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Popis kratica

ACR — American College of Rheumatology
anti-CCP — anticitrulinska protutijela

anti-dsDNA — engl. anti-double-stranded DNA antibody (hrv. protutijelo protiv dvostruke uzvojnice
DNA)

BMI — engl. body mass index (hrv. indeks tjelesne mase, ITM)

CDAI - Clinical Disease Activity Index

CMV - citomegalovirus

CRP — C-reaktivni protein

DAS — Disease Activity Score

DMARD - engl. disease-modifying antirheumatic drug (hrv. lijek koji mijenja tijek bolesti)
DNA — engl. deoxyribonucleic acid (hrv. deoksiribonukleinska kiselina, DNK)
EBYV — Epstein-Barr virus

EULAR — European League Against Rheumatism

HAQ — Health Assessment Questionnaire

HLA — engl. human leukocyte antigen (hrv. antigen tkivne podudarnosti)

IL — interleukin

INF — interferon

MR — magnetska rezonanca

NLR — engl. neutrophil to lymphocyte ratio (hrv. omjer neutrofila i limfocita)
NSAID — engl. nonsteroidal anti-inflammatory drug (hrv. nesteroidni protuupalni lijek)
RA — reumatoidni artritis

RF — reumatoidni faktor

RNA — engl. ribonucleic acid (hrv. ribonukleinska kiselina, RNK)

SDAI — Simplified Disease Activity Score

SE — sedimentacija eritrocita

SLE — sustavni eritemski lupus

STEMI — engl. ST-elevation myocardial infarction (infarkt miokarda s elevacijom ST segmenta)



Th —engl. T helper (hrv. pomoénicki T limfociti)

TLR - toll-like receptor

TNF-o — engl. tumor necrosis factor alpha (hrv. faktor tumorske nekroze alfa)
UV — engl. ultraviolet (hrv. ultraljubicasto)

UZV — ultrazvuk
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1. Sazetak

Omjer neutrofila 1 limfocita u bolesnika s reumatoidnim artritisom 1

sustavnim eritemskim lupusom, Antica Pasarié¢

UVOD: Omjer neutrofila i limfocita (NLR) prepoznat je unatrag nekoliko godina kao moguéi marker
sustavne upale u mnogim malignim, kardiovaskularnim, autoimunim i drugim bolestima. Prema
dosadasnjim istrazivanjima NLR pozitivno korelira s aktivnosti bolesti u reumatoidnom artritisu (RA),
dok su nalazi o NLR u sustavnom eritemskom lupusu (SLE) kontradiktorni. Koliko nam je poznato,
nema istrazivanja o promjenama broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi bolesnika s RA i SLE i
njihovom utjecaju na promjenu NLR.

CILJ RADA: Istraziti mehanizam promjene NLR u RA i SLE vezan uz aktivnost bolesti.

ISPITANICI I METODE: Ispitivanje je povijesno, a ispitanici su bolesnici s RA (n = 181) i bolesnici
sa SLE (n = 146). Bolesnici su podijeljeni u dvije skupine, u remisiji i s aktivhom bolesti, prema
iznosu DAS28CRP (granicna vrijednost = 2.6) za RA i iznosu SLEDAI (granitna vrijednost =
3) za SLE. Bolesnici s RA podijeljeni su i u dvije skupine prema tome jesu li lijeceni
glukokortikoidima ili nisu.

REZULTATI: NLR i broj neutrofila u perifernoj krvi bolesnika s RA pozitivno koreliraju s iznosom
DAS28CRP-a (NLR: r = 0.254, p < 0.001; broj neutrofila: r = 0.328, p < 0.001) i plazmatskom
koncentracijom CRP-a (NLR: r = 0.716, p < 0.001; broj neutrofila: r = 0.417, p < 0.001), dok se broj
limfocita beznacajno mijenja. NLR u bolesnika sa SLE pozitivno, a broj limfocita u perifernoj krvi
negativno korelira s iznosom SLEDAI (NLR: r = 0.165, p = 0.046; broj limfocita: r = —0.173, p =
0.037) i plazmatskom koncentracijom CRP-a (NLR: r = 0.233, p = 0.005; broj limfocita: r = —0.287,
p = 0.001), dok se broj neutrofila beznac¢ajno mijenja.

ZAKLJUCAK: NLR je dobar pokazatelj sustavne upale u RA i SLE, ali dva razli¢ita mehanizma
dovode do njegove promjene. S porastom upalne aktivnosti NLR u RA postaje veci zbog porasta broja
neutrofila uz beznacajne promjene broja limfocita, dok NLR u SLE postaje veéi zbog pada broja
limfocita uz beznacajne promjene broja neutrofila u perifernoj krvi.

KLJUCNE RIJECI: omjer neutrofila i limfocita (NLR), sustavna upala, reumatoidni artritis, sustavni

eritemski lupus



2. Summary

Neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) in patients with rheumatoid arthritis

and systemic lupus erythematosus, Antica Pasari¢

BACKGROUND: Neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) has in recent years emerged as a potential
marker of systemic inflammation in numerous malignant, cardiovascular, autoimmune and other
diseases. Previous studies have found positive correlation between NLR and disease activity in RA,
while findings in SLE are contradictory. To our knowledge there is no study of the neutrophil and
lymphocyte count changes in peripheral blood of patients with RA and SLE and their impact on the
NLR.

AIM: Examine the mechanisms behind the NLR change in RA and SLE, associated with disease
activity.

SUBJECTS AND METHODS: This is a historical study. Subjects are patients with RA (n = 181) and
patients with SLE (n = 146). Patients were divided in two groups, group in remission and group with
active disease, with cut-off value of DAS28CRP = 2.6 for RA and SLEDAI = 3 for SLE. Also,
patients with RA were divided in two groups according to whether they were treated with
glucocorticoids or not.

RESULTS: NLR and neutrophil count in peripheral blood of patients with RA are in positive
correlation with DAS28CRP (NLR: r = 0.254, p < 0.001; neutrophil count: r = 0.328, p < 0.001) and
plasma concentration of CRP (NLR: r = 0.716, p < 0.001; neutrophil count: r = 0.417, p < 0.001),
while change in lymphocyte count is insignificant. In patients with SLE, NLR is in positive, and
Iymphocyte count in peripheral blood in negative correlation with SLEDAI (NLR: r = 0.165, p =
0.046; lymphocyte count: r = —0.173, p = 0.037) and plasma concentration of CRP (NLR: r = 0.233,
p = 0.005; lymphocyte count: r = —0.287, p = 0.001 ), while change in neutrophil count is
insignificant.

CONCLUSION: NLR is a good marker of systemic inflammation in RA and SLE, but two different
mechanisms are responsible for the change in NLR. In response to increased disease activity, in RA
NLR increases due to elevated neutrophil count in peripheral blood with insignificant change in
lymphocyte count, while in SLE NLR increases due to elevated lymphocyte count with insignificant
change in neutrophil count.

KEY WORDS: neutrophil to lymphocyte ratio, systemic inflammation, rheumatoid arthritis, systemic

lupus erythematosus



3. Uvod

3.1. Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis (RA) je kroni¢na upalna autoimuna bolest. Upala dominantno
zahvaca zglobove, ali 1 druge organske sustave, tako da je rije¢ o sustavnoj bolesti s
posljedicama za Citav organizam. Dovodi do strukturnog oStecenja zglobova, funkcionalnog
ograni¢enja 1 znatnog invaliditeta koji smanjuje kvalitetu zivota, a zbog sustavnog djelovanja
upale i komorbiditeta do skrac¢enog Zivotnog vijeka u odnosu na op¢u populaciju (1). Vazno je
bolest Sto prije prepoznati i rano poceti adekvatno lijeciti kako bi se izbjegle ili barem

umanjile negativne posljedice bolesti.

RA jedna je od najCes¢ih autoimunih bolesti. Prevalencija bolesti je 0.5-1%, ceSce
zahvada Zene, najéesée u srednjim godinama, iako se moze javiti u bilo kojoj dobi(1,2). Cesée

se javlja u juznim nego u sjevernim krajevima, te u ruralnim u odnosu na urbana podrucja (3).

Bolest je multifaktorijalna, tj. u nastanku bolesti vazni su genetski i okoli$ni ¢imbenici.
Procjenjuje se da nasljede sudjeluje s 40-65% u nastanku seropozitivnog RA, a s 20% u
seronegativnog RA (4). U prilog tome govori veca ucestalost bolesti medu jednojajéanim
nego dvojajcanim blizancima, Cinjenica da je rizik za bolest 3-5 puta veéi u osoba s
pozitivhom obiteljskom anamnezom 1 ve¢ dugo poznata poveznica s antigenima tkivne
podudarnosti (HLA DR4, DR1, DR14, osobito s HLA DRIB) (5,6). Medu okoliSnim
¢imbenicima kao glavni rizini ¢imbenik koji je 1 najbolje proucen isti¢e se pusenje (7).
PuSenje doprinosi patoloskoj citrulinaciji proteina do koje dolazi u RA (8,9). RA se cesto
povezuje i s periodontitisom, osobito uzrocnikom Porphyromonas gingivalis, iako ta veza nije
sa sigurno$¢u potvrdena (10). U tih je bolesnika takoder nadena povecana citrulinacija
proteina. I drugi uzro€nici zaraznih bolesti (npr. EBV, CMV, rubela virus, parvo B19,
mikoplazme, P. mirabilis, E. Coli) se povezuju s RA (8,11,12). Mehanizam kojim bi oni
mogli sudjelovati u nastanku bolesti je molekularna mimikrija s posljedicnom indukcijom
autoimunog odgovora. Istrazuje se i uloga mikrobiote (za koju se zna da ima vaznu
obrambenu ulogu, u barijeri izmedu organizma 1 vanjskog svijeta), pa su zabiljeZene promjene
fizioloske crijevne flore u bolesnika s RA, kao i promjene flore nakon zapocetog lijeCenja

(13,14).

Tijek reumatoidnog artritisa moZemo podijeliti u tri faze: pretklini¢ku, tranzicijsku i

klinicku. U pretklinickoj fazi dolazi do postupnog gubitka imunotolerancije i stvaranja



preduvjeta za razvoj bolesti. Ova faza moze dugo trajati, a dokaz je prisutnost karakteristi¢nih
protutijela u krvotoku bolesnika viSe godina prije pojave prvih simptoma bolesti (15).
Tranzicijska faza u kojoj dolazi do kona¢nog sloma imunotolarancije i pokretanja upalnog
procesa relativno kratko traje. Kao okidac tog procesa navodi se trauma, infekcija ili stres

(16). Rezultat je prijelaz u klini¢ku fazu u kojoj se javljaju simptomi bolesti.

Glavna autoimuna protutijela u RA su anticitrulinska protutijela (anti-CCP) i reumatoidni
faktor (RF). Anti-CCP protutijela su visokospecificna za RA, dok RF nalazimo i u drugim
bolestima, primjerice sarkoidozi, kroni¢nim infekcijama i drugim autoimunim bolestima (15).
Anti-CCP protutijela usmjerena su protiv vlastitih pretjerano citruliranih proteina poput
vimentina, fibronektina, fibrogena, a-enolaze, kolagena tipa II i histona (2). RF je
imunoglobulin M, usmjeren protiv Fc fragmenta IgG i sudjeluje u stvaranju imunokompleksa.
Ova protutijela nisu prisutna u svih bolesnika s RA te s obzirom na nalaz ovih protutijela
dijelimo RA na seropozitivni i seronegativni oblik. Seropozitivan RA je prediktivan za tezi
tijek bolesti (15,17). U bolesnika s RA poremecena je regulacija T 1 B limfocita, a u sredistu
patogenetskog procesa nalaze se Th stanice. Smatra se da glavnu ulogu u patogenezi RA
imaju Thl stanice, ali zadnjih godina u fokus dolaze 1 Th17 1 Treg limfociti koji se kao 1 Thl
razvijaju iz naivnih CD4+ limfocita. U perifernoj krvi bolesnika s RA povisena je razina Th17
limfocita i njihovog glavnog citokina IL-17, koji poti¢e proizvodnju drugih proupalnih
citokina podrzavaju¢i time upalu (18,19). Uloga Treg je u supresiji upale. Medutim prevaga
proupalnih nad protuupalnim citokinima u RA smanjuje funkciju Treg (19). SrediSnji
proupalni citokin u RA je TNF-q, a potom IL-6, IL-1, IL-23 1 IL-17 (20,21). Aktivirani T 1 B
limfociti zajedno s proupalnim citokinima pokrecu stanice urodene imunosti, makrofage 1
neutrofile, koji se novace u zglobove i lu€e proteoliticke enzime koji razgraduju izvanstani¢ni
matriks dovodeci do strukturnog oStecenja hrskavice 1 podleZece kosti, rezultiraju¢i bolovima
1 naruSenjem funkcije zgloba (11). U proces su uklju€eni i osteoklasti, takoder aktivirani
proupalnim citokinima (11,20). UmnoZava se sinovijska membrana, dolazi do efuzije tekucine

tj. otekline zgloba. Dolazi i do proliferacije fibroblasta.

Klini¢ki se reumatoidni artritis karakteristicno oc€ituje jutarnjom ukocenos¢u, bolom i
simetricnim oteklinama malih zglobova Saka i stopala. Upalom su dominantno zahvaceni
metakarpofalangealni 1 proksimalni interfalangealni te metatarzofalangealni zglobovi.
Zahvacenost distalnih interfalangealnih zglobova nije karakteristicna za RA 1 javlja se
eventualno kod dugotrajne bolesti. Nerijetko su prisutni i nespecificni simptomi, poput umora,

opc¢e slabosti i subfebriliteta, ¢eS¢e prethode zahvacenosti zglobova (1). S napredovanjem



bolesti zahvaceni mogu biti 1 veéi zglobovi. U laboratorijskim nalazima poviSena je
plazmatska koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP-a), ubrzana sedimentacija eritrocita
(SE) i u seropozitivnih bolesnika poviSen titar karakteristicnih protutijela (anti-CCP i RF).
Klasifikacijski kriteriji EULAR-a (European League Against Rheumatism) i ACR-a
(American College of Rheumatology) iz 2010. godine (tablica 1) koriste se 1 kao dijagnosticki
(22). Odnose se na zahvacenost zglobova, seroloski status (prisutnost anti-CCP 1i/ili RF),

trajanje simptoma i reaktante upalne faze. Potrebno je 6 bodova za postavljanje dijagnoze.

Tablica 1. Klasifikacijski kriteriji ACR-a/EULAR-a za reumatoidni artritis iz 2010. (22)

Zahvacenost zglobova 0-5 bodova
1 veliki zglob 0
2-10 velikih zglobova 1
1-3 mala zgloba 2
4-10 malih zglobova 3
> 10 zglobova (najmanje 1 mali zgloba) 5
Serologija 0-3 bodova
negativan reumatoidni faktor i negativna anticitrulinska protutijela 0
niski titar reumatoidnog faktora ili niski titar anticitrulinskih protutijela 2
visok titar reumatoidnog faktora ili visok titar anticitrulinskih protutijela 3
Trajanje simptoma 0-1 bodova
< 6 tjedana 0
> 6 tjedana 1
Reaktanti akutne faze 0-1 bodova
normalan CRP ili sedimentacija eritrocita 0
visok CRP ili sedimentacija eritrocita 1

Cimbenici koji prognoziraju tezu bolest su Zenski spol, visoki titar anti-CPP protutijela,
visoki titar RF 1 visoke vrijednosti sedimentacije eritrocita te duljina trajanja simptoma prije
zapocinjanja lijeCenja (23). Progresija bolesti brza je u prvoj u odnosu na drugu ili tre¢u
godinu bolesti, a aktivnost bolesti i odgovor na lijecenje u prva tri mjeseca odreduje ishod
nakon godinu dana i znacajan je za dugoro¢nu prognozu bolesti (1,15). Klju¢no je §to ranije
postaviti dijagnozu 1 zapoceti adekvatno lijeCenje u ranoj fazi RA. Prema EULAR-ovim
preporukama bolesnik bi trebao najkasnije 6 tjedana od pocCetka simptoma biti pregledan kod
reumatologa, a unutar 3 mjeseca zapoceti lijeCenje lijekovima koji mijenjaju tijek bolesti
(engl. disease-modifying antirheumatic drugs, DMARDs) (1). Cilj lijjeCenja je postizanje
remisije ili barem niske aktivnosti bolesti. Za objektivno utvrdivanje aktivnosti bolesti sluze

indeksi Disease Activity Score (DAS), Simplified Disease Activity Score (SDAI) i Clinical



Disease Activity Index (CDAI). U RH najcesc¢e primjenjujemo DAS28, koji ukljucuje bolnost
i oteCenost 28 zglobova i u kombinaciji s CRP-om daje DAS28CRP indeks, odnosno u
kombinaciji sa SE DAS28SE. S obzirom na DAS28CRP aktivnost bolesti se ocjenjuje kao
visoka (DAS28CRP > 5.1), umjerena (DAS28CRP 3.2-5.1), niska (DAS28CRP 2.6-3.2) i u
remisiji (DAS28CRP < 2.6). Funkcijsko oSte¢enje procjenjuje se upitnikom — Health
Assessment Quastionnaire (HAQ). Za redovito pracenje bolesnika uz anamnezu i klinicki
pregled, odredujemo u laboratorijskim nalazima vrijednosti upalnih parametara i titar
specificnih protutijela, DAS28CRP 1 HAQ indekse i slikovne metode. Najcesc¢e koristena
slikovna metoda je rengenogram (obi¢no Sake) koji se redovno radi jedanput godiSnje. On
nam govori o strukturnom ostecenju zgloba, ali mu je mana $to bolest ne moze detektirati dok
strukturnih oste¢enja jo$ nema, a upala je prisutna (24). U toj fazi ranih promjena od pomo¢i
je ultrazvuk (UZV) koji detektira zadebljanje sinovijalne membrane i postojanje sinovijalnog
izljeva kao pokazatelje aktivne upale, diskretnija oStecenja hrskavice te moze mjeriti njezinu
debljinu (25,26). U prepoznavanju ranih promjena moze se primijeniti i magnetska rezonanca
(MR), naroc€ito za vizualizaciju medularne kosti i obavezna je pretraga kod sumnje na
zahvacenost densa aksisa i ligamenata kraniocervikalnog prijelaza zbog loSijeg prikaza toga
podrugja klasiénom radioloskom obradom (25). Cesto se rabi i denzitometrija kojom se mjeri
gustoca kostiju koja je u bolesnika s RA nerijetko snizena zbog negativnog djelovanja
kroni¢ne sustavne upale, primjene glukokortikoida 1 zbog funkcionalne ograni¢enosti

smanjenog kretanja bolesnika.

Lijecenje bolesnika s RA treba zapoceti Sto ranije, dok postoji ,,prozor mogucnosti" (engl.
window of opportunity), kad je 1 najveca vjerojatnost da ¢e bolest dobro odgovoriti na
primijenjeno lijeCenje. Bolesnike treba Cesto 1 redovito narucivati na kontrolne preglede
(svaka 3 mjeseca) i na svakom pregledu evaluirati u¢inak lije¢enja koje je po potrebi nuzno
prilagoditi kako bi se ostvario Zeljeni cilj (tzv. strategija lijeCenja prema zadanom cilju, T2T,
engl. treat to target) (27). Cilj je postizanje remisije ili niske aktivnosti bolesti u prvih 6
mjeseci lijeCenja (28). Osnovni lijekovi u lijeCenju RA su oni koji mijenjaju tijek bolesti
(engl. DMARDS). Oni smanjuju upalu i oSte¢enje zgloba. Dvije su glavne skupine DMARD
lijekova, sintetski i bioloski. Sintetski se dodatno dijele na konvencionalne i ciljane, tj.
usmjerene na ciljanu molekulu. Zlatni standard u lije€enju RA je metotreksat. Uz njega se
mogu primijeniti glukokortikoidi u maloj do umjerenoj dozi koja protektivno djeluje na
zglobove dok metotreksat ne prodjeluje jer se puni u¢inak DMARD-a ocituje za 3 mjeseca.

Zbog nuspojava, doza glukokortikoida treba se postupno smanjivati 1 potpuno ukinuti kroz 6



mjeseci. Ako se na kontrolnom pregledu ne utvrdi poboljSanje bolesti, dozu lijeka treba
povisiti ili zamijeniti drugim sintetskim ili bioloskim DMARD-om. Bioloski DMARD-ovi
ciljano djeluju na imunoloske stanice i glavne citokine u RA, pa tako razlikujemo TNF-a
inhibitore (infliksimab, etanercept), inhibitore IL-6 (tocilizumab), inhibitore kostimulacije T
limfocita i blokatore B limfocita (rituksimab). Oni su znacajno popravili prognozu bolesti za
one bolesnike koji ne odgovaraju na konvencionalne DMARD-ove. Kad se postigne remisija,
lijeCenje treba zadrzati jo§ 6 mjeseci i ako bolesnik i dalje bude u remisiji lije¢nik moze

razmisliti o smanjivanju doze i postupnom ukidanju lijeka (29).

Uz osnovnu bolest bolesnici s reumatoidnim artritisom suoceni su i s brojnim
komorbiditetima. Glavni komorbiditet vezan je uz kardiovaskularni sustav i ujedno je vodeci
uzrok povecanog mortaliteta ovih bolesnika u odnosu na opéu populaciju (11,17). Bolesnici s
RA ces¢e obolijevaju od ishemicne bolesti srca, infarkta miokarda i mozdanog udara (30).
Imaju povecan rizik za infekcije diSnog i mokra¢nog sustava te od nekih malignih bolesti
(limfoma, karcinoma pluca i koze) (11,17,30). Dio bolesnika oboli i od intersticijske bolesti
pluéa, osteopenije i osteoporoze. U ovih bolesnika ¢es¢a je i depresija (30). Svi ovi
komorbiditeti dodatno narusavaju kvalitetu Zivota bolesnika s RA i ujedno otezavaju lijecenje

osnovne bolesti te umanjuju izglede za dobar ishod.

Unato¢ napretku u razumijevanju patogeneze reumatoidnog artritisa i brojnim novim
lijekovima koji poboljSavaju izgled bolesnika za pozitivan ishod bolesti, nedostaje nacin kako
rano detektirati bolest. Prepoznavanje bolesti u pretklinickoj fazi otvorilo bi vrata mogucoj
intervenciji koja bi sprije€ila razvoj bolesti. Osim toga, 1 trenutno jo§ vaznije, je nemogucénost
prepoznavanja subklinicke upale osim kompliciranim metodama, neprakticnima u
svakodnevnom radu. Postojec¢i kriteriji za remisiju odnose se na klini¢ku remisiju bolesti,
medutim u nekih pacijenata je nadena upalna aktivnost u zglobovima, unato¢ klini¢koj
remisiji (17). Stoga su aktualni napori u istraZivanjima usmjereni na otkrivanje nacina
detekcije pretklinicke faze bolesti 1 subklinicke upale u ve¢ razvijenoj bolesti koji bi se mogli

primijeniti u svakodnevnoj klinickoj praksi.



3.2. Sustavni eritemski lupus

Sustavni eritemski lupus (SLE) je kroni¢na autoimuna bolest koja moze zahvatiti bilo koji
organski sustav, a najceS¢e pogada kozu, zglobove, krvne stanice, bubrege, srce i1 srediSnji
ziv€ani sustav. U vecine bolesnika prisutni su nespecificni simptomi, a u svih nalazimo
specificna autoprotutijela u plazmi. Tijek bolesti je obiljezen remisijama i relapsima. S
vremenom moze do¢i do kroni¢nog oSteéenja uz smanjenje funkcije zahvacenih organa, $to
znacajno narusava kvalitetu Zivota bolesnika. lako je prezivljenje mnogo bolje nego nekad,
zbog komorbiditeta i komplikacija bolesti te posljedica nuspojava lijekova bolesnici prosjecno
krac¢e zive od opce populacije (31). Unato¢ brojnim istrazivanjima, malo toga sa sigurnoséu
znamo o etiopatogenezi SLE, no svakako je rijeC o slozenoj bolesti. Na to upucuje
heterogenost klinicke slike, koja moze jako varirati od bolesnika do bolesnika s obzirom na
zahvadene organe, tezinu bolesti, velik broj razliCitih autoprotutijela koje nalazimo u
bolesnika te s obzirom na ¢injenicu da je viSe novih lijekova isprobano, ali samo jedan lijek je

u posljednjih 60 godina i odobren u lijecenju SLE.

Procjenjuje se da je incidencija SLE od 1 do 25 na 100.000 stanovnika (32). Cesce se
javlja u Zena a omjer se mijenja s dobi i iznosi 3:1 u djecjoj, 7:1-15:1 u odrasloj i 8:1 u starijoj
dobi (32). Za tu razliku mogao bi biti odgovoran utjecaj spolnih hormona na imunosni sustav,
jer je poznato da estrogeni djeluju stimuliraju¢e, a androgeni suprimiraju¢e. Drugo
objasnjenje te razlike jest da je to posljedica ¢imbenika vezanih uz X-kromosom. Naime,
medu bolesnicima sa SLE prevalencija Klinefelterovog sindroma (47-XXY) je 14 puta veca
nego u op¢oj muskoj populaciji, dok je medu bolesnicama sa SLE udio onih s Turnerovim

sindromom (45-X0) manji nego u op¢oj Zenskoj populaciji (32).

Iako je mnogo toga o etiologiji SLE jo$ nepoznato, sigurno jest da je to multifaktorijalna
bolest. Genetski ¢imbenici stvaraju podlogu za razvoj bolesti, dok su okoliSni ¢imbenici
okidaci. Brojni su dokazi za genetsku komponentu bolesti. Kao i kod RA, ucestalost bolesti
veca je medu jednojajcanim nego dvojajcanim blizancima, a rizik za bolest je 10 do 29 puta
veci u osoba s pozitivnom obiteljskom anamnezom u odnosu na op¢u populaciju (32). Za vise
od 100 lokusa nadeno je da su povezani s povecanim rizikom za SLE (33). Velika vecina njih
ima mali pojedinacni utjecaj na povecanje rizika, medutim akumulacijom patoloSkih lokusa
rizik raste sve dok se u jednom trenutku, u kombinaciji s odgovaraju¢im okoliSnim
¢imbenicima, ne prijede prag te dode do pokretanja patoloSkih procesa i1 razvoja bolesti.

Zajednicko svim tim lokusima je da kodiraju proteine ukljucene u imunoloske procese (33).



Neki se nalaze u kodiraju¢em dijelu gena, a velik broj je u regulatornoj sekvenci (33).
Najpoznatija je povezanost s lokusima HLA DR2 i HLA DR3, koji dvostruko povecavaju
rizik od SLE (32). Drugi lokusi povezani su s proizvodnjom i signalnim putevima interferona
tipa 1 (INF tip 1), komponentama komplementa, nukleazama i signalnim putevima limfocita.
Svojevrsnu iznimku ¢ine mutacije koje uzrokuju deficijenciju Clq, C2 ili C4 komponenti
komplementa jer one same i do 25 puta povecavaju rizik za razvoj SLE, iako su te varijante
jako rijetke (32,33). Rezultat opisanih genetskih promjena je poremecena fagocitoza i
usporeno uklanjanje apoptoti¢nih stanica i imunokompleksa. Nuklearni antigeni koju su inace
nedostupni imunoloS$kom sustavu, perzistiraju i aktiviraju ga, potaknuta je proizvodnja
autoprotutijela, inhibirana je apoptoza autoreaktivnih B limfocita, pojacana je aktivnost T
pomagackih, a smanjena T supresorskih limfocita (32). Medutim, udio genetskih faktora u
razvoju SLE je svega 18%, dok ostatak pripada okoliSnim ¢imbenicima (32). Najvazniji medu
okoliSnim ¢imbenicima su izloZenost ultraljubi¢astom (UV) zracenju, lijekovima, virusnim
infekcijama (osobito EBV) 1 puSenje (33). Oni nespecificnim mehanizmima poti¢u upalne
procese ili epigenetskim modifikacijama (demetilacijom DNA i acetiliranjem histona) djeluju
na gensku ekspresiju (33). Neki lijekovi koji mogu potaknuti nastanak SLE u osoba s
genetskom predispozicijom su hidralazin, penicilamin, TNF-o inhibitori, hormonsko
nadomjesno lijeCenje i oralna kontracepcija s visokom dozom estrogena (34,35). Isti

¢imbenici u bolesnika sa SLE povec¢avaju i rizik od pojave relapsa.

Medu citokinima u SLE sredi$nju ulogu ima INF tip 1. Stvaranje INF tip 1 potaknuto je
aktivacijom TLR receptora koji prepoznaju strane (bakterijske 1 virusne) i vlastite nuklearne
antigene (35). Uslijed UV zraCenja i infekcija dolazi do oSte¢enja stanica i oslobadanja
nuklearnog sadrZaja pa u osoba u kojih je uklanjanje apoptoti¢nih stanica usporeno, TLR
signalni putevi su pojacano aktivirani i dolazi do hiperprodukcije INF tip 1 (32). Oni poticu
antigen prezentirajuce stanice i tako pokre¢u mehanizme steCene imunosti te stvaranje
autoprotutijela. Drugi vazni citokini u patogenezi SLE su TNF-a, IL-6 i BlyS. BLyS
(stimulator B limfocita), ¢ija je razina poviSena u serumu bolesnika sa SLE, potice
sazrijevanje B limfocita i produzuje prezivljenje plazma stanica i memorijskih B stanica (32).
Isti u€inak imaju i pomoc¢nicki T limfociti, koji su takoder, pojaano aktivni. Mehanizmi
steCene imunosti pokre¢u mehanizme urodene imunosti koji imaju glavnu ulogu u oste¢ivanju
tkiva i to postizu na nekoliko nacina. Prvi je aktivacija komplementa koji prepoznaje Fc
fragment imunoglobulina G. Pritom se protutijela vezu na vlastite antigene koji se nalaze u

tkivu, ili pak dolazi do odlaganja slobodnih antigena u tkivima na koja se onda veZu slobodna



cirkuliraju¢a protutijela. Takoder u tkivima se mogu odlagati ve¢ stvoreni cirkuliraju¢i
imunokompleksi. Aktivacija komplementa vodi u hipokomplementemiju koja se u
laboratorijskim nalazima ocituje snizenom razinom C3 i C4 komponenti, a ujedno je i jedan
od pokazatelja aktivnosti bolesti. Drugi nacin tkivnog oSteenja je u izravnoj aktivaciji
makrofaga, putem Fc fragmenta IgG i receptora na povrSini makrofaga. Treéi nacin je
aktiviranje citotoksi¢nosti posredovane protutijelima, pri ¢emu se protutijela vezu za

nuklearne antigene izraZzene na povrsini stanice.

Klini¢ka slika vrlo je heterogena, varira od bolesnika do bolesnika, i u pojedine osobe.
Tijek bolesti je intermitentan i varijabilne teZine, od blagog do teskog. Relapsi su spontani ili
inducirani izlaganjem UV zraCenju, infekcijama, traumom i/ili lijekovima (35). Bolest se
nerijetko prezentira nespecifiénim simptomima, umorom, povisenom temperaturom i
gubitkom tjelesne tezine (36). Zbog osnovne bolesti i primijenjenih lijekova bolesnici sa SLE
su Cesto imunosuprimirani. U onih s poviSenom temperaturom vazno je iskljuciti druge
uzroke, tj. infekcije i maligne bolesti, jer su vazan uzrok morbiditeta u ovih bolesnika (37). U
preko 90% bolesnika javlja se bolnost i oteCenost zglobova, ¢esto vrlo rano u tijeku bolesti
(36). Artritis je najc¢eS¢e poliartikularan, simetrican, migriraju¢i, najéeSée neerozivan, pa su
strukturna oStecenja 1 deformiteti zglobova rjedi u odnosu na RA, gdje je artritis erozivan. U
vecine bolesnika zahvaceni su koZa 1 sluznice (36). Tipican nalaz na kozi je leptirasti eritem
koji zahvaca korijen nosa i obraza, dok su nazolabijalne brazde poStedene. Mogu se javiti
diskoidne lezije koje imaju sklonost oZiljkavanju. U nekih bolesnika razvija se alopecija. Za
bolesnike je karakteristicna fotosenzitivnost i pogorSanje koznih promjena s izlaganjem
suncu. Osim toga, izlaganje suncu pogorSava ukupnu aktivnost 1 sustavne manifestacije
bolesti (38,39). Na sluznici nosa i usne Supljine javljaju se bezbolne ulceracije. U oko 50%
bolesnika bolest zahva¢a bubrege i1 uzrokuje glomerulonefritis, koji se mozZe prezentirati
asimptomatskom proteinurijom ili hematurijom, nefrotskim sindromom ili u slucaju
brzoprogresivnog glomerulonefritisa akutnim zatajenjem bubrega (36). U krvnoj slici Cesta je
anemija, leukopenija i trombocitopenija. U slufaju anemije najceSce je rije¢ o anemiji
kroni¢ne bolesti, a rjede o autoimunoj anemiji, dok leukopenija najceS¢e nastaje na racun
snizenih limfocita (36). Upala moZe zahvatiti serozne membrane s razvojem pleuritisa i
perikarditisa, s boli u prsima i izljevom u seroznim Supljinama. Osim toga na srcu bolesnika
sa SLE moZe nastati verukozni Liebman-Sacksov endokarditis s razvojem valvularne
insuficijencije, miokarditis 1 smetnje provodenja. SLE zahvaca i sredi$nji zivCani sustav s

raznolikom simptomatologijom, ukljucujuéi kognitivnu disfunkciju, psihoorganski sindrom,



delirij, psihozu, epilepticne napadaje, glavobolju, poremecaje kretanja te periferne Zivce.
Zahvacanje krvnih Zzila dovodi do vaskulitisa, naj¢eS¢e malih krvnih Zzila koji je ujedno u
podlozi koznih lezija, ali moze zahvatiti krvne Zile svih veli¢ina i lokalizacija u tijelu. U nekih
se bolesnika javlja Raynaudov fenomen. Zene s aktivnim SLE imaju vecu udestalost
spontanih pobacaja i ¢eS¢e razvijaju komplikacije u trudno¢i (40). Kako bi se rizici vezani uz
trudnocu sveli na minimum bolesnice bi trebale biti u remisiji barem 6 mjeseci prije zaceca, a
tijekom trudnoée ¢es¢e kontrolirane (41). Rizik od komplikacija narocito je visok u zena s
lupusnim nefritisom (34). Na oku SLE se ocituje kao keratokonjunktivitis sicca posljedicno
razvoju sekundarnog Sjogrenovog sindroma ili kao vaskularna retinopatija, iako moze
zahvatiti bilo koju strukturu oka (42). Uz opisanu heterogenost klini¢ke slike, u bolesnika sa
SLE nalazimo i $irok spektar razli¢itih protutijela. Glavna protutijela su antinuklearna
protutijela (ANA) usmjerena protiv sastavnica stani¢ne jezgre. Ne moraju biti prisutna u
trenutku postavljanja dijagnoze, ali u svih postaju pozitivna u tijeku bolesti (43). Medutim,
ANA su nespecificna i mogu biti prisutna i u zdravih osoba. Visokospecifi¢na protutijela za
SLE su anti-dsDNA protiv dvostruke uzvojnice DNA te anti-Sm protiv malih nuklearnih
ribonukleoproteina (snRNP) (43). Relativno €esto bolesnici imaju pozitivna antifosfolipidna
protutijela, koja su u 15% slucajeva povezana s antifosfolipidnim sindromom (33,34).
Bolesnici s antifosfolipidnim sindromom imaju povecan rizik od razvoja arterijskih i venskih
tromboza te vecu ucestalost tromboembolijskih incidenata i pobacaja (44). Ostala protutijela
koja moZemo naci u bolesnika sa SLE su anti-Ro/SSA, anti-La/SSB, anti-U1-RNP, protutijela
protiv topoizomeraze, centromera, histona i druga. Mnoga od tih protutijela nalaze se i u
drugim bolestima, §to je vazno u diferencijalnoj dijagnozi. SSA 1 SSB protutijela nalazimo u
Sjégrenovom sindromu, anti-U1-RNP u mijeSanoj bolesti vezivnog tkiva, anticentromerna i
protutijela protiv topoizomeraza u sustavnoj sklerodermiji. Dodatno, SSA 1 SSB protutijela
prolaze kroz posteljicu i interferiraju s razvojem provodnog sustava, §to za posljedicu ima

razvoj sréanog bloka, glavne manifestacije neonatalnog lupusa (34).

Dijagnoza SLE-a temelji se na klinickoj slici, laboratorijskim nalazima 1 isklju¢ivanju
drugih bolesti. Laboratorijski nalazi tipicno pokazuju ubrzanu sedimentaciju eritrocita,
povecanu plazmatsku koncentraciju CRP-a, a snizenu C3 i C4 komponenti komplementa te
povecan titar ANA 1 drugih protutijela. Kao pomo¢ u postavljanju dijagnoze koristimo
klasifikacijske kriterije Ameri¢kog reumatoloSkog drustva (engl. ACR od American College
of Rheumatology) prema kojima je potrebno zadovoljiti 4 od 11 kriterija za postavljanje

dijagnoze SLE-a (tablica 2) (45). Kriteriji ne moraju biti prisutni svi istovremeno, nego ¢im se



jedan pojavi trajno ostaje zadovoljen. Medutim, ti su kriteriji razvijeni za klasificiranje u

klinickim istrazivanjima, kako bi se standardiziralo ukljuivanje bolesnika i formiranje

skupina, a ne u dijagnosticke svrhe, te mnoge manifestacije SLE-a ovim kriterijima nisu

obuhvacene, nego samo najéesce (33,43,46). Stoga se dijagnoza SLE-a u konacnici temelji na

strucnoj procjeni specijalista reumatologa.

Tablica 2. Klasifikacijski kriteriji Americkog reumatoloskog drustva za sustavni eritemski lupus iz 1997. godine

(45,47).

Kriterij ACR-a

Definicija

Leptirasti eritem

brazda

Diskoidni osip

crveni uzdignuti kozni plakovi prekriveni keratoti¢nim ljuskama i folikularnim
¢epovima; atroficno oziljkavanje moze nastupiti u starijim lezijama

Fotosenzitivnost

kozni osip kao rezultat neuobicajene reakcije na Suncevu svjetlost, prema anamnezi
ili opservaciji lije¢nika

Oralne ulceracije

oralne ili nazofaringealne ulceracije, obi¢no bezbolne, uocio ih je lije¢nik

neerozivni artritis koji zahvaca > 2 periferna zgloba, karakteriziran osjetljivoséu na

Artritis dodir, oteklinom ili izljevom
a) pleuritis — uvjerljiva anamneza pleuriti¢ne boli ili trenje koje je ¢uo lijecnik ili
Serozitis dokaz pleuralnog izljeva

b) perikarditis — dokumentiran EKG-om, trenjem ili dokazom perikardijalnog izljeva

Bubrezni poremecaj

a) perzistentna proteinurija > 0,5 g/dan ili > 3+
b) stani¢ni cilindri — eritrocitni, hemoglobinski, granularni, tubularni ili mijeSani

Neuropsihijatrijski
poremecaj

a) epilepsija

b) psihoza

(obje u izostanku podrazajnih lijekova ili poznatoga metaboli¢kog poremecaja kao
$to su uremija, ketoacidoza ili elektrolitni disbalans)

Hematoloski poremecaj

a) hemoliticka anemija s retikulocitozom

b) leukopenija — < 4000/mm? u barem dva navrata

¢) limfopenija — < 1500/mm?* u barem dva navrata

d) trombocitopenija — < 100.000/mm? bez podrazajnih lijekova

Imunosni poremecaj

1. anti-dsDNA protutijela u abnormalnom titru
2. prisutnost protutijela protiv Sm-nuklearnog antigena
3. pozitivan nalaz antifosfolipidnih protutijela:
— abnormalna razina antikardiolipinskih protutijela IgM ili IgG u serumu ili
— pozitivan nalaz testa za lupusni antikoagulans dobiven standardnom
metodom ili
— lazno pozitivan test na sifilis

Antinuklearna protutijela

abnormalan titar antinuklearnih protutijela odreden imunofluorescencijom ili
ekvivalentnim esejem
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Prema preporukama bolesnike u remisiji trebalo bi kontrolirati minimalno svakih 6
mjeseci, a u slucaju aktivne bolesti ¢es¢e (41,48). U procjeni aktivnosti bolesti vodimo se
simptomima, znakovima i laboratorijskim nalazima. Medu njima najvazniji su kompletna
krvna slika, sedimentacija eritrocita, plazmatska koncentracija CRP-a, C3 i C4 komponenti
komplementa i titar anti-dsDNA protutijela. Vazno je redovito kontrolirati bubreznu funkciju
s obzirom na to da zahvacenost bubrega moze te¢i asimptomatski. Pritom kontroliramo urin i
sediment urina na proteinuriju, hematuriju i prisutnost cilindara te klirens kreatinina. Ovisno o
prisutnosti drugih simptoma provodimo dodatne pretrage, npr. EKG, rengenogram srca i
plu¢a, CT glave, MR mozga itd. Za objektivizaciju procjene aktivnosti bolesti razvijeno je
nekoliko indeksa. Neki procjenjuju globalnu aktivnost bolesti kao npr. indeks SLEDAI-2K, a
neki aktivnost bolesti u pojedinom organu, npr. indeks BILAG-2004. No, i oni se dominantno
koriste u klinickim istrazivanjima te iako preporuke nalazu njihovu uporabu u svakodnevnoj

praksi, nisu za to prakticni.

LijeCenje sustavnog eritemskog lupusa je individualno i ovisi o glavnim tegobama,
zahvadenim organima, aktivnosti bolesti i odgovoru na zadnje primijenjeno lijeCenje.
Opcenito prva linija lijekova za sve bolesnike su antimalarici hidroksiklorokin ili klorokin,
ako nema kontraindikacija (49,50). U slucaju teze klinicke slike, ali bez neposredne
ugrozenosti organa kratkotrajno se uvode glukokortikoidi ili imunosupresivni lijekovi poput
azatioprina i metotreksata. U slucaju teSke klinicke slike 1 simptoma koji ugrozavaju zivot,
npr. kod zahvaéenosti bubrega ili SZS-a, provodi se intenzivno imunosupresivno lije¢enje
kojem je cilj zaustaviti oStecenje organa (41). To se najceS¢e postiZe inicijalnim lijeCenjem
visokim dozama sustavnih glukokortikoida, samih ili u kombinaciji s drugim
imunosupresivnim lijekovima, npr. ciklofosfamidom, mikofenolat mofetilom ili azatioprinom
(33,41). Nakon postignutog zeljenog ucinka nastavlja se joS odredeno duze vrijeme
odrZzavajuce lijecenje nizim dozama lijekovima kojem je cilj odrzati remisiju bolesti, ali s
manje nuspojava lijekova. Od bioloskih lijekova samo je belimumab, inhibitor BlyS, odobren
za lijeCenje SLE (33,51). Uz farmakoterapiju, bitno je izbjegavati potencijalne okidace, tj.
kloniti se izlaganja suncu i koristiti kreme sa zastitnim faktorom. Cilj lijecenja je postizanje
remisije, sprjeCavanje oStecenja organa i pojave relapsa uz minimalne Stetne ucinke lijecenja

(52).

Tijek sustavnog eritemskog lupusa obiljezen je brojnim komplikacijama 1
komorbiditetima koji su posljedica osnovne bolesti 1 toksi¢nih ucinaka lijekova. Medu njima

posebno se isticu infekcije, kardiovaskularne bolesti 1 kroni¢na bubrezna bolest kao glavni
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uzroci povecanog morbiditeta i 2 do 5 puta veceg mortaliteta u odnosu na op¢u populaciju
(53). Podloznost infekcijama posljedica je bolesti koja narusava funkciju imunoloskog
sustava, ali i imunosupresivnog lijecCenja. Sklonost aterosklerozi i poveéan kardiovaskularni
rizik posljedica su kroni¢ne sustavne upale i tromboembolijskih incidenata u bolesnika s
antifosfolipidnim protutijelima. Dugotrajna uporaba glukokortikoida dovodi do osteoporoze,
katarakte i sekundarne $eéerne bolesti. U bolesnika sa zahvaéenoséu SZS-a &esto nalazimo
smanjenje kognitivnih sposobnosti (54). Sve navedeno znacajno smanjuje kvalitetu zivota

bolesnika sa SLE (55).

Kao i1 kod drugih autoimunih bolesti puno toga je jos nepoznato kod SLE. Ono §to u
praksi nedostaje je naCin ranog otkrivanja bolesti, prije pojave simptoma te metode za
objektivnu, sigurnu i brzu procjenu aktivnosti i tezine bolesti, za rano otkrivanje relapsa i
predvidanje odgovora na lijeCenje. Napredak u ovim saznanjima omogucio bi raniju i
uspjesniju intervenciju, s boljim ishodom, manjim oSte¢enjem organa i u konacnici boljom

kvalitetom Zivota bolesnika.
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3.3. Omjer neutrofila i limfocita

Unatrag nekoliko godina omjer neutrofila i limfocita (NLR) prepoznat je kao moguci
marker upale. Njegova prednost je u brzoj i Sirokoj dostupnosti jer se dobiva iz diferencijalne
krvne slike koja se moZze napraviti u svakom medicinsko-biokemijskom laboratoriju i niskoj
cijeni. NLR-om bismo mogli dobiti informaciju o aktivnosti i/ili prognozi bolesti bez potrebe
za skupom opremom i posebno educiranim osobljem odnosno ra¢unanjem indeksa aktivnosti,
Sto nerijetko oduzima vrijeme i nije prakticno u svakodnevnom radu. Prvi put se u
medicinskoj literaturi NLR spominje jo§ 1967. godine kada je u eksperimentalnom modelu
pokazano da NLR korelira s izlozeno$¢u ozonu (56). Nakon toga, sljede¢ih 30 do 40 godina
istrazivanja NLR su sporadi¢na, ceS¢e na eksperimentalnim modelima i u podru¢ju
veterinarske medicine. Medutim, u posljednjih 20-ak godina interes za NLR u mnogim
granama medicine je porastao. IstraZzivanja u podru¢ju malignih bolesti upucuju da je veci
NLR prediktor losijeg ukupnog i specificnog prezivljenja, prezivljenja bez progresije bolesti i
prezivljenja bez bolesti u bolesnika sa solidnim tumorima svih lokalizacija i stadija bolesti
(57). Nadalje, ve¢i NLR prediktor je veceg mortaliteta bez obzira na uzrok kao i
kardiovaskularnih dogadaja nakon angiografije 1 srfane revaskularizacije, posebice u
bolesnika sa STEMI (58). NLR pozitivno korelira s tezinom metabolickog sindroma,
prediktor je razvoja dijabetesa u pretilih osoba bez metaboli¢kog sindroma, a takoder iz
istrazivanja proizlazi da je visi u puSaca s normalnim BMI u odnosu na nepusace (59). Neki
radovi upucuju da je NLR u korelaciji s teZinom apendicitisa te da bi mogao biti primjenjiv u
diferenciranju kompliciranog od nekompliciranog apendicitisa, s posljedi¢nim utjecajem i na
pristup u lijeCenju. Naime, poznato je da neki bolesnici s apendicitisom mogu biti
konzervativno lijeCeni 1 poStedeni kirurSkog zahvata. Medutim, jo§ uvijek nedostaju
klasifikacijski kriteriji po kojima bismo ih mogli razlikovati (60,61). Prema nekim
istrazivanjima, NLR je dobar prediktor razvoja i tezine preeklamsije kao i razvoja
gestacijskog dijabetesa u trudno¢i (62—64). Prema jednoj meta-analizi NLR je veéi u
bolesnika s poremecajem raspolozenja (65).

Dosad poznata istrazivanja pokazuju da je NLR veci u bolesnika s RA nego u zdravih
kontrola i pozitivno korelira s pokazateljima aktivnosti bolesti (plazmatskom koncentracijom
CRP-a, SE, DAS28CRP-om, DAS28ESR-om) (66—69), dok prema jednom istrazivanju nema
razlike u NLR izmedu bolesnika u remisiji 1 bolesnika s aktivnom bolesti (70). Istrazivanja
NLR u SLE ima manje i kontradiktorna su. Prema ve¢ini istraZivanja NLR je ve¢i u bolesnika

sa SLE nego u zdravih kontrola (71,72) i ve¢i je u bolesnika s lupusnim nefritisom nego u
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bolesnika bez nefritisa (71-73). Prema nekim istraZzivanjima NLR pozitivno korelira s
plazmatskom koncentracijom CRP-a, SE i SLEDAI (69,71,73), ali prema drugima nema
razlike u NLR izmedu bolesnika u remisiji i bolesnika s aktivnom bolesti (70). Prema jednoj
meta-analizi nema razlike u NLR izmedu bolesnika sa SLE 1 zdravih kontrola (66). Kod
autoimunih bolesti i sama bolest moze biti povezana s hematoloskim promjenama, npr. jedna
od manifestacija SLE je citopenija koja moze zahvatiti sve ili bilo koju pojedinacnu lozu
krvnih stanica. Nadalje, lijekovi mogu utjecati na broj krvnih stanica, primjerice
glukokortikoidi koji povecavaju broj neutrofila, a smanjuju broj limfocita u perifernoj krvi.
Brojna istrazivanja pokazuju da je NLR pokazatelj sustavne upale. Medutim, nije jasno
ustanovljeno koje promjene u broju neutrofila i limfocita utjecu na njihov omjer. Omjer se
moze povecati zbog relativnog povecanja iznosa brojnika ili smanjenja iznosa nazivnika.
Kako ¢e odredeni patoloSki proces koji uzrokuje sustavnu upalu utjecati na NLR ovisi o
patofizioloSkim znacajkama tog procesa i njegovu utjecaju na broj tih stanica. Na primjeru
dviju autoimunih bolesti, RA i SLE, koji je povezan s limfopenijom, pokusat ¢emo objasniti
kako promjene broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi utjecu na NLR. U obje bolesti
NLR korelira s aktivnosti sustavne upale (prosudenoj prema plazmatskoj koncentraciji CRP-
a), ali nije poznato kako promjene u broju neutrofila i limfocita u perifernoj krvi doprinose

tim promjenama.

14



4. Hipoteza

Pretpostavljamo da ¢e se promjene u broju neutrofila i limfocita u perifernoj krvi
uzrokovane sustavnom upalom u RA i SLE odraziti u omjeru neutrofila i limfocita sukladno
patofizioloSkim mehanizmima sustavne upale u tim bolestima. U slucaju SLE ocekujemo da

¢e porast NLR biti posljedica limfopenije, a promjene u RA tek treba istraziti.
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5. Cilj rada

1. Objasniti mehanizam promjena omjera neutrofila i limfocita vezan uz aktivnost bolesti i

posebno sustavne upale.

2. Razmotriti mogucu klini¢ku primjenu NLR u prosudbi aktivnosti bolesti u RA i SLE.
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6. Ispitanici i metode

6.1. Ispitanici

Ispitivanje je povijesno, a ispitanici su bolesnici s reumatoidnim artritisom i sustavnim
eritemskim lupusom. Podaci su prikupljeni iz bolnickog informacijskog sustava (BIS-a) za
bolesnike koji su lijeceni u Zavodu za klinicku imunologiju, alergologiju i reumatologiju, KB
Dubrava i u Zavodu za klini¢ku imunologiju i reumatologiju, KBC Zagreb u razdoblju od
2006. do lipnja 2016. godine. Iz baze podataka nasumicno su izabirani oni podaci koji su
sadrzavali sve ispitivane parametre za pojedinog bolesnika do ukupnog broja od n = 181 za
RA in = 146 za SLE, $to je iznad broja ispitanika (n = 60) potrebnog za snagu istrazivanja
koja ¢e pokazati kao statisticki signifikantnu 25% razliku iznosa NLR uz p < 0.05. Bolesnici
su podijeljeni u dvije skupine, u remisiji i s aktivnom bolesti. Za bolesnike s RA granicna
vrijednost DAS28CRP bila je 2.6, a za bolesnike sa SLE grani¢na vrijednost SLEDALI bila je
3. Bolesnici s RA podijeljeni su i u dvije skupine prema tome jesu li lijeceni
glukokortikoidima ili nisu. Omjer neutrofila i limfocita (NLR) dobiven je iz apsolutnih

brojeva neutrofila i limfocita u perifernoj krvi.

6.2. Statisticka analiza

Podaci su statisticki obradeni programom SPSS23. Normalnost raspodjele podataka
testirana je Kolgomorov-Smirnovim testom koji je pokazao da podaci nisu normalno
raspodijeljeni pa su primijenjene neparametarske metode. Rezultati su izraZzeni medijanom i
interkvartilnim rasponom, a razlike medu skupinama testirane su Mann-Whitneyevim testom.
Za procjenu korelacija izmedu pojedinih parametara primijenjen je Spearmanov rho

koeficijent.
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7. Rezultati

Korelacije ispitivanih parametara u bolesnika s RA prikazane su u tablici 3.

Ustanovljena je pozitivna korelacija broja neutrofila u perifernoj krvi s DAS28CRP-om (slika
1), a nije ustanovljena korelacija izmedu broja limfocita i DAS28CRP-a (slika 2). Regresijski
pravac odnosa broja limfocita i DAS28CRP-a je gotovo paralelan s apscisom $to jasno

pokazuje da se broj limfocita u perifernoj krvi minimalno mijenja s porastom DAS28CRP-a.
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Slika 1. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila
u perifernoj krvi i iznosa DAS28CRP-a u bolesnika

sRA.y =0.472x + 3.353,p < 0.001

Slika 2. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i iznosa DAS28CRP-a u bolesnika
sRA.y = —0.003x + 1.817,p = 0.94

Omjer neutrofila 1 limfocita (NLR) je u pozitivnoj korelaciji s brojem neutrofila u perifernoj

krvi, plazmatskom koncentracijom CRP-a (slika 3), brojem oteCenih i bolnih zglobova i

iznosom DAS28CRP-a (slika 4), a u negativnoj korelaciji s brojem limfocita.
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Slika 3. Regresijska analiza odnosa NLR i
plazmatske koncentracije CRP-a u bolesnika s RA.

y = 0.032x + 3.322,p = 0.004
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Slika 4. Regresijska analiza odnosa NLR i iznosa

DAS28CRP-a u bolesnika s RA.
y = 0.352x + 2.452,p = 0.052




Plazmatska koncentracija CRP-a je u pozitivnoj korelaciji s brojem neutrofila u perifernoj
krvi (slika 5), brojem ote¢enih i bolnih zglobova i s HAQ indeksom, a nije pokazana
korelacija s brojem limfocita, te je regresijski pravac izmedu broja limfocita i plazmatske
koncentracije CRP-a statisticki beznacajno nagnut Sto znaci da se broj limfocita u perifernoj

krvi znacajno ne mijenja s aktivnosti upale (slika 6).
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Slika 5. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila Slika 6. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije CRP-a u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije CRP-a
u bolesnika s RA. u bolesnika s RA.
y = 0.039x + 4.755,p < 0.001 y = —0.002x + 1.845,p = 0.287

Rezultati ukazuju da je porast NLR s porastom CRP-a 1 DAS28CRP-a na raCun porasta

neutrofila uz beznacajne promjene broja limfocita.

Korelacije plazmatske koncentracije CRP-a te broja otecenih 1 bolnih zglobova s DAS28CRP-

om nisu racunate jer su ti parametri sadrzani u izracunu DAS28CRP indeksa.

Usporedba ispitivanih parametara u bolesnika s RA u remisiji 1 s aktivnom bolesti prikazana
je u tablici 4. U bolesnika s aktivnom bolesti ve¢i je broj leukocita i neutrofila u perifernoj
krvi, podjednak je broj limfocita, ve¢i je omjer neutrofila 1 limfocita, plazmatska
koncentracija CRP-a, broj oteCenih i bolnih zglobova te su ve¢i iznosi DAS28CRP i HAQ

indeksa.

Omjer neutrofila i1 limfocita podjednak je u skupini bolesnika koji su lijeceni (2.71, 1.75-5.24)
1 koji nisu lije¢eni glukokortikoidima (3.05, 1.95-3.96) (p = 0.943, rezultati su izrazeni kao

medijani i interkvartilni rasponi).
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Tablica 3. Korelacije ispitivanih parametara u bolesnika s RA (n = 181).

Oteceni Bolni HAQ

Neutrofili Limfociti NLR CRP DAS28CRP

zglobovi  zglobovi (n =96)
o r 1 0.045 0.716 0.417 0.165 0.221 0.328 0.060
Neutrofili
p 0.546  <0.001 <0.001 0.027 0.003 <0.001 0.561
. . r  0.045 1 -0.601 0.068 -0.034 0.034 0.022 -0.172
Limfociti
p  0.546 <0.001 0.363 0.648 0.649 0.772 0.093
r 0.716 -0.601 1 0.326 0.177 0.152 0.254 0.163
NLR
p  <0.001 <0.001 <0.001 0.018 0.042 0.001 0.113
r 0417 0.068 0.326 1 0.521 0.472 0.363
CRP
p <0.001 0.363 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Oteceni r  0.165 -0.034 0.177 0.521 1 0.701 0.331
zglobovi 5 p7 0.648  0.018 <0.001 <0.001 0.001
Bolni r 0.221 0.034 0.152 0.472 0.701 1 0.428
zglobovi 5 53 0.649  0.042 <0.001  <0.001 <0.001
r 0328 0.022 0.254 1 0.477
DAS28CRP
p <0.001 0.772 0.001 <0.001
HAQ r  0.060 -0.172 0.163 0.363 0.331 0.428 0.477 1
(n=96) ;0561 0093 0.13 <0001 0001 <000l  <0.001
Tablica 4. Usporedba ispitivanih parametara u bolesnika s RA u remisiji i s aktivnom bolesti.
Ispitivani parameri DAS28CRP <2.6 DAS28CRP > 2.6
(n = 49) (n = 132) p
Leukociti (x10°/L) 6.7 (4.7-8.3) 7.9 (6.3-9.9) 0.001
Neutrofili (x10°/L) 4.0 (2.63-5.33) 5.3 (4.1-7.2) <0.001
Limfociti (x10%/L) 1.66 (1.15-2.22) 1.6 (1.27-2.2) 0.691
NLR 2.39 (1.4-4.08) 3.1(1.96-4.54) 0.018
CRP (mg/L) 1.6 (0.45-4.0) 9.45 (2.8-24.5) <0.001
Oteceni zglobovi 0 4(1-1D) <0.001
Bolni zglobovi 0 (0-1) 8 (3-18) <0.001
DAS28CRP 2.0 (1.39-2.315) 4.655 (3.405-6.005) <0.001
n=14 n =82
HA
Q 0.44 (0-1.25) 1.625 (1.125-1.88) 0.001

Rezultati su izrazeni kao medijani i interkvartilni rasponi, p za Mann Whitneyev test
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Korelacije ispitivanih parametara u bolesnika sa SLE prikazane su u tablici 5.

Plazmatske koncentracije C3 i C4 komponenti komplementa u medusobnoj su pozitivnoj

korelaciji, a takoder i s koncentracijom hemoglobina. Brojevi neutrofila i limfocita u

perifernoj krvi u pozitivnoj su korelaciji s plazmatskim koncentracijama C3 i C4 (slike 7-10).

20.00
o
~~ o
= 15,007
S =
.= 2 Do
5 o 80
= 10.007 e e o
= @ oo
-g o % GO f G ;
2 soof 55 ol 5 o
o B g:u 0% @
goﬂ&b@ (pﬂoﬂ ©
o %59 = g ® @,
.00
T T T T T
00 50 1.00 1.50 2.00
C3 (g/L)

Slika 7. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije C3
komponente komplementa u bolesnika sa SLE.
y = 2.144x + 3.73,p = 0.011
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Slika 9. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije C4
komponente komplementa u bolesnika sa SLE.
y =9.311x + 4.065
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Slika 8. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije C3
komponente komplementa u bolesnika sa SLE.
y = 0.397x + 0.965,p = 0.058
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Slika 10. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije C4
komponente komplementa u bolesnika sa SLE.
y = 1.986x + 0.994,p = 0.004



Nije ustanovljena korelacija broja neutrofila u perifernoj krvi s plazmatskom koncentracijom

CRP-a i SLEDALI indeksom (slika 11). Regresijski pravac odnosa broja neutrofila i SLEDAI

indeksa je gotovo paralelan s apscisom $to jasno pokazuje da se broj neutrofila u perifernoj

krvi minimalno mijenja s porastom SLEDAI. Broj limfocita u negativnoj je korelaciji s

plazmatskom koncentracijom CRP-a (slika 12) i SLEDAI indeksom (slika 13).
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Slika 11. Regresijska analiza odnosa broja

neutrofila u perifernoj krvi i iznosa SLEDAI
indeksa u bolesnika sa SLE.
y = 0.007x + 5.429,p = 0.868
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Slika 13. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i iznosa SLEDAI indeksa u
bolesnika sa SLE.

y =—0.021x + 1.46,p = 0.038
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Slika 12. Regresijska analiza odnosa broja limfocita
u perifernoj krvi i plazmatske koncentracije CRP-a
u bolesnika sa SLE.

y = —0.004x + 1.366,p = 0.014



Omjer neutrofila i limfocita u pozitivnoj je korelaciji s brojem neutrofila, plazmatskom
koncentracijom CRP-a (slika 14) i SLEDAI indeksom (slika 15), u negativnoj korelaciji s
brojem limfocita te granicno znacajno negativno korelira s koncentracijom hemoglobina

(p=0.051).

40.001 °
40001 o
30007 &
30,007 8 o
o (14 o o
= 2000 =
Z Z 20,00 o °
10.00 8 % ° 8
10,00’ o © a g 0@ o
W
o o g o°
o o BOESEggog; 0508 :o 8 o o
0 500 1000 1500 2000 2500 300.0 B 10 20 30 40
CRP (mg/L) SLEDAI
Slika 14. Regresijska analiza odnosa NLR i Slika 15. Regresijska analiza odnosa NLR i iznosa
plazmatske koncentracije CRP-a u bolesnika sa SLEDALI indeksa u bolesnika sa SLE.
SLE. y = 0.068x + 4.748,p < 0.001 y = 0.074x + 5.271,p = 0.322

Koncentracija hemoglobina je u pozitivnoj korelaciji s brojem neutrofila i limfocita u
perifernoj krvi. Koncentracija hemoglobina je u negativnoj korelaciji s plazmatskom

koncentracijom CRP-a i SLEDAI indeksom.

Korelacije plazmatskih koncentracija C3 1 C4 komponenti komplementa sa SLEDAI

indeksom nisu raCunate jer su ti parametri sadrzani u izraunu SLEDATI indeksa.

Usporedba ispitivanih parametara u bolesnika sa SLE u remisiji i s aktivhom bolesti prikazana
je u tablici 6. U bolesnika s aktivnom bolesti plazmatske koncentracije C3 i C4 komponenti
komplementa 1 hemoglobina su manje. Brojevi leukocita, neutrofila i limfocita u perifernoj
krvi te plazmatska koncentracija CRP-a podjednaki su u obje skupine ispitanika. Omjer
neutrofila i limfocita je vec¢i u bolesnika s aktivnom bolesti s granicnom vrijednosti statisticke

znacajnosti (p=0.062).
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Tablica 5. Korelacije ispitivanih parametara u bolesnika sa SLE (n=146).

C3 Cc4 NLR Hemoglobin CRP SLEDAI
3 r 1 0.751 0.013 0.294 -0.007
p <0.001 0.872 <0.001 0.934
c4 r 0.751 1 0.015 0.256 -0.082
p <0.001 0.862 0.002 0.337
. r 0.244 0.302 0.523 0.166 0.043 -0.011
Neutrofili
p 0.003 <0.001 <0.001 0.045 0.612 0.891
) . r 0.163 0.236 -0.633 0.272 -0.287 -0.173
Limfociti
14 0.050 0.004 <0.001 0.001 0.001 0.037
r 0.013 0.015 1 -0.162 0.233 0.165
NLR
14 0.872 0.862 0.051 0.005 0.046
. r 0.294 0.256 -0.162 1 -0.380 -0.264
Hemoglobin
D <0.001 0.002 0.051 <0.001 0.001

Tablica 6. Usporedba ispitivanih parametara u bolesnika sa SLE u remisiji i s aktivnom bolesti.

Ispitivani parametri

SLEDAI<3 (n = 42)

SLEDAI > 3 (n = 104)

p vrijednost

C3 (g/L)

C4 (g/L)

Leukociti (x10°/L)
Neutrofili (x10°/L)
Limfociti (x10°/L)
NLR

Hemoglobin (g/L)
CRP (mg/L)
SLEDAI

1.03 (0.82-1.13)
0.18 (0.13-0.26)
6.8 (5.3-8.8)
4.63 (3.37-6.34)
1.12 (0.78-2.08)
2.88 (2.15-6.15)
127 (107-138)
3.1 (1.125-11.2)
2 (0-2)

0.73 (0.54-0.92)
0.11 (0.06-0.19)
6.8 (4.6-10.1)
4.62 (3.31-7.41)
1.09 (0.67-1.6)
4.65 (2.75-7.06)
116 (100-131)
4.5 (1.175-12.675)
9 (6-14)

<0.001
<0.001
0.844
0.7
0.166
0.062
0.049
0.534

<0.001

Rezultati su izraZeni kao medijani i interkvartilni rasponi, p za Mann Whitneyev test
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8. Rasprava

Omjer neutrofila 1 limfocita (NLR) pokazao se kao biomarker sustavne upale u brojnim
patoloSkim stanjima (zlo¢udnim tumorima, kardiovaskularnim bolestima, pretilosti,
autoimunim bolestima) (57-59,66). Medutim, nije jasan mehanizam promjene broja neutrofila

i limfocita u tim stanjima i posljedi¢ne promjene omjera neutrofila i limfocita.

Prema naSim rezultatima u reumatoidnom artritisu je NLR u skladu s drugim upalnim
pokazateljima bolesti (plazmatskom koncentracijom CRP-a, brojem otecenih i bolnih
zglobova, iznosom DAS28CRP-a) i visi je u bolesnika s aktivnom bolesti, §to je u skladu s

veé¢inom dosadasnjih istrazivanja (67,68,74).

U sustavnom eritemskom lupusu nalazi o NLR su kontradiktorni. Prema nekim istrazivanjima
NLR je u skladu s drugim upalnim pokazateljima bolesti (plazmatskom koncentracijom CRP-
a, C3 1 C4 te iznosom SLEDAI) (69,71,73), dok prema drugima nema razlike u NLR izmedu
bolesnika u remisiji i bolesnika s aktivnom bolesti (70). Prema naSim rezultatima NLR je u
SLE povezan s nekim upalnim pokazateljima bolesti (koncentracijom hemoglobina,
plazmatskom koncentracijom CRP-a i SLEDAI), dok povezanost s drugim pokazateljima nije

nadena (C3 1 C4).

Koliko nam je poznato nisu istrazivane promjene broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi
bolesnika s RA 1 njihov utjecaj na NLR. Tek jedno istrazivanje navodi veci broj neutrofila uz
nepromijenjen broj limfocita u bolesnika s aktivnim RA (68). Stoga smo odlucili detaljnije
prouciti promjene broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi bolesnika s RA 1 njihov utjecaj
na NLR. Prema naSim rezultatima broj neutrofila u perifernoj krvi bolesnika s RA raste s
porastom DAS28CRP-a, iako u vecine bolesnika ostaje unutar referentnih vrijednosti (2.06-
6.49 x10°/L) (medijan u bolesnika u remisiji 4.0 (2.63-5.33), a u bolesnika s aktivnhom bolesti
5.3 (4.1-7.2)). S druge strane, broj limfocita je podjednak izmedu obje skupine bolesnika
(medijan u bolesnika u remisiji 1.66 (1.15-2.22), a u bolesnika s aktivnom bolesti 1.6 (1.27-
2.2)), u vecine je unutar referentnih vrijednosti, te se ne mijenja s porastom aktivnosti bolesti.
Nadalje, plazmatska koncentracija CRP-a kao pokazatelja upale u korelaciji je s brojem
neutrofila, dok ne korelira s brojem limfocita. Ovi rezultati ukazuju da je NLR dobar
pokazatelj upalne aktivnosti u bolesnika s RA i postaje ve¢i u aktivnoj bolesti zbog porasta
broja neutrofila uz beznacajne promjene broja limfocita u perifernoj krvi §to jasno prikazuje

regresijska analiza na slici 16.
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Slika 16. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi te NLR-a s
DAS28CRP-om u bolesnika s RA. Za detaljniji prikaz regresijske analize vidi slike 1,21 4.

U bolesnika sa SLE prema naSim rezultatima broj neutrofila u perifernoj krvi ne mijenja se s
porastom SLEDALI, podjednak je u obje skupine bolesnika i u veéine je unutar referentnih
vrijednosti (medijan u bolesnika u remisiji 4.63 (3.37-6.34), u bolesnika s aktivhom bolesti
4.62 (3.31-7.41)). Broj limfocita u bolesnika sa SLE negativno korelira sa SLEDAI, iako nije
pokazana statistiCki znaCajna razlika izmedu bolesnika u remisiji 1 s aktivhom bolesti
(p=0.166). U vecine bolesnika broj limfocita je ispod donje granice referentnih vrijednosti
(1.19-3.35 x10°/L) (medijan u bolesnika u remisiji 1.12 (0.78-2.08), a u bolesnika s aktivnom
bolesti 1.09 (0.67-1.6)). Nadalje, plazmatska koncentracija CRP-a kao pokazatelja upalne
aktivnosti negativno korelira s brojem limfocita, dok nije pokazana povezanost s brojem
neutrofila. Prema tome NLR moze posluZziti kao pokazatelj upalne aktivnosti u bolesnika sa
SLE. U aktivnoj bolesti postaje veci zbog pada broja limfocita uz bezna¢ajne promjene broja

neutrofila u perifernoj krvi §to jasno prikazuje regresijska analiza na slici 17.
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Slika 17. Regresijska analiza odnosa broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi te NLR-a sa
SLEDALI u bolesnika sa SLE. Za detaljniji prikaz regresijske analize vidi slike 11, 131 15.

Zakljuéno, nasi rezultati su potvrdili da je NLR dobar pokazatelj upalne aktivnosti u RA i
SLE, ali da se radi o dva razli¢ita mehanizma njegove promjene. U bolesnika s aktivhim RA
povecava se zbog porasta broja neutrofila uz beznacajne promjene broja limfocita, dok se u
bolesnika s aktivnim SLE povecava zbog smanjenja broja limfocita uz beznacajne promjene

broja neutrofila u perifernoj krvi.

Omyjer neutrofila i limfocita mozda bi se mogao koristiti kao orijentacijski pokazatelj upalne
aktivnosti u zamjenu za rutinsku primjenu CRP-a §to b1 bilo pogodno u laboratorijima kojima
odredivanje CRP-a nije dostupno. Za takvu primjenu NLR-a potrebno je istraziti

dijagnosticke pokazatelje NLR-a u odnosu na plazmatsku koncentraciju CRP-a.
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9. Zakljudci

1.

Potvrdili smo da je omjer neutrofila i limfocita (NLR) dobar pokazatelj sustavne upalne
aktivnosti.

Mehanizam promjene NLR razlikuje se u razliCitim patoloskim procesima prema
patofizioloskim mehanizmima u podlozi pojacane upalne aktivnosti.

U reumatoidnom artritisu NLR povecava se s poveéanjem aktivnosti bolesti i sustavne
upale i to zbog povecanja broja neutrofila uz beznafajne promjene broja limfocita u
perifernoj krvi.

U sustavnom eritemskom lupusu NLR povecava se s povecanjem aktivnosti bolesti i
sustavne upale i to zbog smanjenja broja limfocita uz beznaCajne promjene broja

neutrofila u perifernoj krvi.
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