanici sa SEL su rede bili nosioci ILIORB rs1058867 G alela u odnosu na kontrolnu
grupu (51.5% vs 38.8%). Nosioci ILZ2RA rs3795299 G alela imali su 4.5 puta vedi rizik
da razviju hematoloske manifestacije SEL, i 3.8 puta vecu rizik za pojavu limfopenije.
Nosioci IL10RA rs10892202 C alela i ILI0RA rs4252270 T alela imali su skoro 11.6
puta vecu Sansu za pojavu autoimune hemolizne anemije. Malarni ras se 4.4 puta cesce
javljao kod nosioca ILI0RA rs10892202 GG i ILI1I0RA rs4252270 CC genotipa.
PridruZeni SS je bio ceS¢i kod nosioca IL10RA rs3135932 AA i IL22A rs3795299 CC
genotipa. Hashimoto tiroiditis je ¢eS¢i kod nosioca IL10RA rs9610 GG genotipa, ILZ2RA
rs3795299 Calelai IL2Z2ZRA rs16829204 CC genotipa

5. Pradenjem ispitanika sa aktivnim SEL uoceno je da 77% ispitanika sa aktivnom EBV
infekcijom prelazi u latentnu nakon Sest meseci. Na prelazak u latentnu EBV infekciju
nisu uticali primenjena terapija za SEL i prisustvo pridruZenih autoimunskih bolesti.
Nakon Sest meseci zabeleZena je znacajna redukcije seroprevalence i titra anti-EBNA1
IgG i anti-VCA IgM antitela, i porasta titra anti-EA(D) IgG antitela. Prisustvo anti-EA(D)
IgM antitela inicijalno nezavisan je prediktor remisije/LLDAS u ispitanika sa koZnim
manifestacijama SEL.

6. Medu ispitivanim imunoseroloskim markerima SEL, visa koncentracija C3 u serumu je
pozitivni prediktor prelaska u iz aktivne u latentnu EBV infekciju nakon Sest meseci.
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Lista skracenica koriséenih u tekstu:

aCL - antikardiolipinska antitela

ACR - (eng. American College of Rheumatology)

AIM - akutni infarkt miokarda

ANA - antinuklearna antitela

AP - angina pektoris

AZA - azatioprin

BAFF - (eng. B cell activating factor of TNF family)
Blys - B limfocitni stimulator

BILAG - (eng.British Isles Lupus Assessment Group)
32-GPI - 132 - glikoprotein |

BMI -(eng. body mass index)

CRP - C-reaktivni protein

CYC - ciklofosfamid

CMV - citomegalo virus

CVI - cerebrovaskularni insult

DC - dendriti¢na celija

ds-DNK - dvolanc¢ana deoksiribonukleinska kiselina
DORIS - (eng. Definition of remission in SLE)

DI - (eng. Damage Index)

EBV - Epstajn Bar virus

EULAR - (eng. European League Against Rheumatism)
ECLAM - (eng. European Consensus Lupus Activity Measurement)
EBER - EBV male nekodiraju¢e RNK

EBNA - EBV nuklearni antigen

EA - rani antigen

EDTA - etilen-diamino-tetrahlorna kiselina

ELISA - (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

FACIT-F - (eng. Functional Assessment of Chronic Illness Therapy-Fatigue)



GWAS - (eng. Genome Wide Associations Study)
Gly-Ala - glicin-alanin

gp - glikoprotein

HLA - (eng. Human Leukocyte Antigen)

HIV - (eng. Human Immunodeficiency Virus)
HERYV - (eng. Human Endogenous Retrovirus)
HHV4 - Humani herpes virus 4

IL - interleukin

IFN - interferon

IFNAR - interferon receptor tip I

IM - infektivna mononukleoza

LFA-REAL - (eng. Lupus Foundation of America Rapid Evaluation of Activity in Lupus)
Clin RO - (eng. Clinician Reported Outcome)
PRO - (eng. Patient Reported Outcome)

LD - (eng. linkage disequilibrium)

LLDAS - (eng. Lupus Low Disease Activity)
LMP - latentni membranski protein

MA - membranski antigen

MHC - (eng. Major Histocompatibility Complex)
MMF - mikofenolat mofetil

MTX - metotreksat

NLR - (eng. Neutrophil to Lymphocyte Ratio)
NETs - (eng. Neutrophil Extracellular Traps)
NMR - nuklearna magnetna rezonanca

NPSLE - neuropsihijatrijski lupus

PCR -(eng. polymerase chain reaction)

PGA - (eng. Physician Global Assessment)

RNP - ribonukleoprotein

RF - reumatoidni faktor

SE - sedimentacija



SEL - sistemski eritemski lupus

Sm - (eng. Smith)

SSA/SSB - (eng. Sjogren Syndrome A/Sjogren Syndrome B)
SLEDAI - (eng. SLE Disease Activity Index)

SLICC - (eng. Systemic Lupus International Collaborating Clinics)
SNP - (eng. Single Nucleotide polymorphism)

TIA - tranzitorni ishemijski atak

TLR - (eng. Toll-like Receptor)

T2T -(eng. Treat to Target)

TNF - faktor nekroze tumora

UV - ultravioletno

VCA - (eng. Viral Capsid Antigen)
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Prilog 1.

SLEDAI2K (preuzeto iz Gladman i saradnici. 2002, (94))

Study No.:

SLEDAI-2K: DATA COLLECTION SHEET

Patient Name:

Visit Date:

d m ¥r

(Enter weight in SLEDAI-2K Score column if descriptor is present at the time of the visit or in the preceding 30 days)

: SLEDALZE 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

g Organic brain syndrome  Altered mental function with impaired orientation, 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.

g8 Cranial nerve disorder New onset of sensory or motor neuropathy involving cranial nerves.

8 Lupus headache 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 inflanumation (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.

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

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 CHS0. C3. or C4 below the lower limit of normal for testing
laboratory

2 Increased DNA binding  Increased DNA binding by Farr assay above normal range for testing
laboratory.

1 Fever >38° C. Exclude infectious cause.

1 Thrombocytopenia <100,000 platelets / x10%/L. exclude drug causes.

1 Leukopenia < 3,000 white blood cells / x10%/L. exclude drug causes.

TOTAL

SCORE



Prilog 2.

LFA-REAL Clin RO (preuzeto iz Ugarte-Gil i saradnici 2020, (99))

PARTICIPANT ID: INITIALS: DATE:

LFA-REAL™ (RAPID EVALUATION OF ACTIVITY IN LUPUS)

[CLINICIAN REPORT]
=

DIRECTIONS: Thinking of the past month, put one line ( } anywhere through each scale below to
assess the severity of lupus activity in each symptom/organ for the patient. Score only lupus disease activity (not

place your mark considering the patient’s progress during the past month.

chronic damage). If there is no activity in a particular symptom/organ, mark 0 (none) for that organ/system. Rate
each active symptom/organ separately. Use “other” scales for symptoms/organs not listed here. The sum of organ
scores provides the global disease activity. When perfarming monthly assessments, look back at your last form and

Examples:
A moderate arthritis, not quite sgvere miaght be rated like this: A mild arthritis, getting better this month might look like this:
N L 1{ f :: ; Worst N I .‘J t t i Worst
one | Imaginable one: &8 ,w" 1 . : Imaginable
mild maderate  severe mild moderate severe

How severe was each organ/system disease activity over the past month?
MUCOCUTANEOUS - GLOBAL

L ] ] | Waorst
None I I I 1 .
0 1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
Mucocutaneous components:
a. RASH
None f : : : Worst
1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
b. ALOPECIA
None I } } | worst
1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
¢. MUCOSAL ULCERS
I } f | Waorst
I T T 1
None 0 1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
MUSCULOSKELETAL — GLOBAL
Nane i : : I Worst
0 1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
Musculoskeletal components:
a. ARTHRALGIA /ARTHRITIS
| I I | Waorst
None ! T T I Imaginable
0 1 2 3
mild moderate severe
b. MYALGIA/MYOSITIS
L L L | Worst
None | I I ! Imaginable
0 1 2 3
mild moderate severe

Symptom score  Organ score

—_mm
| mm
| mm
| mm
___mm|
| mm
mm

Version 4.5.18
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PARTICIPANT ID: INITIALS: DATE:

How severe was each organ/system disease activity over the past month? Symptom score  Organ score
CARDIORESPIRATORY (please specify symptom)
| | | | Worst
None ‘ ! ! ! Imaginable L
0 mild 1 moderate 2 severe 3
NEUROPSYCHIATRIC (please specify symptom)
| | | | Worst
None | ‘ ‘ ! Imaginable ——m
0 mild 1 moderate 2 severe 3
RENAL (give one score for nephritis, may specify CLASS if known)
| I I | Worst
None ! ! ! ! Imaginable ——m
0 . 1 2 3
mild moderate severe
HEMATOLOGIC (please specify symptom)
| | | | Worst
None I ! I Imaginable —mm
0 mild 1 moderate 2 severe 3
CONSTITUTIONAL (please specify symptom)
None | | | | Worst
Imaginable ___mm
0 mild 1 moderate 2 severe 3
VASCULITIS (please specify symptom)
Worst
None | i i | Imaginable mm
2 3
mild moderate severe
Optional, additional scales may be used to rate multiple features within one of the specified organs or to rate
features in more rarely involved organs (e.g. G, ophthalmic, etc.)
OTHER (Use for additional features, please specify organ and symptom):
mm|
None | i i | Worst
1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
OTHER (Use for additional features, please specify organ and symptom):
mm
None } i i i Worst
1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
OTHER (Use for additional features, please specify organ and symptom):
mm
None I I I I Worst
0 1 2 3 Imaginable
mild moderate severe
Total Score
mm
(Right column only)

Version 4.5.18

Ugarte-Gil MF, et al. Lupus Sci Med 2020; 7:e000419. doi: 10.1136/lupus-2020-000419




Prilog 3.

Globalna ocena lekara - PGA (preuzeto iz Piga i saradnici, 2022 (98))
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Prilog 4.

SLICC/ACR indeks ostecenja (eng. SLE/ACR Damage
saradnici, 1996) (102)

Table VIII. Systemic Lupus International Collaborating Clines/American College of
Rheumatology (SLICC/ACR) Damage Index.

Score Ttem
Ocular (either eve, by climical assessment)

01 Any cataract ever

01 Fetinal change or optic atrophy
Neuropsychiatric

01 Cognitive impanment (e.g. memory deficit, difficulty with caleulation, poor concentration,
difficulty in spoken or wiitten language, impaired performance level) OR major psychosis

0.1 Serzures requiring therapy for 6 months

012 Cerebrovascular accident ever (score 2 if =1)

0.1 Cramal or penipheral newropathy (excluding optic)

0.1 Transverse myelitis
Renal

01 E:timated or measuwred glomerular filration rate = 50%

01 Proteinuria = 3.52/24h

or3 OF. End-stage renal disease (regardless of dialysis or transplantation)
Pulmonary

0.1 Pulmonary hypertension (1ight ventricular prominence, or lond P2)

0.1 Pulmonary fibrosis (physical and radiograph)

0.1 Shkrinking lung (radiograph)

01 Pleural fibrosis (radiograph)

01 Pulmenary infarction (radiograph)
Cardievascular

01 Angina OF coronary artery bypass

012 Myocardial mfarchion ever (score 2 1f = 1)

0.1 Cardiomyopathy (ventricular dysfunction)

01 Valvular disease (diastolic muwmur or systolic murmur = 3/6)

01 Pencardifis for & menths, OF. pencardectomy
Peripheral vascular

01 Clandication for & months

01 Minor fissue loss (pulp space)

012 Significant fissue loss ever (e.g. loss of digit or limb)(score 2 1f = 1 site)

01 Venous thrombosis with swelling, uleeration, OF venous stasis
Gastrointestinal

01,2 Infarction o1 resechion of bowel below ducdenum, spleen, liver or gallbladder ever, for any
cause (score 2 if = 1 site)

01 Mesentenic msufficiency

0.1 Chroniec pentomifis

0.1 Stricture OF. upper gastrointestinal tract surgery ever

01 Chronie pancreatifis
Muszculozkeletal

01 Muscle atrophy or weakness

0.1 Deforming or erosrve arthntis (including reducible deformifies, excluding avaseular necro-
s1s)

0.1 Osteoporosis with fracture or vertebral collapse (excluding avascular necrosis)

012 Avaseular necrosis (score 2 if = 1)

0.1 Ostecmyelitis

0.1 Tendon rupture
Skin

01 Secamng chronie alopecia

01 Extensive scamng of panmeculum other than sealp and pulp space

0.1 Skin ulceration (excluding thrombosis for = 6 months)

0.1 Premature gonadal failure

0.1 Diabetes (regardless of treatment)

01,2 Maliznaney (exclude dysplasia) (seore 2 if =1 site)

Index) (preuzeto

iz Gladman i



Prilog 5.

LFA-REAL PRO, preuzeto i adaptirano iz Ugart-Gil i saradnici, 2020 (99)

Identifikacioni broj: Inicijali uéesnika: Datum:

LFA-REAL (brza procena aktivnosti u lupusu)
(izvestaj pacijenta)

Uputstva: Uzimajudi u obzir prethodnih mesec dana, oznaéite jednu crtu ( 1 ) bilo gde na svakoj od dole
ponudenih skala kako biste sto bolje opisali koliko je za vas bio ozbiljan svaki od navedenih simptoma lupusa.
Fokusirajte se samo na aktuelne simptome usled aktivnosti vaseg lupusa. Ukoliko ste sigurni da vas simptom nije posledica
aktivnosti lupusa (npr. astma, povreda ili infekcija). nemojte ga prijavljivati. Ukoliko niste imali odredeni simptom, oznacite
0 (nita) za taj simptom.
Ukoliko ste ranije popunjavali ovaj obrazac, pogledajte prethodni obrazac 1 oznacite crtom na skali uzimajuci u obzir vas
progres tokom prethodnog meseca.

Umeren, ali ne sasvim ozbiljan simptom moZete oceniti ovako Blagi simptom, koji se poboljSava ovog meseca mogao bi izgledati
ovako:
Nista | I i } I Najgore 3to Nista }» / | | | Najgore Sto
0 1 2 3 mo¥es zamisliti o . 5 ; mozes zamisliti
blagt tzrazent ozbiljni blagi izazeni ozbiljni
Samo za
Koliko je tokom predhodnog meseca bio ozbiljan svaki od simptoma ? administrativnu
. upotrebu
Osip P
Nista I I I I Najgore $to mozes zamisliti mm
0 blago 1 umereno 2 ozbiljno 3
Simptomi artritisa
a. Boluzglobovima
Nista I l I I Najgore §to mozes zamisliti mm
0 blago 1 Wnereno 2 ozbilino 3
b. Oticanje zglobova
Nista I I I Najgore §to moze$ zamisliti
mm
0 blago 1 uImereno 2 ozbiljno 3
¢. Ukocenost zglobova
. . . - A mm
Nista I I i } Najgore $to mozes zamisliti
0 blago 1 Uimereno 2 ozbiljno 3
Opsta ocena artritisa (uzeti u obzir bol u zglobovima. otoka i ukocenost zglobova zajedno)
Nista i l I I Najgore §to mozes zamisliti mm

2

0 blago 1 umereno ozbiljno 3

LFA PRO a (0-1000) LFA PRO b (0-1200)



Identifikacioni broj:

Inicijali ucesnika:

Datum:

Koliko je tokom predhodnog meseca bio ozbiljan svaki od simptoma ?

Bol u mii¢ima

Nista } ‘ | Najgore $to moze$ zamisliti
0 blago umereno 2 ozbiljno 3

Zamor

Nista i I I Najgore $to mozes zamisliti
0 blago umereno 2 ozbiljno 3

Groznica

Nista | ! ! Najgore $to mozes zamisliti
0 blago umereno 2 ozbiljno 3

Gubitak (opadanje) kose

Nista I I I Najgore $to mozes zamisliti
0 blago umereno 2 ozbiljno 3

Telesni simptomi (obeleziti sve koje vaze)

[] volu grudima [] kratak dah [] oticanje nogu [] ostalo

Nista I I I Najgore $to mozes$ zamisliti

0 blago umereno 2 ozbiljno 3

Samo 7a
administrativnu
upotrebu

Ukupan skor
mm

mim

Imate li jo3 nesto da prijavite. Iskorisite ovaj prostor da objasnite svoje odgovore ili da prijavite druge simptome.

LFA PRO a (0-1000)

LFA PRO b (0-1200)




Prilog 6.

FACIT-F, preuzeto i adaptirano iz Hewlett i saradnici, 2011 (175)

Ime pacijenta: Datum:

Identifikacioni broj: FACIT Fatigue skor:

- -

Ime 1 prezime
SKALA ZA PROCENU ZAMORA - FACIT-FATIGUE SCALA

Zaokruzivanjem jednog broja u svakom redu molim Vas oznacite koliko je istinita za Vas
bila svaka od ovih izjava u toku poslednjih 7 dana

Nimalo Malo Don¢kle Dosta Veoma

mnogo

Oseéam se malaksalo 0 1 2 3 4
Osecam slabost u celom telun 0 1 2 3 4
Osecam se ravnodusno 0 1 2 3 4
Osecam se umorno 0 1 2 3 4
Tesko zapocinjem stvari zbog zamora 0 1 2 3 4
Tesko zavisavam stvari zbog zamora 0 1 2 3 4
Imam energije 0 1 2 3 4
U stanju sam da obavljamn svoje 0 1 2 3 4
uobicajene aktivnosti

Potrebno mi je da spavam tokom dana 0 1 2 3 4
Previse sam umoran da jedem 0 1 2 3 4
Potrebna mi je pomo¢ pri obavljanju 0 1 2 3 1
uobicajenih aktivnosti

Frustriran sam $fo sam previse umoran 0 1 2 3 4
da radim stvari koje Zelim

Moram da ograni¢im svoje drustvene 0 1 2 3 4

aktivnosti zato Sto sam umoran



Prilog 7.

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

MmMe v npe3sumMe ayTopa Paga MunikoBuh

Bpoj unzekca 5092 /2016

U3sjaB/byjem
Jla je JOKTOpCKa AycepTaliyja o/ HacJ0BOM

“3Hayvaj JoKa3uBawa aHTH-EnmTajH bap BUpyCcHHX aHTUTe 1A y NalMjeHaTa ca
CUCTE€MCKHUM epPUTEMCKHUM JIYyNyCOM: YAPY>KEHOCT ca KIMHUYKHUM U HUMYHOCEPOJIOIIKHUM
Hcro/baBamkeM 6oJiectu”

® pPe3yJITaT COIICTBEHOT UCTPAKUBAYKOT paja;

e Jla vcepTalyjay LeJUHU HU Y [leJIOBMMa HUje O1Jia MIpe/JIo’KeHa 3a CTULlakbe JpyTe
JIUIIJIOMe peMa CTYAUjCKUM IporpaMUMa APYTrUX BUCOKOIIKOJICKHUX YCTAHOBA;

® JiaCy pe3yJITATH KOPEKTHO HaBEAEHHU U

e Jla HHMCaM KpILIKO/Jla ayTOpPCKa MpaBa U KOPUCTHO/J1a UHTEJEKTYaJHY CBOjUHY APYTHUX
JIUIA.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpapy, 15.05.2023.

&%L@U&m




Prilog 8.

H3jaBa 0 HICTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3HUje JOKTOPCKOT paja

WMme u npe3sume aytopa Pasja Munkosuh

Bpoj unzekca 5092 /2016

Ctyaujcku nporpam 3anabebe U ayTOUMYHOCT

HacsioB pasa “3Ha4yaj ;oka3uBamwa aHTU-EnmrajH bap BUpyCHUX aHTHTeJIa y NanyjeHaTa

Ca CCTeMCKHUM €pPUTEeMCKHUM JIYIyCOM: YAPYKEHOCT Ca KIMHUYKHUM U HMYHOCEPO0JIOIIKUM
HcHo/baBameM 6oJiectu”

MenTopu: [Ipod. ap CanBusa Pamikosuh u I[Ipod. ap AHa BaHko

H3jaBsbyjeM Aa je wiTaMIlaHa Bep3vja MOT JOKTOPCKOT pajJia UCTOBETHA eJIEKTPOHCKO] Bep3UjU
KOjy caM mnpezao/Jja pajy noxpambuBama y JJMTrHTa/JIHOM peno3uTOPUjyMy YHUBep3UTETa y
Beorpapay.

Jlo3Bo/baBaM Jla ce o6GjaBe MOjU JIMYHM MOJAIMd Be3aHW 3a A00Hjarbe aKaJeMCKOT Ha3WBa
JIOKTOpA HayKa, Kao LITO Cy UMe U Npe3uMe, F'0OJIMHA U MeCTO pohera U AaTyM oJ6paHe paja.

OBM JIMYHHU NOJALM MOTY ce 06jaBUTH HAa MPEXHUM CTpPaHHULIAMa JUTUTAIHEe OGUOJIUOTEKE, Y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y nybJyinKalujaMa YHUBep3uTeTa y beorpagy.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpapy, 15.05.2023

&%@U&m



Prilog 9

HU3sjasa o Kopumhemwy

OBsawhyjem YHuBep3uTeTcKy 6ubaunoTeky ,CBeTto3ap MapkoBuh” ga y /JlurdranHu
penosvuTopujyMm YHuBep3uTeTra y beorpagy yHece MoOjy [OOKTOPCKY JAUCEPTALUjy TMOJ
Hac/JoBOM: “3Hayvaj AoKa3vBamwa aHTU-EnmTajH Bap BUpyCHMX aHTUTeJIa y NalnMjeHaTa ca
CHUCTEMCKUM €PUTEMCKHUM JIYIIyCOM: YAPY>KEHOCT Ca KJIMHUYKUM U UMYyHOCEPOJIOMKUM
Ucno/baBameM 60s1ecTH”

KOja je Moje ayTOPCKO JeJIo.

JlucepTanujy ca CBUM NpUJI03MMa Npejao/aa caM y eJeKTPOHCKOM ¢opMaTy MOroJHOM 3a
TpPajHO apXUBUPAE.

Mojy BOKTOpCKY AucepTalUjy noxpaweHy y JUrMTaJHOM perno3uTOpujyMy YHUBepP3UTeTA y
Beorpasy ¥ JOCTynHY y OTBOPEHOM NMPUCTYIy MOTY Jila KOPUCTE CBU KOjU MOLITYjy ofpenbe
caZp>kaHe y oJjabpaHoMm Tuny JuleHie KpeatuBHe 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy
caM ce OJJIy4Ho/1a.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekoMepuujasHo (CC BY-NC)
@YTOpCTBO - HeKoMepIiFjaaHo — 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMePLUjaJHO — AeJUTH noJ uctuM yciaoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopCcTBO - AeJUTH noA UcTuM ycaoBuMma (CC BY-SA)

(MosiuMo /12 3a0KpY>KUTE CaMo jeIHY O/ liecT noHyheHuX inleHu. KpaTak
OTNMC JIMLIEHIIH je cCAaCTaBHU [le0 OBe M3jaBe).

IloTnmc ayTopa

M@U&ﬂw

Y Beorpapy, 15.05.2023
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