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1. UvOD

1.1. Imunoglobulin A vaskulitis (IgAV)

IgA vaskulitis (IgAV) sistemski je vaskulitis obiljeZen nekrotiziraju¢om upalom malih
krvnih Zila (arteriola, kapilara 1 postkapilarnih venula). Patohistoloski rije¢ je 0
leukocitoklasti¢nom vaskulitisu posredovanom depozitima imunokompleksa imunoglobulina
Al (IgAl), koji posljedi¢no dovode do upale i ostecenja stijenki krvnih zila (1-8).

Prema zajednickim klasifikacijskim kriterijima Europskog saveza druStava za
reumatologiju (EULAR, engl. European Alliance of Associations for Rheumatology),
Medunarodne organizacije za istrazivanja u pedijatrijskoj reumatologiji (PRINTO, engl.
Paediatric Rheumatology International Trials Organisation) i Europskog drustva za
pedijatrijsku reumatologiju (PRES, engl. Paediatric Rheumatology European Society) iz
2008. godine za dijagnozu IgAV-a neophodno je postojanje palpabilne netrombocitopeni¢ne
purpure uz prisutnost barem jo$ jednog od Cetiriju simptoma ili znaka bolesti: bol u trbuhu,
patohistoloSki znakovi leukocitoklasticnog vaskulitisa s predominantnim IgA depozitima,
artritis/artralgije i nefritis (7).

Engleski lije¢nik William Heberden jos je 1801. godine prepoznao bolest i u svojoj
knjizi O koznim bolestima (On Cutaneous Diseases) opisao dvojicu djeaka s purpurom po
kozi nogu, bolnim potkoznim edemima, oteklinom koljena i nemoguénos¢u kretanja,
bolovima u trbuhu, krvavim stolicama, hematurijom i oteklinom skrotalne regije (4, 9). Ipak
IgAV, poznat jo§ kao Henoch-Schonleinova purpura (HSP), svoj prijasnji naziv dobio je
prema njemackom pedijatru Eduardu Heinrichu Henochu i njegovom ucitelju Johannu Lukasu
Schonleinu koji su detaljno opisali simptome bolesti. Tako je Schoénlein 1837. godine
povezao purpuricni osip i artritis nazvavsi bolest peliosis rheumatica, odnosno purpura rubra,
dok je Henoch 1874. godine uz purpuru primjetio da bolest zahvaca i gastrointestinalni sustav
i bubrege uocivsi precipitate u urinu bolesnika te tako povezao sve navedene simptome u
jedan entitet (4).

Na medunarodnoj konferenciji u Chapel Hillu (CHCC, engl. Chapel Hill Conference
Consensus) odrzanoj 2012. godine, eponim HSP zamijenjen je nazivom IgAV kao dio nove

nomenklature sistemskih vaskulitisa ¢ime je dodatno naglasena uloga IgA1 u nastanku bolesti

).



1.1.1. Epidemiologija

vvvvv

incidencijom od 3 do 55,9 na 100.000 djece dok prevalencija varira od 6,1 do 20,4 na 100.000
djece (2, 10-12).

Koriste¢i suvremene geostatisticke metode skupina naSih autora pokazala je da IgAV
nije nasumicno raspodijeljen po Hrvatskoj ve¢ grupiran oko vec¢ih gradova u kontinentalnom i
mediteranskom podrucju. Preciznim metodama prosjecna godiSnja incidencija IgAV-a u
Republici Hrvatskoj procijenjena je na 6,79 na 100.000 djece sto je slicno podacima iz ostalih
europskih zemalja (13).

Sirok raspon incidencije IgAV-a izmedu razli¢itih zemalja u svijetu odraz je etnicke
pripadnosti 1 geografskog smjestaja populacija pa je tako najveéa pojavnost bolesti u
zemljama istocne Azije, srednja pojavnost medu Europljanima dok najrjede obolijevaju
pojedinci africkog podrijetla (10). Razlika takoder moze proizlaziti iz razli¢itih istrazivackih
metodologija prema kojima se ne biljeze uvijek svi oboljeli pacijenti, poglavito oni koji zbog
blagih simptoma nisu lije¢eni u sekundarnoj ili tercijarnoj zdravstvenoj ustanovi (11, 12).

IgAV se, ovisno o izvoru literature, javlja s podjednakom ucestaloS¢u u djevojCica i
djecaka (3, 4, 11) ili nesto ¢esce u djecaka u odnosu na djevojcice u omjeru 0,9-1,5:1 (1, 5, 6,
12). Dob pojave IgAV-a je izmedu 3. i 12. godine, rijetko prije druge godine zivota. Prema
literaturnim podacima srednja dob pojave IgAV-a je 6 godina, a 90% bolesnika je mlade od
10 godina (1, 3-6, 10-13). Za usporedbu, incidencija IgAV-a u odrasloj dobi je znatno niza i
krece se 0,8-1,8 na 100.000 oboljelih (12). IgAV se obi¢no javlja tijekom jesenskih i zimskih
mjeseci i prisutan je u cijelom svijetu (3, 4, 11, 12).

1.1.2. Etiologija

Smatra se da IgAV nastaje kao posljedica odlaganja imunih kompleksa u stijenku malih
krvnih zila kod genetski predodredenih pojedinaca vjerojatno kao odgovor na okolisSne
¢imbenike.

U prilog genetskoj podlozi IgAV-a idu etnicke, geografske i rasne razlike u prevalenciji
bolesti, obiteljsko grupiranje i veca pojavnost medu bliskim rodacima (14-16) te rezultati
cjelogenomskih istrazivanja povezanosti (GWAS, engl. genome-wide association study) (17—
20). Sklonost obolijevanju od IgAV-a zasigurno je slozena budu¢i da uklju¢uje medusobnu

interakciju viSe gena. Trenutna ispitivanja na tom podru¢ju usmjerena su na brojne genetske



polimorfizme ukljuc¢ene u signalne putove povezane s upalom i imunoloskim odgovorom kao
§to su geni unutar sustava humanih leukocitnih antigena (HLA, engl. human leukocyte
antigens), citokinskih i kemokinskih receptora, sustava komplementa, adhezijske molekule,
komponente renin-angiotenzinskog sustava, koagulacijskog i fibrinolitickog sustava (20, 21).
Neka istrazivanja sugeriraju da su bolesnici s obiteljskom mediteranskom vrué¢icom (FMF,
engl. familial mediterranean fever), odnosno nositelji MEFV gena pod pove¢anim rizikom za
obolijevanje od IgAV-a (22-24). Pregledom literature pronalazi se podatak da je IgAV
naj¢eséi vaskulitis u bolesnika s FMF-om s prevalencijom 2,7-7% (25, 26).

Opcenito, kad se usporeduju genetske varijante izmedu zdravih pojedinaca i bolesnika s
IgAV-om, najvece razlike pronadene su u genima HLA sustava. Tako su primjerice HLA-
DRB1*01 i HLA-DRB1*11 povezani s visokim rizikom za razvoj IgAV-a u bjelacke
populacije dok HLA-DRB1*03 i HLA-DRB1*07, ¢ini se, imaju zastitni ucinak (27-29).
Dosadasnji rezultati triju GWAS-a klasificiraju IgAV kao prototip bolesti povezane s HLA
lokusima klase Il (17-19). Prva studija na Spanjolskoj populaciji ukazala je na znacaj
polimorfizama u intergenskoj zoni HLA-DQA1 i -DQB1 i na HLA-DRB1*11 i -DRB1*13
lokusa za obolijevanje od IgAV-a dok je slabija povezanost dokazana za HLA gene klase 1 i
za nekoliko regija izvan HLA (17). Druga studija provedena na finskoj populaciji pokazala je
da je haplotip DQA1*01:01/DQB1*05:01/DRB1*01:01 isklju¢ivo povezan s obolijevanjem
od IgAV-a, a ne i drugih autoimunih bolesti (18), dok je tre¢a studija na velikoj kineskoj
kohorti potvrdila zapazanja prethodne dvije o jakoj povezanosti HLA-DRB1 s osjetljivos¢u na
IgAV (19). U hrvatskoj populaciji kao znacajan za obolijevanje od IgAV-a pokazao se alel
HLA-DRB1*12 (30). Premda rezultati GWAS-a isticu IgAV kao prototip bolesti HLA klase
I1, moguéi utjecaj gena HLA klase I takoder je istrazivan u [gAV-u, a rezultati su oprecni (18,
31-34). Medu HLA genima klase I, HLA-B*41:02 pokazao je znafajnu povezanost s
obolijevanjem od IgAV-a u $panjolskoj populaciji i to neovisno o statusu HLA-DRB1 (33),
dok HLA-A2, HLA-A1l i HLA-B35 povecavaju rizik za bolest kod turske djece (31).
Za razliku od njih, danski istrazivac¢i nisu pronasli povezanost HLA antigena klase I s
IgAV-om (34). Pored svega toga epigenetske promjene koje ukljuCuju metilaciju
deoksiribonukleinske kiseline (DNK), modifikacije na histonima i nekodirajuéim
ribonukleinskim kiselinama (RNK) reguliraju ekspresiju gena i na taj nacin utjecu na fenotip
bolesti (35, 36).

Od okolisnih ¢imbenika kao najvjerojatniji pokretac IgAV-a u genetski predodredenih

pojedinaca navode se ponajprije infekcije. Tome u prilog ide sezonska razlika u pojavi bolesti



koja je najvisa tijekom jesenskih i zimskih mjeseci, a manja u ljetnim mjesecima $to je u
skladu s epidemijama veéine respiratornih infekcija. Prema istrazivanjima, otprilike 70-90%
bolesnika 1-3 tjedna prije pojave IgAV-a ima prodromalnu infekciju gornjeg disnog sustava,
rjede probavnog sustava, te se stoga moze pretpostaviti da infekcije igraju vaznu ulogu u
nastanku bolesti (4, 11). Razli¢ite bakterije i virusi dovode se u vezu s nastankom IgAV-a:
beta hemoliticki streptokok grupe A (BHS-A) (najcesce izolirani uzro¢nik), Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae,
Bordetella pertussis, Helicobacter pylori, Salmonella enterocolitica, Yersinia enterocolitica,
Bartonella henselae, virusi influence i parainfluence, koronavirusi, Epstein-Barrin virus,
citomegalovirus, parvovirus B19, adenovirusi, virusi hepatitisa, varicella-zoster virus (4, 12).
Rezultati nedavno objavljene multicentricne studije na do sada najvecoj kohorti djece
pokazali su da je najce$¢i oblik vaskulitisa nakon preboljele SARS-CoV-2 (engl. severe acute
respiratory syndrome - coronavirus 2) infekcije bio upravo IgAV (37).

Ostali okoli$ni ¢imbenici koji se dovode u vezu s razvojem IgAV-a ¢eSce su opisani kao
pojedinacni slucajevi 1 U odraslih bolesnika, a ukljucuju lijekove, cjepiva, toksine, alergene iz
hrane i ubode insekata (4). Lijekovi koji se najée$ée povezuju s moguéim nastankom IgAV-a
jesu antibiotici (klaritromicin, ciprofloksacin, vankomicin), nesteroidni protuupalni lijekovi
(NSAIDs, engl. non-steroidal anti-inflammatory  drugs), inhibitori  angiotenzin
konvertirajuéeg enzima (ACE, engl. angiotensin-converting enzyme) i inhibitori
angiotenzinskih receptora (losartan) (4, 38). U literaturi su opisani slu¢ajevi razvoja IgAV-a
nakon terapije bioloskim lijekovima poput inhibitora ¢imbenika tumorske nekroze (TNF-a,
engl. tumor necrosis factor o) 0S0bito U bolesnika s upalnom boles¢u crijeva i inhibitorom
interleukina 17A (IL-17A) sekukinumabom koji inhibira Janus kinazu i sluzi za lijeCenje
psorijaze i psorijaticnog artritisa (38—44).

U odraslih bolesnika IgAV mozZe prethoditi pojavi malignih tumora ili biti dio
paraneoplasti¢nog sindroma. Veza izmedu pojave tumora i IgAV-a nije posve jasna, ali
vjerojatno odrazava imunoloski odgovor na sam tumor u vidu abnormalne proizvodnje
protutijela na tumorske antigene, kriznog reagiranja stvorenih protutijela s epitopima vlastitih

endotelnih stanica i smanjeni imunoloski klirens (45-47).



1.1.3. Imunopatogeneza

IgAV je vaskulitis malih krvnih zila ¢ije glavno obiljezje, kao $to i sam naziv upucuje,
jest patolosko odlaganje depozita IgA1l u stijenke malih krvnih Zila kozZe, sinovije, probavnog
sustava i bubrega uz upalni infiltrat u kojem dominiraju neutrofili koji su dijelom raspadnuti
(tzv. leukocitoklasti¢ni vaskulitis) 1 prisutnu fibrinoidnu nekrozu.

IgA ¢ini 10-15% sveukupnih serumskih imunoglobulina te je nakon IgG-a druga
najzastupljenija klasa ljudskih imunoglobulina. Ima vaznu ulogu u humoralnoj imunosti
gornjeg dijela diSnog sustava, probavnog sustava i genitourinarnog sustava te je dominantna
klasa imunoglobulina u ljudskom sekretu (slina, suze, znoj, kolostrum). IgA postoji u obliku
dva izotipa (podklase) IgAl i IgA2. Dok IgA2 uglavnom prevladava u sekretima mukoznih
sluznica, oko 90% sveukupnog serumskog IgA ¢ini IgA1 pretezno u monomernom obliku, a
manjim dijelom kao polimer. Serumski IgA1 pretezno proizvode limfociti B u koStanoj srzi
dok sekretorni IgA2 luc¢e plazma stanice u blizini sluznice i egzokrine Zlijezde. Ljudski IgA
graden je od dvaju lakih lanaca s regijom koja veze antigen (Fab, engl. fragment antigen-
binding) i dvaju teskih lanaca koji ¢ine Fc regiju (engl. fragment crystallizable) kojom stupa u
interakciju s brojnim Fc receptorima. Svaki od lanaca sadrzi konstantnu (Chiz I VH) i
varijabilnu domenu (Vu i V0). Dvije susjedne konstantne domene teSkog lanca (Chi, Ch2)
povezane su fleksibilnom zglobnom regijom (engl. hinge region), odnosno sekvencom
slozenom od aminokiselinskog niza serina, treonina i prolina (48). Obje podklase imaju N-
vezane oligosaharide u teskim lancima, IgA1 u Ch2 domeni i repu, a IgA2 u Chy i Chz, a
strukturno se razlikuju u zglobnoj regiji koja je za 13 aminokiselina dulja u IgA1 nego u IgA2
i sastoji od dvije ponovljene sekvence aminokiselina. Zglobna regija u IgA1 sadrzi tri do Sest
O-glikoziliranih  serinskih i treoninskih ostataka dok IgA2 nema O-glikozilirane
aminokiselinske ostatke. lako uzorak O-glikozilacije u IgA1 moze varirati, ve¢inu O-vezanih
Secera Cine N-acetilgalaktozamin, na njega dodana galaktoza s jednom ili dvije sijalicne
kiseline (49). Sam proces odvija se u tri faze: [1] vezanje N-acetilgalaktozamina O-vezom za
serin ili treonin u zglobnoj regiji IgA1 $to katalizira enzim N-acetilgalaktozaminiltransferaza
2 (GalNT2) u Golgijevom tijelu limfocita B; [2] dodavanje galaktoze na N-acetilgalaktozamin
pomocu enzima C1GalT1 (engl. core 1 f1,3 galactosyltransferase) $to zahtijeva prisutnost
molekule pratitelja C1GalT1C1 (Cosmc), a odvija se u endoplazmatskom retikulumu (50, 51);
[3] vezanje sijali¢ne kiseline na galaktozu ili izravno na N-acetilgalaktozamin Sto kataliziraju
enzimi 02,3 sijaliltransferaza, odnosno N-acetilgalaktozaminid 02,6 sijaliltransferaza 2 (engl.

ST6GalNAc2, engl. N-acetylgalactosaminide o2,6-sialyltransferase 2). Varijacije u



aktivnosti, ekspresiji i polimorfizmima gena za enzime ukljuc¢ene u glikozilaciju IgAl u
limfocitima B mogu dovesti do nastanka IgAl1 koji nema galaktozu (Gd-IgAl, engl.
galactose-deficient IgAl). Time glikozilacija kao posttranslacijska modifikacija kojom se
dodaju Seeri na IgA moze znatno utjecati na strukturu, oblik i izvrSnu funkciju
imunoglobulina (49, 52-55).

Glavni Fc receptor ljudskog IgA (FcaRI) koji niskim afinitetom veze obje podklase je
CD89 (engl. cluster of differentiation 89), transmembranski glikoprotein izrazen ponajprije na
eozinofilnim i neutrofilnim granulocitima, monocitima, nekim makrofazima, dendritickim
stanicama i Kupfferovim stanicama. CD89 prepoznaje Fc regiju IgA i u sklopu
imunokompleksa, a postoji i u topljivom obliku (sCD89, engl. soluble CD89) koji nastaje

odvajanjem izvanstani¢nog dijela molekule (sl.1).

IgA2 IgA1 Gd-IgA1
\3
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,‘ anti-Gd-IgA1
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0 galaktoza

@ sijali¢na kiselina sCD89

Slika 1. A: Grada Gd-1gAl i usporedbe s IgAl i IgA2 B: Gd-IgA1 moze stvarati imunokomplekse s
IgG i topljivim oblikom CD89 (preuzeto i prilagodeno prema referenci br. 57).

IgA2: imunoglobulin A2, 1gAl: imunoglobulin Al, Gd-lgAl: imunoglobulin Al bez galaktoze, sCD89: topljivi
diferencijacijski antigen 89; anti-Gd-IgAZ1: antitijela na imunoglobulin Al bez galaktoze

U obitelj IgA receptora ubrajaju se joS i brojni povrSinski receptori na epitelnim
stanicama sluznica poput polimernih Ig receptora ukljuenih u transport IgA i IgM, Fco/uR
(CD351), asijaloglikoproteinski receptor (ASGPR) i transferinski receptor 1 (CD71). CD351
je izrazen na stanicama lamine proprije crijevne sluznice, Panethovim stanicama, folikularnim
dendritickim stanicama tonzila, aktiviranim makrofazima i1 nekim vrstama B stanica

pregerminalnog centra. ASGPR i CD71 su receptori zaduzeni za katabolicku razgradnju i



odlaganje IgA u tkivima. ASPGR se nalaze na hepatocitima i prepoznaju terminalnu galaktozu
na N-glikiranim dijelovima IgA sto dovodi do ulaska ¢itave molekule IgA i njezine razgradnje
u hepatocitima. Cini se da CD71 posreduje u ulasku i razgradnji polimernih IgA putem
dendritickih stanica (48, 56-59).

Gd-IgA1 u niskim koncentracijama moze biti prisutan i u zdravih pojedinaca, medutim
u bolesnika s IgAV-om dolazi do njegovog pojacanog stvaranja uslijed nasljednih i/ili ste¢enih
promjena u glikozilaciji IgAl. Od nasljednih uzroka za izdvojiti je smanjenu aktivnost enzima
C1GalT1 u B limfocitima $to onda prekomjerno pojacava aktivnost a2,6-sijaliltransferaze i
stvara nenormalno sijaliziranu Gd-l1gA1l, a sli¢éne promjene na razini enzima rade i citokini
poput interleukina 6 (IL-6) i interleukina 4 (IL-4) (58, 60-63). Do promjena u strukturi i
glikozilaciji 1gAl dovode i ste¢eni uzroci poput infekcija buduéi je poznato da IgAV cesto
zapocinje poslije respiratorne infekcije. Kada sluznica nazofarinksa i orofarinksa oslabi zbog
prethodne virusne ili BHS-A infekcije, bakterije poput Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus sanguis, Haemophilus influenzae i Neisseria meningitidis, koje normalno
koloniziraju epitel gornjih diSnih putova, prodiru kroz imunoloski oslabljenu sluznicu gornjeg
disnog puta u krv i lue IgA1l proteaze, enzime koji su visoko specificni za zglobnu regiju
IgAl. Ti proteoliticki enzimi cijepaju IgA1l na mjestu peptidnih veza prolin-treonin i prolin-
serin (64). Osim toga, navedene bakterije za svoj rast i razvoj troSe galaktozu i sijali¢nu
kiselinu s N-acetilgalaktozamina u IgA1 pa i na taj na¢in dovode do nastanka Gd-IgAl (58,
64). Bilo zbog nasljednog ili steenog uzroka, IgA1 kojem nedostaje galaktoza zavrsava s N-
acetilgalaktozaminom i/ili N-acetilneuraminskom kiselinom te ne moze biti odstranjen iz krvi
jer ga ne prepoznaju ASPGR (58, 60).

Literaturni podaci govore u prilog hipoteze viSestrukog "udarca" prema kojoj je
nasljedna sklonost za stvaranje strukturno i biokemijski promijenjenog IgA1 samo prvi okidac
(engl. hit) koji nije dostatan za kompletni razvoj IgAV-a, vec je za nastanak bolesti potreban i
drugi okidag, koji je najcesce posredovan upravo gore spomenutim virusnim i/ili bakterijskim
infekcijama. PredloZzena su dva glavna hipotetska modela patogeneze IgAV-a koja
objaSnjavaju nastanak nefritisa i sistemskog oblika bolesti (58, 60).

Prema jednom od modela bolest se razvija na sljede¢i nacin: [1] Dolazi do pojacanog
stvaranja Gd-IgA1 koji djeluje kao strani antigen domacinu (65-67); [2] Nastaje proizvodnja
protutijela 1gG i IgA usmjerenih na Gd-IgAl cije podrijetlo nije u potpunosti poznato, ali
vjerojatno ih jednim dijelom ¢ine antiglikanska protutijela koja prepoznaju Se¢erne ostatke u

stani¢noj stijenci bakterija i ubikvitarno postoje u ljudskom tijelu radi odrzavanja homeostaze



dok su drugim dijelom novonastala protutijela potaknuta prethodnom infekcijom koja djeluje
kao okida¢ za bolest (61, 68, 69); [3] 1gG i IgA prepoznaju Gd-IgAl i s njom tvore
imunokomplekse 1gG-Gd-IgAl i IgA-Gd-IgAl, a Gd-IgAl dodatno stvara i komplekse sa
svojim topljivim CD89 receptorom; [4] Nastali imunokompleksi odlazu se u stijenke malih
krvnih zila §to rezultira upalom u kozi, sinoviji, bubregu, probavnom i urogenitalnom sustavu
(sl. 2). Klju¢ni receptor za vezanje Gd-IgAl imunokompleksa je CD71 c¢ija ekspresija na
mezangijskim stanicama se pojacava kao odgovor na povecanu razinu stvorenih
imunokompleksa $to dalje putem pozitivne povratne sprege i posljedi¢no povecanog broja
raspolozivih receptora dodatno povecava vezivanje imunokompleksa, a time i intenzitet upale
(58, 59, 69-72).
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povecana ekspresija TFR
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\
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kompleksi
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mezangijske stanice

Slika 2. Hipotetski model patogeneze nefritisa u sklopu IgAV-a (preuzeto i prilagodeno prema
referenci br. 57).

Gd-1gAl: imunoglobulin Al bez galaktoze, TFR: transferinski receptor

Daljnji tijek potvrduje poznate spoznaje o tome da IgAV spada u reakcije
preosjetljivosti tipa Ill. Naime, stvoreni imunokompleksi 1gG-Gd-1gAl, IgA-Gd-IgAl i
sCD89-Gd-IgA1 odlazu se u krvne zile koze i mezangij bubrega gdje pokreéu kaskadu
lektinskog puta koji veZe manozu i alternativnog puta komplementa. Aktivirane komponente
serinskih proteaza 1 i 2 povezanih s manozom (MASP-1, engl. mannose-associated serin
protease 1; MASP-2, engl. mannose-associated serin protease 2), komponente komplementa
C3a, C4d, Cba, properdin i C3 dalje aktiviraju endotelne stanice, privlace upalne stanice i luce

proupalne citokine (72-76).



Prema drugoj hipotezi, u IgAV-u dolazi do prekomjernog stvaranja IgA antiendotelnih
stani¢nih protutijela (AECA, engl. anti-endothelial cell antibodies). AECA su heterogena
skupina protutijela kojima su ciljni antigeni citoskeletni proteini (p-aktin, a-tubulin,
vimentin), glikoliti¢ki enzimi i enzimi ukljuceni u sintezu kolagena i normalno postoje u svih
zdravih pojedinaca. AECA imaju vise pozitivnih uloga buduci da aktivacijom endotelnih
stanica smanjuju oslobadanje matriks metaloproteinaze 9 (MMP-9, engl. matrix
metalloproteinase-9) ¢ime djeluju protuupalno, snizavaju razine tromboksana A2 i endotelina
1 i tako ostvaruju protutrombotski ucinak te u konacnici poticu same endotelne stanice na
uklanjanje stranih antigena i imunokompleksa (77-79). Pretpostavljeni mehanizam koji se
dogada u IgAV-u jest da, nakon infekcije mikroorganizmima ¢iji Se epitopi podudaraju s
vlastitim antigenima malih krvnih Zila, stvorena AECA krizno reagiraju na stijenke vlastitih
krvnih zila i dovode do upale (58, 60, 80). Autoimunosni proces vjerojatno se odvija na
sljede¢i nacin: [1] Pojacano stvaranje IgA1-AECA,; [2] Povisene proupalne razine TNF-a
poticu vezanje IgA1-AECA na ciljnu molekulu beta-2-glikoprotein I (B2-GPI) vezanu za
fosfolipide na povrsini endotelnih stanica te povecavaju ekspresiju adhezijskih molekula
ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (engl. vascular cell adhesion
molecule 1) i E-selektina na endotelnim stanicama i L-selektina na leukocitima (80-84); [3]
Aktivirane endotelne stanice iz svojih Weibel-Paladnih tjeleSaca oslobadaju P-selektin,
kljucan za pocetno nakupljanje neutrofilnih granulocita i interleukin 8 (IL-8), snazan kemokin
koji potice kemotaksiju (85, 86); [4] Vezanje IgA1 na FcaRI neutrofila dovodi do oslobadanja
leukotriena B4 (LTB4) ¢ime se stvara zaCarani krug daljnje neutrofilne kemotaksije u kojoj
pobudeni neutrofili djeluju Stetno za domac¢ina mehanizmom stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o
protutijelima (ADCC, engl. antibody dependent cellular cytotoxicity), stvaraju neutrofilne
izvanstanicne zamke (NET, engl. neutrophil extracellular traps), lu¢e svoje enzime
(mijeloperoksidaze, elastaze, proteaze, katepsin G) i reaktivne kisikove radikale (87).
Dolazi do raspada neutrofila i rasprSenja njihovih jezgara (leukocitoklazija), ekstravazacije
eritrocita, nakupljanja fibrina i edema stijenki malih krvnih Zila $to daje morfoloSku sliku
leukocitoklasti¢nog vaskulitisa koji obiljezava IgAV (58, 80) (sl. 3).

Neka istrazivanja su pokazala da je serumska razina Gd-IgAl u djece s IgAV-om koja
su razvila nefritis u sklopu bolesti znac¢ajno veca u usporedbi s djecom koja nemaju nefritis
Sto bi potkrijepljivalo prvi predlozeni model koji objasnjava patogenezu nefritisa u sklopu
bolesti (61, 66, 67, 88-92). Budu¢i da cirkuliraju¢i imunokompleksi koji sadrze Gd-IgAl ne
mogu u potpunosti objasniti razvoj sistemskih manifestacija IgAV-a, predlozen je i drugi



model patogeneze u kojima ulogu imaju antiendotelna protutijela, takoder potkrijepljen
istrazivanjima koja potvrduju tu hipotezu (76, 82, 83, 85, 86, 93). Oba hipotetska modela
patogeneze IgAV-a imaju istovjetni zavrsni dio posredovan aktivno$éu neutrofila koji

oste¢uju endotel malih krvnih zila i dovode do fibrinoidne nekroze.

reaktivni kisikovi radikali
neutrofilne izvanstani¢ne zamke
stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima

Slika 3. Hipotetski model patogeneze IgAV-a (preuzeto i prilagodeno prema referenci br. 57).

TNF-a: ¢imbenik tumorske nekroze alfa, IL-8: interleukin 8, LTB4: leukotrien B4

U manje od 10% bolesnika s IgAV-om nijedan od predlozenih modela patogeneze ne
moze objasniti nastanak bolesti §to ukazuje na drugaciju etiopatogenezu bolesti neovisnu o
poremecaju glikozilacije IgA1 i mehanizmima putem AECA, odnosno prouzroc¢ene drugim

nasljednim ili okolisnim ¢imbenicima.

1.1.4. Klini¢ka slika

IgAV najcesce zapolinje akutno s koznim promjenama, a uz to mogu biti prisutni i
konstitucijski simptomi poput blage vruéice, umora i malaksalosti.

Kozne promjene, najcesée u obliku palpabilne purpure ili petehija koje ne blijede na
pritisak, prepoznatljivo su klini¢ko obiljezje IgAV-a i prisutne u nekom trenutku u svih
bolesnika (sl. 4). Purpuri¢ni osip obi¢no je simetricno rasporeden po ekstenzornim stranama
donjih udova i po straznjici premda moze biti proSiren i na gornje udove, trup, lice i uske te je
uvijek polimorfni. U pocetku se kozne lezije olituju kao grozdovi eritema, urtike i

makulopapulozni osip, a potom prelaze u petehije i ekhimoze koje su rasporedene izmedu
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prethodno promijenjene koze. Kozne lezije u prosjeku traju deset dana mijenjajuci boju od
svijetlocrvene preko tamnocrvene i ljubiCaste u smeckastu da bi potom u potpunosti
izblijedjele ostavljajuci u pojedinih bolesnika podrucja postupalne hiperpigmentacije (1, 3-6,
94). U ranoj fazi bolesti u mlade djece uz purpuric¢ni osip mogu se pojaviti potkozni edemi

dorzuma $aka, stopala i lica (1, 4).

Slika 4. Purpuricni
osip u 8-godisnje
djevojcice s IgAV-
om (vlastita arhiva,
fotografirano uz
dozvolu djevojcice i
mayjke).

Teske kozne lezije s razvitkom nekroza, ulceracija, hemoragijskih bula i vezikula rijetko
su opisane u djece dok je pojava takvih koznih oblika ¢es¢a u odraslih bolesnika (4, 94-97).
Prema rezultatima nacionalnog retrospektivnog istrazivanja tijekom desetogodisSnjeg razdoblja
2,5% nase djece s IgAV-om razvilo je takve teske kozne promjene (96). Kod atipi¢nih i teskih
koznih lezija, kao i u slucajevima kada su kozne promjene difuzno rasprostranjene,
preporuceno je napraviti biopsiju koze kako bi se iskljucili drugi vaskulitisi, posebno
vaskulitisi povezani s ANCA-om (ANCA, engl. antineutrophil cytoplasmic antibodies) (98).
Biopsija koze u bolesnika s IgAV-om pokazuje leukocitoklasti¢ni vaskulitis koji obiljezava
fibrinoidna nekroza malih krvnih zila papilarnog dermisa (kapilare, venule 1 arteriole),
perivaskularni edem i neutrofilna infiltracija s fragmentacijom njihovih jezgara, dok nalaz
direktne imunofluorescencije koze pokazuje predominantne IgA depozite i C3 komponentu
komplementa u dermisu (4, 7). Vise istraZivanja pokazalo je da postoji zna¢ajna povezanost

izmedu rasprostranjenosti, tezine 1 trajanja purpuricnog osipa s pojavom sistemskih
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manifestacija IgAV-a, odnosno sa zahva¢anjem probavnog sustava i bubrega u djece i u
odraslih bolesnika (95-97, 99-101). Nedavno objavljeno medunarodno istraZivanje
provedeno na dosad najvecem broju djece s teSkim koznim promjenama (nekroze, ulceracije,
bule) potvrdilo je da IgAV u tom slucaju ima tezi klinicki tijek s veé¢im rizikom za razvoj
nefritisa i teSkih gastrointestinalnih manifestacija (102).

Zahvacanje koStano-miSi¢nog sustava u vidu bolova u zglobovima (artralgija) s ili bez
artritisa druga je najcesca klinicka manifestacija u IgAV-u. Javlja se u 70-90% bolesnika u
ranoj akutnoj fazi bolesti, a u otprilike petine bolesnika bolovi u zglobovima mogu dan do dva
prethoditi pojavi purpuri¢nog osipa (1, 3-6, 103-107). Zahvacéanje kostano-misi¢nog sustava
obrnuto je povezana s dobi pacijenata s ¢eSCom pojavom u mlade djece nego u starije djece 1
odraslih (4). Artritis je obi¢no nemigratorni, oligoartikularnog tipa i ne ostavlja kroni¢na
ostecenja u vidu deformiteta i erozija. NajceS¢e zahvadeni zglobovi su gleznjevi i stopala,
zatim koljena, laktovi, ruéni zglobovi i prsti Sake (1, 5, 94, 103-105). Zbog periartikularne
otekline zglobovi su bolni, osjetljivi 1 ogranicenih kretnji, no bez zglobnog izljeva sa
znakovima aktivnog sinovitisa koji se karakteristi¢no vida kod juvenilnog idiopatskog artritisa
(JIA) i reumatoidnog artritisa (RA). Uz primjenu simptomatskog lijeCenja bolovi u
zglobovima i artritis prolaze unutar tjedan dana bez posljedica.

Gastrointestinalni sustav moze biti zahvacen u 45-75% djece s IgAV-om, a klini¢ki se
o¢ituje bolovima u trbuhu, mu¢ninom, povra¢anjem i krvavo-sluzavim stolicama (1, 3-6, 26,
94, 99, 104-106, 108-117). U pocetku su bolovi u trbuhu difuzni da bi se potom smjestili u
epigastrij 1 periumbilikalno. Bol je grcevita karaktera, pojaava se nakon hrane, a nastaje zbog
submukoznog krvarenja i edema stijenke tankog crijeva §to dovodi do izlaska intersticijske
teku¢ine 1 krvi u lumen crijeva. Pankreatitis 1 kolecistitis rijetko su opisani u djece s
IgAV-om, ali u slucaju pojave pojasastih bolova po sredini trbuha sa Sirenjem u leda, odnosno
bolova ispod desnog rebrenog luka koji se pojacavaju prilikom udisaja i Sire do vrha desne
lopati¢ne kosti u obzir treba uzeti i tu moguénost (112, 118, 119). U 20-50% djece dolazi do
pojave asimptomatskog okultnog krvarenja bez drugih popratnih znakova koji bi upucivali na
zahvacenost probavnog sustava (99, 108, 109, 112). Ozbiljne gastrointestinalne komplikacije
javljaju se u priblizno 5% bolesnika, a ukljucuju intususcepciju, perforaciju crijeva i masivno
krvarenje (3, 94, 99, 108-111, 116). Retrospektivno istrazivanje na hrvatskoj populaciji
utvrdilo je da su rizi¢ni ¢imbenici za takve teSke gastrointestinalne komplikacije u djece s
IgAV-om pro$ireni purpuriéni osip i nefritis (99). Prema literaturi najc¢e$¢a KkirurSka

komplikacija IgAV-a kod djece je intususcepcija s ucestalos¢u 0,7-13,6% (94, 108, 110-112,
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116, 117). Zahvacenost probavnog sustava obi¢no nastupa paralelno ili unutar tjedan dana od
pojave purpuricnog osipa, ali moze 1 do dva tjedna prethoditi koZnim promjenama 1 time
predstavljati diferencijalno-dijagnosticki problem prema drugim stanjima koja se ocituju
klini¢kom slikom bolova u trbuhu (1, 3-5).

Zahvacenost bubrega, odnosno IgA vaskulitis nefritis (IgAVN), javlja se u 20-50%
djece s IgAV-om, a taj postotak za odrasle bolesnike se krece i do 70% (1, 3-6, 94, 103-106,
116, 117, 120). Znacajne rizi¢ne ¢imbenike za razvoj IgAVN-a imaju djeca starija od 7
godina s perzistiraju¢om purpurom i teSkim koznim i gastrointestinalnim manifestacijama te
djeca koja su pretila (4, 96, 102, 121-126). Mikroskopska hematurija s ili bez proteinurije
najces¢i je nalaz u urinu kod djece s IgAV-om, a obi¢no se razvije unutar 4 tjedna od pocetka
bolesti. U akutnoj fazi bolesti moze se javiti i makroskopska hematurija koja obi¢no traje
kratko. U neke djece moze se razviti hipertenzija s akutnim nefritickim sindromom, zatim
proteinurija razliitog stupnja koja se moze ocitovati i nefrotskim sindromom te
brzoprogresivni glomerulonefritis (1, 3-6). IgAVN je najozbiljnija kroni¢na manifestacija
bolesti povezana s morbiditetom i mortalitetom i u djece i u odraslih bolesnika. Rizik od
kroni¢ne bubrezne bolesti u djece s IgAV-om je manji nego u odraslih i kreée se u rasponu
1-5% (1, 3-5, 121, 127-129).

U 10-20% djecaka moze do¢i do razvoja orhitisa koji se naj¢eS¢e ocituje bolovima i
oteklinom skrotalne regije. Simptomi su obi¢no blagi i rijetke su komplikacije u vidu torzije
testisa (1, 5, 94, 130-132). Zahvacanje testisa i skrotuma nije uvijek jednostavno povezati s
IgAV-om buduci da tipi¢ni simptomi u trenutku dijagnoze Cesto jo$ nisu ni prisutni ili su ve¢
zavrsili.

Sredis$nji Ziv€ani sustav moze biti zahvacen u do 10% djece s IgAV-om i to najéescée u
vidu glavobolje, vrtoglavice, promjena u raspolozenju 1 konvulzija. Nastaju zbog cerebralnog
vaskulitisa, a mogu biti posljedica i izrazene hipertenzije uslijed bubrezne zahvacenosti (133—
135). U literaturi su takoder opisani periferna neuropatija, cerebralna ishemija i intrakranijska
krvarenja (133, 134).

U rijetke, ali moguce manifestacije bolesti ubrajaju se zahvacenost pluca opisana
vec¢inom U adolescenata i odraslih bolesnika s katkad fatalnim komplikacijama poput difuzne
alveolarne hemoragije, miokarditis, trombotski dogadaji i zahvacenost o€iju u vidu skleritisa,

uveitisa i okluzije centralnih retinalnih arterija (94, 136).
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1.1.5. Dijagnosticki pristup

Bolesnika se klasificira kao IgAV na temelju EULAR/PRINTO/PRES kriterija, Kkoji

imaju osjetljivost od 100% i specifi¢nost od 87% u odnosu na druge vaskulitise (7).

Za Klasificiranje bolesnika obvezni kriterij je postojanje palpabilne purpure i/ili petehija

bez trombocitopenije ili drugog koagulacijskog poremecaja uz prisutnost barem jos$ jednog od

Cetiriju navedena kriterija: difuzna bol u trbuhu, patohistoloSki nalaz leukocitoklasticnog

vaskulitisa s predominantnim IgA depozitima ili glomerulonefritisa s predominantnim IgA

depozitima, artritis/artralgija i zahvacenost bubrega (tabl. 1).

Tablica 1. EULAR/PRINTO/PReS kriteriji za IgAV (prilagodeno iz reference br. 7).

KRITERIJ DEFINICIJA OSJETLJIVOST SPECIFICNOST
PURPURA palpabilna purpura ili petehije bez 89% 86%
b  Kriterii trombocitopenije, dominantno na
(obvezni kritertj) donjim udovima
UZ BAREM JEDAN OD SLJEDECIH KRITERIJA:
bolovi u trbuhu difuzna, akutna, gréevita bol koja 61% 64%
moze ukljucivati intususcepciju ili
gastrointestinalno krvarenje
histopatologija leukocitoklastiéni  vaskulitis s 93% 89%
predominantnim IgA depozitima ili
proliferativni glomerulonefritis
artritis artritis s akutnim pocCetkom uz 78% 42%
ili oteklinu, bol i  ogranicenu
artralgije pokretljivost zgloba
artralgije s akutnim pocetkom uz
bolove u zglobu bez otekline i
ogranicenja pokreta
zahvacanje proteinurija: > 0,3 g u 24-sathom 33% 70%
bubrega urinu ili omjer albumin/kreatinin
> 30 mg/mmol ili > 2+ na test traci
hematurija: > 5 eritrocita u vidnom
polju velikog poveéanja ili nakupine
eritrocita u sedimentu urina ili > 2+
eritrocita na test traci
UKUPNO 100% 87%
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Kako bi se omogucilo poboljsanje i ujednacenost skrbi za bolesnike s IgAV-om,
istrazivacka skupina iz sekcije za vaskulitis u sklopu inicijative SHARE (engl. Single Hub
and Access point for paediatric Rheumatology in Europe) donijela je 2019. godine preporuke
za dijagnozu i lijeCenje IgAV-a u djece (98).

Dijagnoza IgAV postavlja se na osnovi klinicke slike, odnosno fizikalnog pregleda u
kojem obvezno moraju biti prisutne kozne promjene naj¢es¢e kao palpabilna purpura ili
petehije dominantno po kozi stopala, potkoljenica i glutealne regije. Detaljna anamneza,
osobito na nedavnu izlozenost infekcijama, alergijama i lijekovima moze dodatno olaksati
potvrdu dijagnoze IgAV-a. Daljnji dijagnosticki pristup usmjeren je na laboratorijsku i
radiolosku obradu kako bi se iskljucile druge sli¢ne bolesti i prepoznale eventualne
komplikacije IgAV-a.

Ne postoje laboratorijski nalazi koji su strogo specificni za IgAV, ali odsustvo
trombocitopenije i uredni koagulacijski testovi s velikom sigurnosc¢u razlikuju IgAV od drugih
purpura. U akutnoj fazi bolesti u kompletnoj krvnoj slici moze biti prisutna leukocitoza sa
skretanjem ulijevo i anemija. Takoder se mogu naci blago ubrzana sedimentacija eritrocita
(SE) i povisen C-reaktivni protein (CRP) te ponekad poviSeni feritin, fibrinogen i d-dimeri
kao pokazatelji reakcije akutne faze. U otprilike 50% djece u akutnoj fazi bolesti povisena je
serumska razina IgA. Takoder, u velikog broja djece registrira se pove¢an ukupni IgE dok su
razine IgG i IgM obi¢no unutar referentnih vrijednosti za dob (4, 137-139). Od rutinskih
biokemijskih parametara svakako treba odrediti pokazatelje bubrezne funkcije: kreatinin,
ureju i procijenjenu glomerularnu filtraciju (eGFR, engl. estimated glomerular filtration rate)
te izmjeriti krvni tlak. Kao probir na nefritis treba napraviti kvalitativni i kvantitativni pregled
urina (98). Iz prvog jutarnjeg urina treba analizirati omjer albumina i kreatinina i pregledati
urin na prisutnost eritrocita i proteina te analizirati koli¢inu izlu¢enih proteina u 24-satnom
urinu. Znacajni nalazi koji upucuju na postojanje nefritisa prema EULAR/PRINTO/PRES
kriterijima su sljedeci: proteinurija > 0,3 g u 24-satnom urinu ili omjer albumin/kreatinin > 30
mmol/mg u jutarnjem uzorku urina te > 5 eritrocita u vidnom polju velikog povecanja ili > 2+
eritrocita u kvalitativnom pregledu urina test trakom. Na temelju preporuka SHARE u
bolesnika s utvrdenim nefritisom u bilo kojem trenutku bolesti ili za vrijeme pracenja
indicirano je napraviti biopsiju bubrega u sljede¢im slucajevima: 1. proteinurija > 250
mg/mmol koja traje dulje od 4 tjedna, kao i svaka veca proteinurija neovisno o trajanju; 2.
proteinurija 100 - 250 mg/mmol ako perzistira dulje od 3 mjeseca; 3. eGFR < 90 ml/min/1,73

m?; 4. brzoprogresivni glomerulonefritis; 5. nefrotski sindrom; 6. nefriticki sindrom (98).
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Ako dijagnoza IgAV-a nije jasna ili postoje znacajne sistemske manifestacije bolesti potrebno
je uraditi imunoloske pretrage koje ukljuuju mjerenje razine ukupnog komplementa te C3 i
C4 komponenti komplementa, antinuklearna protutijela (ANA, engl. antinuclear antibodies),
protutijela na dvostruko lancanu DNK (dsDNA, engl. double stranded DNA), ANCA,
reumatoidni faktor (RF, engl. rheumatoid factor) i krioglobuline. U IgAV-u serumska razina
ukupnog komplementa i C3 i C4 komponenti komplementa normalne su, ANCA su negativna,
a ANA i RF nisu karakteristi¢ni. AKo postoji anamneza nedavne respiratorne infekcije, treba
uzeti mikrobioloSke obriske nazofarinksa i1 Zdrijela te napraviti antistreptolizinski titar
(AST-O). Potrebno je napraviti analizu stolice na okultno krvarenje i na fekalni kalprotektin
koji se pokazao kao dobar biljeg za upalna stanja gastrointestinalnog sustava (140, 141).
Kod sumnje na pankreatitis treba analizirati amilaze i lipaze u serumu.

Radioloske pretrage rade se u djece koja razviju gastrointestinalne i urogenitalne
manifestacije ili imaju netipi¢nu prezentaciju IgAV-a s komplikacijama poput intususcepcije,
pankreatitisa, zahvacenosti pluca, srca i sredi$njeg Ziv€anog sustava. Ultrazvucna dijagnostika
(UZV) prvi je izbor u otkrivanju crijevnog vaskulitisa medu slikovnim metodama zbog svoje
neinvazivnosti i sigurne primjene $to je osobito vazno u djecjoj populaciji. UZV trbuha moze
ukazivati na postojanje povecanih limfnih ¢vorova i pojacanu vaskularizaciju terminalnog
ileuma te tako razlikovati IgAV od akutne upale crvuljka. Znakovi zadebljanja crijevne
stijenke uz edem sluznice ultrazvuéno izgledaju poput ograni¢enih hipoehogenih
polumjeseca, a obojenim doplerom u zahvac¢enom dijelu crijeva detektira se smanjeni protok
(94, 108, 112, 142, 143) (sl. 5). Prednost UZV-a jest moguénost procjene koli¢ine
intraabdominalne tekucine i ranog uo€avanja komplikacija poput intususcepcije. Na UZV-u
intususcepcija se specificno prikazuje kao okrugla tvorba s vanjskim hipoehogenim rubom
koji okruzuje ehogeni srediSnji dio (,,znak krafne”) 1 intestinalni edem uz manju koli¢inu
slobodne intraperitonealne tekucine (3, 108, 109, 112, 143, 144). Kod sumnje na
intususcepciju, indicirana je irigografija koja u tom sluaju moZe biti i terapijska mjera.
Ako postoji sumnja na akalkulozni kolecistitis i pankreatitis, UZV-om mogu se prikazati
promjene na zuénom mjehuru i upalne promjene na gusteraci. Nativna rentgenska snimka
trbuha u djece s bolovima u trbuhu moze pokazivati dilatirane crijevne vijuge kao posljedicu
oskudnog crijevnog motiliteta. Kod krvarenja iz probavnog sustava uputno bi bilo napraviti
endoskopsku dijagnostiku. UZV skrotuma s obojenim doplerom u djeCaka s bolnim i
oteCenim testisima pokazuje epididimalni edem, zadebljanje skrotalne stijenke i pojacanu

vaskularizaciju testisa (131, 132).
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Magnetska rezonancija s angiografijom mozga radioloska je metoda izbora kod klinicke

sumnje na cerebralni vaskulitis (133).

Slika 5. UZV trbuha u 6-godisnje djevojcice s IgAV-om koja je razvila gastrointestinalne manifestacije
u sklopu bolesti. lleocekalno se vide zadebljane vijuge crijeva inhomogenije strukture Sirine oko 5-6
mm sa znacima izraZenije vaskularizacije pri pregledu obojenim doplerom uz ehogenije mezenterijsko
masno tkivo. (Klinicki zavod za dijagnosticku i intervencijsku radiologiju, KBC Zagreb).

Biopsija koze vrlo je rijetko indicirana u djece s IgAV-om, a prema preporukama
SHARE radi se isklju¢ivo u slucaju atipi¢no rasporedenih koznih promjena i to na mjestu
najsvjezijih promjena ne starijih od 24 do 48 sati jer je tada najveéa vjerojatnost da ce
imunofluorescencija za IgA biti pozitivna. Premda negativan nalaz na imunofluorescentnoj
mikroskopiji ne iskljucuje dijagnozu IgAV-a, svrha biopsije koze je potvrda dijagnoze IgAV-a
i iskljucivanje drugih vaskulitisa poput ANCA vaskulitisa koji u starije djece u pocetku mogu
nalikovati na IgAV (98). Patohistoloski pregled bioptirane koze u bolesnika s IgAV-om na
svjetlosnom mikroskopu prikazuje leukocitoklasti¢ni vaskulitis, a direktna imunoflorescencija

pokazuje depozite IgA i C3 u dermalnim kapilarama, venulama i arteriolama pridonoseci

sveukupnoj dijagnozi IgAV-a s osjetljivos¢u 92-100% (1, 3, 4) (sl. 6).
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Slika 6. Leukocitoklasticni vaskulitis koze u IgAV-u. Metoda bojenja PAS (engl. periodic acid-Schiff
reaction), povecanje 400 puta (ljubaznoséu doc. dr. sc. Stele Bulimbasié, Klinicki zavod za patologiju i
citologiju, KBC Zagreb).

Patohistoloski nalaz biopsije bubrega na svjetlosnoj mikroskopiji obi¢no pokazuje

mezangijsku i/ili endokapilarnu hipercelularnost s ili bez celularnih polumjeseca (sl. 7).

Slika 7. Svjetlosna mikroskopija bubrega u IgAVN-u, povecanje 400 puta. A) Endokapilarna
hipercelularnost, metoda bojanja po Jonesu. B) Celularni polumjesec, metoda bojanja po Jonesu.
C) Fibrinoidna nekroza, trikromno bojenje po Massonu (Ljubaznoséu doc. dr. sc. Stele Bulimbasic,
Klinicki zavod za patologiju i citologiju, KBC Zagreb).
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Za definitivnu dijagnozu nefritisa vazno je pregledati bioptat na imunofluorescentnom
mikroskopu. Nalaz predominantno zrnatih depozita IgA i C3 komponente komplementa uz
odsutnost komponenti klasi¢nog puta aktivacije komplementa (C1q i C4) potvrduje dijagnozu
IgAVN-a (sl. 8).

Elektronska mikroskopija dodatno pridonosi ispravnosti dijagnoze nalazom

mezangijskih i subendotelnih depozita (3) (sl. 9).

Slika 8. Imunofluorescentna mikroskopija
prikazuje depozite IgA, poveéanje 400
puta (Ljubaznoséu doc. dr. sc. Stele
Bulimbasic¢, Klinicki zavod za patologiju i
citologiju, KBC Zagreb).

Slika 9. Elektronska mikroskopija prikazuje
subendotelne imune depozite (bijele strelice)
i podocite s izrazenim difuznim gubitkom
nozica (plava strelica) (Ljubaznos¢u doc. dr.
sc. Stele Bulimbasic, Klinicki zavod za
patologiju i citologiju, KBC Zagreb).

U patohistoloskoj analizi bubreznih bioptata u bolesnika s IgAVN-om primjenjuje se
nekoliko razli¢itih klasifikacija: ISKDC Kklasifikacija (engl. International Study of Kidney
Disease in Children), Haasova Klasifikacija, Oxfordska Kklasifikacija i modificirana
semikvantitativna klasifikacija (145-149).

Najduze primjenjivana je ISKDC klasifikacija koja bubrezne bioptate kategorizira u

jedan od Sest histoloskih stupnjeva od kojih se prvih pet stupnjeva temelje na prisutnosti i
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broju polumjeseca, a Sesti stupanj predstavlja membranoproliferativni glomerulonefritis s
promjenama u mezangiju i stijenci glomerularnih kapilara (145). Haasova klasifikacija za IgA
nefropatiju temelji se na statisticki znacajnoj, pozitivnoj korelaciji histoloskih stupnjeva
nefritisa s prognozom IgA nefropatije i nije validirana u djece i odraslih bolesnika s IgAVN-
om (146). Oxfordska klasifikacija za IgA nefropatiju revidirana je 2016. godine, a ukljucuje
pet morfoloskih obiljeZja: mezangijsku hipercelularnost (M), endokapilarnu proliferaciju (E),
segmentalnu sklerozu (S), tubularnu atrofiju (T) i prisutnost polumjeseca (C) (tzv. MEST-C
score, engl. mesangial and endocapillary hypercellularity, segmental sclerosis, interstitial
fibrosis/tubular atrophy, crescents) i moze se koristi kod djece i odraslih bolesnika s IgAVN-
om (147, 149-153). Najnovija Klasifikacija iz 2017. godine, modificirana semikvantitativna
klasifikacija (SQC, engl. semiquantitative classification), boduje 14 varijabli ukljucujuci
promjene na glomerulima, tubulima, intersticiju i krvnim Zilama bubrega te procjenjuje ne
samo aktivnu ve¢ i kroni¢nu komponentu nefritisa (145). Nedavno objavljena multicentri¢na
studija, koja je usporedila sve Cetiri navedene klasifikacije, pokazala je da je za interpretaciju
bubreznih bioptata u IgAV-u najbolje Kkoristiti modificiranu semikvantitativnu klasifikaciju i
Oxfordsku klasifikaciju (128).

Dijagnoza IgAV-a u vecini slucajeva je jasna, medutim, kod netipi¢ne klini¢ke slike
diferencijalno-dijagnosticki se svakako trebaju razmotriti drugi sistemski vaskulitisi koji se
odituju purpuricnim osipom, Sistemske bolesti vezivnog tkiva, bolesti s IgA depozitima,

hematoloske bolesti i koagulacijski poremecaji (tabl. 2).
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Tablica 2. Diferencijalna dijagnoza IgAV-a (prilagodeno prema referenci br. 1).

druge vrste vaskulitisa vaskulitis povezan s ANCA
hipokomplementemijski urtikarijski vaskulitis
hipersenzitivni vaskulitis

krioglobulinemijski vaskulitis
paraneoplasti¢ni vaskulitisi

medikamentozni vaskulitis

akutni hemoragijski edem u djece

obiteljska mediteranska vruéica

sistemske bolesti vezivnog sistemski eritemski lupus

tkiva juvenilni dermatomiozitis

mijesana bolest vezivnog tkiva

sistemski tip juvenilnog idiopatskog artritisa/adultni oblik Stillove bolesti

antifosfolipidni sindrom

koagulacijski poremecaji diseminirana intravaskularna koagulopatija
von Willebrandova bolest

hereditarna hemoragijska teleangiektazija

trombocitopenije idiopatska trombocitopeni¢na purpura

tromboticka mikroangiopatija

infekcije meningokokna sepsa

Sweetov sindrom

Gardner Diamondov sindrom

Stevens-Johnsonov sindrom

1.1.6. Lijecenje

Vecina djece s IgAV-om ima samoogranicavajuci tijek bolesti stoga specifi¢na terapija
nije potrebna, odnosno provodi se potporno i simptomatsko lije¢enje. Kod tezih oblika bolesti
lijeCenje ovisi o vrsti 1 tezini zahvadenog organa, a ukljuCuje sistemsku primjenu
glukokortikoida i imunosupresivnih lijekova (1, 3, 5).

Osnovni principi potpornog lijeCenja ukljucuju hidraciju, odrzavanje elektrolitnog

balansa, simptomatsko ublazavanje boli i prac¢enje razvoja mogucih komplikacija.
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Dehidracija i elektrolitni disbalans mogu se javiti tijekom akutne faze bolesti zbog
vruéice 1 gastroenterokolitisa pa ako tekuéina i elektroliti ne mogu biti primjereno
nadoknadeni peroralnim unosom treba razmotriti njihovu intravensku nadoknadu.

Kod akutne artralgije i artritisa preporuceno je mirovanje i primjena analgetika i
NSAID-a. Budu¢i da djeluju tako da inhibiraju ciklooksigenazu 1 ¢ime smanjuju nastanak
tromboksana A2 i prostaglandina te tako utjeGu na agregaciju trombocita i smanjenje
bubrezne perfuzije, NSAID se ne preporucuju kod gastrointestinalnog krvarenja i nefritisa.

KoZzne promjene obi¢no ne =zahtijevaju specificno lijeCenje osim kod teskih
manifestacija. Optimalan nacin lijecenja bolesnika s ulceracijama, bulama i nekrozama nije
to¢no definiran, ali vecina tih bolesnika lijeci se sistemskim glukokortikoidima u dozi
0,5-1 mg/kg/dan (5, 102). Studije ukazuju i na pozitivan u¢inak dapsona kod koznih promjena
koje traju dulje od Sest tjedana u dozi 1-2 mg/kg/dan tijekom tjedan dana (154, 155).
Pretpostavljeni mehanizam djelovanja dapsona u leukocitoklasticnom vaskulitisu je supresija
IL-8 koji djeluje kemotakticki na neutrofile, sprjeCavanje oslobadanja enzima i toksi¢nih
radikala iz neutrofila i antioksidativni uc¢inak (154, 155). Kod dugotrajnog purpuri¢nog osipa
moze se primjenjivati i kolhicin (156).

Primjena glukokortikoida indicirana je u sluc¢ajevima teske zahvacenosti probavnog
sustava, orhitisa, cerebralnog vaskulitisa i pluéne hemoragije (1, 5, 98, 99, 131-133).
Kod zivotno ugrozavajucih stanja ili organskog zatajenja inicijativa SHARE preporucuje
dodavanje citotoksi¢nih imunosupresiva (98). U slucaju jakih bolova u trbuhu ili
gastrointestinalnog krvarenja indicirana je uporaba glukokortikoida u dozi 1-2 mg/kg/dan, a u
refraktornim slucajevima ili ako nije mogu¢ oralni put primjene, treba dati pulsne doze
metilprednizolona 10-30 mg/kg do najvise 1 g dnevno kroz tri uzastopna dana (98). Postoje
prijepori oko primjene glukokortikoida i opre¢ni rezultati objavljenih istrazivanja (157-161).
Prema nekim autorima dokazane dobrobiti lijecenja glukokortikoidima u ranoj fazi razvitka
gastrointestinalnih manifestacija jesu ublazavanje bolova u trbuhu, smanjenje rizika za
nastanak intususcepcije i time potrebe za kirurSkim zahvatom i krace trajanje hospitalizacije
(157-159) dok drugi nisu primijetili znacajno smanjenje rizika ponovnog javljanja
gastrointestinalnih simptoma niti jasnu prednost glukokortikoida u odnosu na suportivno
lijeCenje nazogastricnom dekompresijom, antibioticima i parenteralnom prehranom (160,
161). Profilakti¢ka primjena glukokortikoida u sprje¢avanju nefritisa nije indicirana buduéi da
su randomizirana kontrolirana istrazivanja pokazala da su bolesnici koji su ih primali u ranoj

fazi bolesti s jednakom ucestalos¢u razvili nefritis kao oni koji ih nisu primali (98, 161-163).
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lako potonja istrazivanja ukazuju na to da glukokortikoidi ne preveniraju nastanak bubrezne
bolesti, bolesnici s nefritisom ipak zahtijevaju primjenu glukokortikoida zajedno s
imunosupresivima 1 antihipertenzivima radi brzeg postizanja remisije. Kod vecine djece s
IgAV-om neffritis je obi¢no blag, prolazan i bez posljedica na bubreznu funkciju te se najcesce
ocituje izoliranom eritrociturijom koja ne zahtijeva biopsiju bubrega niti imunosupresivnu
terapiju, ali bolesnike treba pratiti najmanje Sest mjeseci (98).

Prema preporukama SHARE u sve djece s IJAVN-om preporucuje se u terapiju uvesti
ACE inhibitore radi povoljnog ucinka na sprjecavanje ili ograniCavanje sekundarnoga
glomerularnog ostecenja. U djece s proteinurijom < 2,5 g/dU i urednim eGFR-om kao prva
linija lijeCenja preporucuju se peroralni glukokortikoidi, a u slucaju perzistiranja proteinurije
u terapiju treba dodati neki od imunosupresivnih lijekova: azatioprin, mikofenolat mofetil ili
primjeniti pulsne doze glukokortikoida. Preporuka za lijeCenje umjereno teskog IgAVN,
definiranog s proteinurijom > 2,5 g/dU i eGFR-om < 80 ml/min/1,73m? s manje od 50%
polumjeseca u nalazu bubrezne biopsije, ukljucuje primjenu pulsnih doza glukokortikoida uz
dodatak azatioprina, mikofenolat mofetila ili intravenskog ciklofosfamida kod refrakternosti.
LijeCenje teskih oblika IgAVN-a s nalazima proteinurije > 2,5 g/dU, eGFR-om < 80
ml/min/1,73 m? i s vise od 50% polumjeseca u bioptatu bubrega sastoji se od pulseva
glukokortikoida i ciklofosfamida, a nastavlja se s peroralnim glukokortikoidima u kombinaciji
s azatioprinom ili mikofenolat mofetilom kao terapijom odrzavanja (98) (sl. 10).

Kod najtezih slucajeva kada su iscrpljene terapijske moguénosti dolazi u obzir
plazmafereza, intravenski imunoglobulini (IVIG) i rituksimab iako za nijedno od njih nema
dovoljno randomiziranih istrazivanja, ve¢ samo serije slucajeva koje potvrduju uspjeh u
lijeCenju (1, 3, 5, 164). Zaklju¢no, inicijativa SHARE dala je medunarodne preporuke za
lijeCenje djece s IgAV-om 1 time omogucila uskladivanje 1 optimiziranje skrbi za sve

bolesnike.
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1.1.7. Biomarkeri u IgAV-u i IgAVN-u

Biomarker je endogena molekula koja se moze objektivno mjeriti kao pokazatelj
fizioloskog ili patoloskog procesa ili kao odgovor na terapijsku intervenciju, a moze se izvesti
iz molekularnih, histoloskih, radiografskih ili fizioloskih karakteristika (165-167).
Biomarkere je moguce odredivati iz tkivnih uzoraka, tjelesnih tekué¢ina poput krvi, slina, suza
1 metabolic¢kih razgradnih produkata poput urina i stolice. Odredivanje iz tjelesnih tekucina i
razgradnih produkata ima brojne prednosti jer se do bioloskog uzorka relativno lako dolazi,
prikupljanje uglavnom ne zahtijeva primjenu invazivnih postupaka, a uo¢ene promjene, kao
Sto je to primjerice slucaj s uzorkom urina, mogu izravno odrazavati promjene koje postoje u
parenhimu organa i organskog sustava od interesa.

U kontekstu IgAV-a, biomarkeri mogu imati viSe ciljeva koji se medusobno ne
iskljuuju, a to su utvrdivanje sklonosti za obolijevanje,

bolje razumijevanje
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imunopatogeneze, procjenu aktivnosti bolesti, prognosti¢ki zna¢aj kao i procjenu odgovora na
terapiju (166, 167).

Usprkos mnogim potencijalnim biomarkerima koji se stalno ispituju i pronalaze iz
seruma djece s IgAV-om, u literaturi najées¢e spominjani nalaz je povisena razina Gd-I1gAl,
posebno u djece s IJAVN-om (61, 66, 67, 88-92). Osim Gd-IgAl istrazivanja su pokazala da
poviSene serumske razine specifiénih protutijela, pentraksina 3 (168), MMP-9 (169),
angiotenzinogena (AGT, engl. angiotensinogen (170), alfa aktina glatkog misi¢a i c-Met
(171) te snizena koncentracija apolipoproteina M (172) takoder povezane s rizikom za nefritis
u djece s IgAV-om. Medu biomarkerima u urinu znafajnima za nefritis pokazale su se
komponente komplementa C3, C4, C5i C5a (173) te ¢cimbenik inhibicije migracije makrofaga
(MIF, engl. macrophage migration inhibitory factor) koji dobro korelira s
mikroalbuminurijom i 24-satnom proteinurijom (174). Nedavno objavljeni sustavni pregled
kao najznacajnije biomarkere u urinu u djece s IgAVN-om izdvaja KIM-1 (engl. kidney injury
molecule), MCP-1 (engl. monocyte chemoattractant protein 1), NAG (engl. N-acetyl-beta-
glucosaminidase) i AGT, a prva tri korelirala su s aktivnosti bolesti (175). Primjena
proteomike i metabolomike pokazuje obecavajuci pristup u istrazivanju biomarkera u IgAV-u
u djece. Tako je jedno istrazivanje pokazalo da su dihidroksiaceton fosfat (DHAP (18:0)),
prostaglandin  D2/12, 5-metiltetrahidrofolicna kiselina, porfobilinogen i1 N-acetil-4-O-
acetilneuraminska kiselina acid/N-acetil-7-O-acetilneuraminska Kkiselina poviseni u serumu
djece koja ¢e razviti nefritis 1 prije nego Sto dode do zahvacenosti bubrega (176). Jedno
proteomsko istrazivanje pokazalo je da serumski AGT korelira s nefritisom i moze posluziti
kao potencijalni biomarker progresije IgAV-a (170) dok je drugo istrazivanje pokazalo da su
serumske razine C4a i IgA neovisni ¢imbenici rizika za razvoj [gAVN-a, a d-dimeri za razvoj
gastrointestinalnih manifestacija (177). Niti jedan od ispitivanih biomarkera u serumu i urinu
kod djece s IgAV-om nije validiran niti je odredivanje bilo kojeg od biomarkera uvedeno u

rutinsku klini¢ku primjenu.

1.1.8. Prognoza i ishod

Vecina oboljele djece s IgAV-om ima odli¢nu prognozu i potpuno se oporavi tijekom
nekoliko tjedana bez ikakvih posljedica. Kod 15-40% djece dolazi do recidiva, najcesce
purpuri¢nog osipa s bolovima u trbuhu unutar $est mjeseci od njihove prve pojave (1, 3-5).

U mlade djece vjerojatnost recidiva je manja nego U starije djece (1, 5). Recidivi se mogu
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javljati spontano ili nakon respiratorne infekcije, ali je epizoda blazeg i krac¢eg trajanja od
prethodne. TeZi tijek bolesti sa zahvacenim gastrointestinalnim sustavom, artritisom, dobi
iznad 8 godina i nefritisom povezani su s ve¢om ucestalosti recidiva (1, 5, 122, 178, 179).

Djecu s IgAV-om koja inicijalno nisu razvila nefritis treba pratiti najmanje Sest mjeseci
jer je to vrijeme unutar kojeg se u 97% oboljelih o¢ekuju mogucéi patoloski nalazi u urinu
ukoliko ¢e doc¢i do razvoja nefritisa (3, 4, 129). U akutnoj fazi bolesti morbiditet je gotovo
isklju¢ivo povezan sa zahvacanjem gastrointestinalnog sustava, a iznimno i s neuroloskim
poremecajima ako su prisutni. Kasnije je glavni i gotovo jedini uzrok morbiditeta i mortaliteta
kod djece s IgAV-om nefritis (1, 5). Bolesnici s IJAVN-om u najboljem sluc¢aju zahtijevaju
redovito pracenje bubrezne funkcije, kontrole urina i vrijednosti tlaka, dok u najtezim
sluGajevima uz sve to 1 dugotrajno lijecenje kombinacijom glukokortikoida i
imunosupresivnih lijekova kako bi se sprijecile komplikacije i razvoj zavr$nog stadija
kroni¢ne bubrezne bolesti.

Istrazivanja pokazuju razli¢ite rezultate ishoda djece s IgAVN-om. Kod minimalnih
bubreznih promjena vise od tri Cetvrtine bolesnika potpuno se oporavi unutar 2 godine (1).
Najtezu prognozu imaju bolesnici s brzoprogresivnim glomerulonefritisom jer u kratkom
vremenu dolazi do pogorSanja bubrezne funkcije uz gubitak vise od 50% glomerula Sto
zahtijeva brzu indukcijsku terapiju, a unato¢ tome U vecine unutar godine dana dolazi do
bubreznog zatajenja (1, 3). Velik rizik za razvoj zavrSnog stadija bubrezne bolesti imaju
bolesnici koji su se na pocetku prezentirali nefritickim, a osobito nefrotskim sindromom (3, 4,
129, 180). Jedan sustavni pregled literature pokazao je da se taj postotak kre¢e do 20% i da je
rizik 2,5 puta ve¢i u Zenske djece (129). Zavrsni stadij bubrezne bolesti nastupa u 1-5%
bolesnika (1, 3-5, 121, 127-129). Prema istrazivanjima, prognoza transplantiranih pacijenata
s IgAVN-om dobra je jer je ukupna stopa prezivljenja presadaka unutar 10 godina blizu 90%,
iako se histoloski recidiv, ali bez onog klinickog, moze vidjeti i u do 60% transplantiranih
bolesnika (3, 5).

Ostaje otvoreno pitanje koliko dugo treba pratiti djecu s IgAVN-om koja su usla u
remisiju bolesti. Jedno istrazivanje koje je 23 godine pratilo 78 bolesnika s IgAVN-om od
djecje do odrasle dobi pokazalo je da je do 44% bolesnika s inicijalno teskim I[gAVN-om i do
13% bolesnika s inicijalno blazim IgAVN-om razvilo hipertenziju i imalo smanjenu bubreZznu
funkciju, a viSe od tre¢ine zena imalo je opstetricke komplikacije u vidu EPH gestoza (181).
Drugo istrazivanje s medijanom pracenja od 24 godine pokazalo je da je ¢ak 70% Zena koje

su imale IgAVN u djetinjstvu imalo hipertenziju, proteinuriju i edeme u trudnoci (182).
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Iz toga bi se dalo zakljuciti da djeca s [gAVN-om zahtijevaju dugo prac¢enje koje prelazi i u

odraslu dob.

1.2. ObrazloZenje teme

Moderna istrazivanja u reumatologiji, kao medicinskoj specijalnosti koja se bavi
dijagnostikom i lije¢enjem sistemskih autoimunosnih i upalnih reumatskih bolesti, trenutno su
usmjerena na ispitivanja raznih biomarkera iz neinvazivnih bioloskih uzoraka kao §to su
serum, urin, stolica, slina i suze s ciljem pronalazenja idealnog biljega koji bi razlikovao i
prepoznao aktivnost bolesti, mogucnost rasplamsavanja i ukazivao na specifi¢nosti klini¢kih i
laboratorijskih zna¢ajka reumatske bolesti koja je od interesa istrazivanja (167, 183—-188).

Istrazivanja u IgAV-u koji je takoder predmet prouCavanja reumatologije, napose
pedijatrijske, takoder Su usmjerena prema otkrivanju neinvazivnih i pouzdanih dijagnostickih
i prognostickih biomarkera koji bi ukazivali na produljeno trajanje autoimunosnog procesa i
omogucili rano prepoznavanje bolesnika s nepovoljnim tijekom bolesti, posebno onih koji su
ugrozeni razvojem nefritisa kao najznacajnije kroni¢ne komplikacije bolesti (88, 168-177).

Tema ovog istrazivanja polazi od pretpostavke da pronalazenje biomarkera visoke
osjetljivosti 1 specificnosti u IgAV-u moze biti od klinicke vaznosti zbog ranog otkrivanja,

praéenja, pravovremene terapijske intervencije i prognoze bolesnika.

U tu svrhu ispitat ¢e se sljedeca 4 potencijalna biomarkera za IgAV:
» imunoglobulin Al bez galaktoze (Gd-IgAl)
= protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1)
= receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for
advanced glycation end products)
» protokadherin 1 (PCDH1, engl. protocadherin 1)
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1.2.1. Imunoglobulin Al bez galaktoze (Gd-1gA1l)

Prema ve¢ opisanom hipotetskom modelu ¢ini se da su Gd-IgAl i stvoreni
imunokompleksi koji ga sadrze ukljuceni u patogenezu IgAV-a, a osobito nefritisa.
Unato¢ tome, uloga Gd-IgAl u IgAV-u i dalje je kontroverzna i nije poznato je li Gd-1gAl
pored nefritisa ukljucen i u patogenezu sistemske upale. Rezultati dvaju istrazivanja tvrde da
Gd-IgALl ne postoji u bolesnika s IgAV-om i da nema razlike u serumskim razinama izmedu
IgAV-a i zdravih ispitanika te je jedino prisutan u bolesnika s nefritisom (92, 189). Dodatno u
prilog razlike izmedu bolesnika s nefritisom i onih bez nefritisa govore rezultati istrazivanja u
kojima cirkuliraju¢i Gd-1gAl imunokompleksi jedino u bolesnika s IgAVN-om sadrze 1gG i
da su upravo u takvom obliku odgovorni za odlaganje u glomerule (190). Istu tezu podupire
istrazivanje provedeno na 30 djece s [gAV-om, od kojih je 20 imalo nefritis, koje je pokazalo
da je koncentracija imunokompleksa 1gG-Gd-IgAl i Gd-IgAl znacajno veca u serumu i
supernatantu stani¢ne kulture u djece s nefritisom u usporedbi s djecom koja nisu razvila
nefritis i sa zdravim kontrolama (61). Opre¢ne rezultate dijelom je pokazala grupa autora koja
je detektirala Gd-IgAl u endotelnim stanicama dermisa pokazavsi da je odlaganje Gd-1gAl
jedan od preduvjeta za razvoj IgAV-a, neovisno o tome je li rije¢ o obliku bolesti ogranicenom
samo na kozu ili sistemskom obliku bolesti s nefritisom. U ispitivanoj kohorti bolesnika
jedino kod sistemskog oblika bolesti detektirane su serumske koncentracije Gd-IgA1 vece od
20 pg/ml ostavivsi otvoreno pitanje odredivanja praga osjetljivosti za razvoj sistemskog
IgAV-a (65). Da je Gd-IgA1 ukljucen u patogenezu IgAV-a pokazalo je istrazivanje u kojem je
serumska koncentracija Gd-IgA1 pozitivno korelirala s udjelom folikularnih pomagackih T

limfocita i razinama IL-6 (89).

Prema vecini dosad objavljenih rezultata serumska razina Gd-IgAl u djece s IgAVN-
om znacajno je veca u usporedbi s djecom koja nemaju nefritis (61, 66, 67, 88-92), a sli¢no
vrijedi i za odrasle bolesnike (65, 191, 192). Jedno od istrazivanja provedenih na odraslim
bolesnicima s IgAVN-om pokazalo je da su visoke serumske koncentracije Gd-IgAl
povezane s velikim rizikom progresije nefritisa sugeriraju¢i da bi se odredivanje Gd-IgAl
moglo iskoristiti kao biomarker bubreznog ostecenja (191). Da Gd-IgAl vjerojatno moze
posluziti kao potencijalni biomarker u IgAV-u, pokazalo je kohortno istrazivanje na 67 djece
s IgAV-om, medu kojima je bilo 23 s nefritisom, gdje su se znaCajnim za ranu detekciju
nefritisa pokazale serumske koncentracije > 1485,57 U/ml i koncentracije > 105,74 U/mmol u
urinu (91).
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1.2.2. Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1)

HMGB1, poznat pod nazivom amfoterin, nehistonski je protein koji veze kromatin,
izoliran 1973. godine iz tele¢eg timusa, a naziv je dobio zbog svoje visoke elektroforetske
pokretljivosti (193). Odmah na pocetku HMGBI1 je prepoznat kao DNK-vezujuci protein, a
slijedom toga otkrivale su se brojne nuklearne uloge poput one molekule pratitelja koji
pomaze u savijanju DNK i reguliranju transkripcije, popravku DNK, stabilizaciji nukleosoma,
rekombinaciji V(D)J gena, zatim autofagije i razgradnje osteCenih stani¢nih organela u
citoplazmi stanice (194). Kasnije spoznaje pokazale su da, osim unutar jezgre i citoplazme
stanice, HMGB1 vezanjem za brojne izvanstani¢ne receptore ostvaruje niz interakcija s
upalnim stanicama i citokinima, sudjeluje u regeneraciji, proliferaciji, diferencijaciji i
apoptozi stanica, ima neurotransmiterski ucinak i odrzava homeostazu (194, 195).

HMGBI je ubikvitarni jednolan¢ani protein graden od 215 aminokiselina, a strukturno
se sastoji od dvije DNK-vezne podjedinice nazvane A i B domenom i negativno nabijenog C-
terminalnog repa. Uloga A domene jest prepoznavanje ostecenja na DNK dok je B domena
vjerojatno zaduzena za upalni odgovor buduci da jedina tvori aktiviraju¢i kompleks s CpG-A-
oligonukleotidnim slijedom. Za kiseli C-terminalni rep pretpostavlja se da posreduje u
promjeni trodimenzionalne strukture HMGB1, ¢ime olaksava vezanje HMGBI1 za histone i
nukleosome (195-200). HMGBI sadrzi dva nuklearna lokalizacijska signala, NLS1 i NLS2,
koji pokrecu pomicanje iz jezgre u citoplazmu, jednu TLR (engl. Toll-like receptors) veznu
domenu i jednu RAGE veznu domenu (198) (sl. 11).

/ TLR vezna domena NLS

NS 89-108 179-185
28-44 C45
N Hz——| A domena ]——I B domena }—— kiseli rep CO,H
1 79 162 215
c23 c106
RAGE vezna
domena
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-
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HMGB P

M . /

Slika 11. Struktura HMGBL: dvije homologne DNK-vezne domene A i B, kiseli rep, dva nuklearna
lokalizacijska signala (NLS), RAGE vezna domena i TLR vezna domena (preuzeto i prilagodeno iz
reference br. 198).
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U fizioloskim je uvjetima HMGBI1 visoko koncentriran u jezgri, ¢ak 30 puta vise nego u
citoplazmi u koju dospijeva prilikom oSteCenja jezgre i pod utjecajem posttranslacijskih
modifikacija poput acetilacije, metilacije, fosforilacije, glikozilacije i oksidacije (194, 195,
198). HMGBI je izrazen u razli¢itim tkivima, visoke razine prisutne su u tkivu slezene i
timusa, a oslobadaju ga i upalne stanice poput makrofaga, monocita, dendritickih stanica,
neutrofila, NK-stanica, sinovijalni fibroblasti i tumorske stanice (194, 198). Moze biti
otpusten pasivnim putem iz oSteCenih i nekroti¢nih stanica te aktivno oslobadanjem iz
monocita i makrofaga, nakon stimulacije egzogenim patogenim molekulama poput
bakterijskog lipopolisaharida, endogenim citokinima TNF-a, IL-1, IFN-y ili zbog ishemije.
Jednom kada dode u izvanstani¢ni prostor HMGBI1 djeluje kao molekulski obrazac povezan s
oste¢enjem (DAMP, engl. damage associated molecular pattern), odnosno alarmin i veze se
za svoje brojne receptore, a neki od njih su RAGE, TLR2, TLR4, TLR7 i TLRY,
a-sinukleinski filamenti, CXCL12, CD24 i trombospondin (194, 195, 198, 199). Osim sto je
alarmin, HMGBL1 pojacava izrazaj povrSinskih biljega na dendriti¢kim stanicama i pomaze U
njihovom fenotipskom sazrijevanju te dovodi do prikupljanja upalnih stanica i njihovog
vezanja za adhezijske molekule na endotelu krvnih zila (201-203).

Brojni objavljeni radovi govore u prilog tome da je HMGB1 kao DAMP ukljucen u
nastanak i razvoj upalnih bolesti, tumora, autoimunosnih bolesti, Secerne bolesti,
kardiovaskularnih bolesti i neurodegenerativnih bolesti (183, 194, 195, 198-200, 204-209).
Rezultati jedne meta analize pokazali su da je serumska koncentracija HMGB1 znacajno veca
u bolesnika s autoimunosnim bolestima i moze odrazavati aktivnost bolesti (183).

U istrazivanju koje je imalo za cilj procijeniti znacaj HMGBI1 u raznim bubreznim
bolestima, skupina autora objavila je da je serumska koncentracija HMGBI1 znacajno vecéa u
bolesnika s IgAVN-om u odnosu na kontrolne ispitanike. Rezultati su pokazali da HMGB1
ima specificnost od 71% kao dijagnosticki marker u serumu bolesnika s IgAVN-om (209).
Sporadi¢ne studije o IgAV-u u djece pokazale su da je HMGBI znacajno visi U serumu
oboljele djece i izrazen u citoplazmi endotelnih stanica koze iz Kkojih inducira otpuStanje
TNF-o i IL-6 (210). Osim toga, prema jednom objavljenom istrazivanju HMGBL1 pozitivno
korelira s upalnim pokazateljima i hiperkoagulabilnos¢u u IgAV-u, a serumska koncentracija
mu je veca u djece koja su razvila nefritis u sklopu bolesti (211). U mi§jem modelu koznog
vaskulitisa blokada HMGBI1 dovela je do znacajnog poboljSanja upalnog odgovora

sugerirajuéi potencijalni terapijski u¢inak (212).
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1.2.3. Receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije (RAGE)

RAGE je transmembranski protein iz porodice imunoglobulina prvotno izoliran 1992.
godine iz endotelnih stanica govedih pluca, a nazvan je zbog svoje sposobnosti da veze
krajnje produkte uznapredovale glikacije (AGE, engl. advanced glycation end products) koji
uglavnom ukljucuju glikoproteine (213, 214). RAGE je visoko izrazen u pneumocitima tipa |
i II, a takoder je prisutan u neutrofilima, monocitima/makrofazima, limfocitima, u sr€anom
tkivu, jetri, bubregu, neuronima, endotelu krvnih Zila, glatkoj i skeletnoj muskulaturi (195,
200, 215). Strukturno se sastoji od 404 aminokiselina i ima tri dijela: izvanstani¢nu domenu s
jednim varijabilnim i dva konstantna dijela, transmembransku domenu i citoplazmatski
hidrofobni rep (195, 216) (sl. 12).
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Slika 12. Struktura RAGE: izvanstanicni dio koji se sastoji od tri domene: varijabilne domene i dvije
konstantne domene, zatim transmembranski dio i citoplazmatski rep unutar stanice (preuzeto i
prilagodeno iz reference br. 216).

Funkcionalno gledano, postoji u membranskom i topljivom obliku. Membranski RAGE
djeluje kao multiligandni receptor za razlicite endogene i egzogene molekule, a zbog uloge u
prirodenoj imunosti i sposobnosti otkrivanja klase liganada kroz zajedni¢ke obrasce ubraja se
u receptore za prepoznavanje obrazaca (PRR, engl. pattern recognition receptor). U glavne
ligande ubrajaju se AGE i HMGBI, a na RAGE takoder se moze vezati i obitelj proteina
S100, kromatinske strukture od DNK i RNK, kolagen tipa I, kolagen tipa IV, proteini
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toplinskog Soka, fibrilarni proteini poput amiloida B i serumskog amiloida A, B2-integrin, laki
lanci imunoglobulina i prioni (195, 216, 217). Nakon vezivanja endogenih i egzogenih
liganada na membranu RAGE-a dolazi do aktivacije NF-xB (engl. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) signalnog puta i time transkripcije DNK i proizvodnje
prvenstveno proupalnih citokina (200, 216). Neke od uloga RAGE-a u imunoloskom sustavu
ukljuéuju usmjeravanje nezrelih dendritickih stanica u limfne ¢vorove ¢ime posreduje u
njihovoj aktivaciji, sudjelovanje u sazrijevanju i polarizaciji T limfocita, a djeluje kao
endotelna adhezijska molekula putem izravne interakcije sa svojim ligandom B2-integrinom
(202, 218, 219). Za razliku od membranskog, topljivi oblik molekule (SRAGE, engl. soluble
RAGE) sastoji se jedino od izvanstani¢nog dijela, a moze s jednakom specificno$¢éu vezati
ligande. Nastaje proteolitickim cijepanjem od membranskog RAGE-a ili kao rezultat
alternativnog spajanja. SRAGE djeluje kao mamac receptor za ligande i natjece se za njihovo
vezanje s membranskim RAGE te na takav nacin zapravo ostvaruje zastitni¢ku ulogu buduéi
da vezanjem liganada koji potencijalno djeluju proupalno, smanjuje Stetne ucéinke po
domacina i ubrzava njihovu eliminaciju iz cirkulacije (195).

Istrazivanje provedeno na populaciji od 626 zdravih dobrovoljaca pokazalo je da su
koncentracije HMGB1 i sSRAGE obrnuto proporcionalne u cirkulaciji §to moze imati Klinicki i
terapijski znacaj (220). Inverzni odnos izmedu HMGBI1 i sRAGE dokazan je u serumu i
sinovijalnoj tekucini djece oboljele od JIA i sistemskog eritemskog lupusa (SLE, engl.
systemic lupus erythematosus) (204). Opcenito, dosadasnja istrazivanja prepoznala su ulogu
RAGE-a u brojnim kroni¢nim i upalnim bolestima poput malignih bolesti, autoimunosnih
bolesti, artritisa, Alzheimerove bolesti, Seerne bolesti, u procesima starenja i smrti stanice
(195, 200, 204, 216). Osim sporadi¢nih istrazivanja u nekim vaskulitisima, RAGE do sada
nije ispitivan u bolesnika s IgAV-om (205, 221, 222).

1.2.4. Protokadherin 1 (PCDH1)

Kadherini su transmembranski glikoproteini ovisni o kalciju koji sudjeluju u
medustani¢noj adheziji, odnosno odrzavanju spojeva izmedu stanica. Otkriveni su krajem
1970-ih godina 20. stoljeca, a ime im je skracenica sintagme kalcijska adhezija. Kadherini se
dijele na Cetiri osnovne skupine: klasi¢ni kadherini, blisko povezani kadherini, protokadherini
i dezmosomalni kadherini (223).

Obitelj protokadherina otkrivena je 1993. godine i ¢ini najvecu skupinu kadherina s

opisanih oko 70 vrsta od kojih je veéina visoko izrazena u sredi$njem zivéanom sustavu gdje
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vjerojatno sudjeluju u stvaranju specificnih sinapti¢kih veza (224). Protokadherini se dalje
dijele na sljedece porodice: grupirane (cPCDH, engl. clustered protocadherins)
protokadherine (a, B, y), flamingo protokadherine, velike protokadherine i negrupirane
(ncPCDH eng. non-clustered protocadherins) protokadherine [d (81, 82) i €] (225, 226). U &1
porodicu ubraja se PCDH1, prvotno identificiran pod nazivom PC42 (engl.
phosphatidylcholine 42) u stakorskom mozgu i tkivu retine (224). Kasnije se spoznalo da je,
osim u neuronima i glija stanicama, ljudski i mi§ji PCDH1 takoder izrazen u keratinocitima,
epitelu diSnog sustava, plu¢ima, fibroblastima, endotelnim stanicama, perifernim
mononuklearima i bubregu (224, 227, 228).

Smatra se da PCDH1 daje odredenu elasti¢nost i posreduje u meduepitelnoj adheziji ne-
neuronskog tkiva koje je izlozeno raznim mehani¢kim i kemijskim podrazajima. Ljudski i
misji PCDHI1 pokazuju visoku istovjetnost aminokiselinskih sekvenci koja iznosi ¢ak 96%
(229). Ljudski PCDH1 sadrzi 1237 aminokiselina, a graden je od citoplazmatske domene s tri
ofuvana motiva (CMau3, engl. cytoplasmic motifs), transmembranske domene i sedam
izvanstani¢nih kadherinskih ponavljanja (EC17, engl. extracellular) (225-227, 229). Na
C-terminalnom kraju repa PCDHI1 takoder sadrzi vezno mjesto za PDZ domenu vaznu u

signalizaciji (230) (sl. 13).

tirozinski ostatak
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7 izvanstani¢nih kadherinskih ponavljanja l 3 ofuvana motiva

serinski ostatak

Slika 13. Struktura PCDHI: 7 kadherinskih ponavijanja, transmembranska domena i 3 ocuvana

citoplazmatska motiva na koju moze biti vezana PDZ domena (preuzeto i prilagodeno iz reference
br. 229).

Dok uloga CM1 i CM: jos nije poznata, CMssluzi kao vezno mjesto za proteinsku fosfatazu 1
alfa (PP1a) vaznu u kontroli stani¢nog ciklusa i apoptozi te morfogenezi pluca (229, 231).
Osim $to djeluje kao adhezijska molekula izmedu stanica, ostale uloge PCDHI jo$
uvijek nisu poznate kao §to, osim ve¢ spomenute interakcije s PP1a preko CM3 domene, nisu
istrazene ni interakcije s drugim signalnim molekulama. U dvohibridnom kvascu PCDHI

identificiran je kao vezni protein za SMAD3 (engl. small mothers against decapentaplegic
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homolog-3), signalne molekule koja posreduje u epitelno-mezenhimalnoj tranziciji i
epitelnom popravku potaknutom od TGF-§ (229).

Disfunkcija PCDH1 do sada je opisana u nekim bolestima poput ekcema, atopijskog
dermatitisa, astme, u nekim malignim tumorima, poput karcinoma gusterace, gdje je
pretpostavljeni mehanizam nastanka tih bolesti gubitak medustani¢ne adhezije i nepotpuna
diferencijacija epitelnog sloja (227, 229, 232-235). Pretpostavljeni mehanizam sudjelovanja
PCDHI1 u nastanku astme takoder ukljucuje i aktivaciju signalnih puteva pri ¢emu pojacano
vezanje PCDH1 za SMAD3 smanjuje aktivaciju TGF-B i time epitelni popravak (229).
Pojacana ekspresija PCDH1 dokazana je u keratinocitima u kasnoj fazi cijeljenja rane (234,
235). U bolesnika s karcinomom gusterace izrazaj PCDHI bio je poja¢an u malignom tkivu,
povezan s dubinom tumorske invazije i metastazama u limfnim &vorovima. Cini se da PCDH1
moze poticati razvoj malignih tumora jer stupanjem u interakciju s onkogenom KPNBL1 (engl.
karyopherin p1) neposredno poti¢e ulaz p65 u stanice i interakciju s NF-kB signalnim putem
(233). Izrazaj PCDH1 smanjen je u stakorskom modelu tumora bubrega (228). Opcenito,
PCDHL1 je izraZzen u glomerularnom epitelu za vrijeme embrionalnog razvoja misa, a potom
samo u proksimalnim tubulima odraslih jedinki (228). Istrazivanje proteomskog urinarnog
panela u bolesnika s IgA nefropatijom pokazalo je visestruko povisenu koncentraciju PCDH1
u urinu kod tih bolesnika, a mehanizam nastanka protumacen je oSte¢enjem glomerularnog
endotela 1 epitela proksimalnih tubula koji sadrze PCDHI, uslijed ¢ega dolazi do gubitka
spomenutog proteina urinom (236). Budu¢i da je PCDHL1 izrazen u brojnim tkivima te
dokazan kod atopijskih i malignih Dbolesti, treba istraziti ima li kakvog utjecaja i na

autoimunosne reumatske bolesti.
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2. HIPOTEZA

Povisena razina Gd-IgAl, HMGB1 i PCDHI1 i snizena razina RAGE u serumu i urinu
bolesnika s IgAV-om u odnosu na kontrolnu skupinu, oznacavaju aktivnu bolest i prediktori su

IgAVN-a.
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3. CILJEVI

OPCI CILJ: Odrediti razinu Gd-IgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu djece

oboljele od IgAV i usporediti s kontrolnom skupinom.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti razinu Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu djece oboljele od

IgAV na pocetku bolesti i nakon 6 mjeseci od postavljanja dijagnoze.

2. Usporediti razinu Gd-1gAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu djece s IgAV-om
bez IgAVN-a u odnosu na skupinu djece s IgAVN-om.

3. Odrediti odabrane laboratorijske parametre u bolesnika s IgAV-om na pocetku bolesti i

nakon 6 mjeseci od postavljanja dijagnoze te u djece iz kontrolne skupine.

4. Utvrditi stupanj korelacije izmedu razine Gd-lgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 te

izrazenosti klinicke slike, odabranih laboratorijskih parametara i aktivnosti bolesti.
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4. ISPITANICI i METODE

Ovo prospektivno istrazivanje provedeno je u razdoblju od sije¢nja 2020. do listopada
2023. godine.

Eticko Povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu odobrilo je
istrazivanje u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost 1P-2019-04-8822: "Histoloski,
klinicki, laboratorijski 1 genski prediktori ishoda bolesnika s Henoch-Schonleinovom
purpurom i nefritisom”, voditeljica: Prof. dr. sc. Marija Jelusi¢ (Ur. Broj: 380-59-10106-19-
111/215, Klasa: 641-01/19-02/01).

4.1. ISPITANICI

IgAV skupina: 86 djece s dijagnozom IgAV-a postavljenom prema EULAR-ovim/PRINTO-
vim/PRES-ovim Kriterijima iz 2008. godine iz tri tercijarna centra za pedijatrijsku
reumatologiju u Republici Hrvatskoj: Klini¢ki bolnic¢ki centar Zagreb, Klinika za djecje

bolesti Zagreb i Klini¢ki bolni¢ki centar Split.

Kontrolna skupina: 70 djece koja nemaju klinickih niti laboratorijskih znakova upalne bolesti,

a kojima su se zbog drugih (ne-upalnih) bolesti uzimali venska krv i urin u sklopu rutinske

dijagnosticke obrade te se po dobi i spolu nisu razlikovali od djece s IgAV-om.

Prilikom uklju¢ivanja u istrazivanje roditelji ili zakonski skrbnici sve djece, kao 1 sva djeca

starija od 8 godina, potpisala su pisani informirani pristanak.

4.2. METODE RADA

4.2.1. Analiza klinic¢kih i laboratorijskih pokazatelja

U sve djece s IgAV-om ukljucene u istrazivanje ucinjen je kompletni klinicki pregled
kojim su se biljezile pojedine znacajke iz klinicke slike IgAV-a kod postavljanja dijagnoze te

na kontrolnim pregledima nakon 3, 6 i 12 mjeseci od postavljanja dijagnoze bolesti.

U klini¢koj slici bolesnika s IgAV-om promatrali su se: karakteristike i rasprostranjenost
koznih promjena, prisutnost tezih koznih promjena (nekroze, ulceracije, bule), prisutnost i
lokalizacija artritisa i/ili artralgija, prisutnost i vrsta gastrointestinalnih manifestacija,

zahvacenost bubrega i urogenitalnog sustava i zahvacenost srediSnjeg Ziv€anog sustava.
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U sve djece vodila se evidencija 0 primijenjenoj terapiji (lijekovi, doze, pocetak i trajanje

terapije) i izmjerio krvni tlak.

Aktivnost 1gAV-a procijenjena je pomocu PVAS (engl. Pediatric Vasculitis Activity
Score) upitnika u akutnoj fazi bolesti (237). Sastoji se od 64 klini¢ke varijable (simptomi ili
znakovi bolesti) koje su podijeljene na devet organskih sustava: op¢i (konstitucionalni)
simptomi, koza, zahvacenost sluznice ili ociju, zahvacenost sluha, nosne sluznice i/ili
prisutnost subgloti¢ne stenoze, klinicke manifestacije na plu¢ima i/ili smetnje disanja u vidu
dispneje, zahvacéenost kardiovaskularnog sustava, zahvacenost probavnog sustava, nefritis i
zahvacenost sredi$njeg 1/ili perifernog Ziv€anog sustava. Svaka klinicka varijabla, ako je
prisutna, ocjenjuje se s odredenim brojem bodova koji se zatim skupno zbrajaju, a ukupan

broj bodova moze biti u rasponu 0-63 i predstavlja aktivnost bolesti mjerenu u tom trenutku.

Indikacija za biopsiju bubrega postavljena je na temelju preporuka SHARE (98), a nalaz
bubrezne biopsije validiran je prema revidiranoj Oxfordskoj klasifikaciji (149). Ishod nefritisa
ocijenjen je na temelju modificirane Counahanove klasifikacije nakon Sest mjeseci pracenja
(180). Prema toj klasifikaciji ishod se ocjenjuje na Cetiri nacina, kao A, B, C ili D. Ishod A
definiran je kao uredan status s urednim nalazima urina ili mikrohematurijom s urednom
bubreznom funkcijom; ishod B je definiran urednim statusom uz proteinuriju < 1 g/dan ili <
40 mg/h/m?; ishod C definiran je kao proteinurija > 1 g/dan ili > 40 mg/h/m?, i/ili hipertenzija
s eGFR-om >60 ml/min/1,73 m?, dok se ishod D definira bubreznim zatajenjem (eGFR < 60
ml/min/1,73 m?) ili smréu. Ishod A i B opéenito se ocjenjuje kao dobar dok se ishod C i D

ocjenjuje kao los.

Kod postavljanja dijagnoze svim ispitanicima (IgAV i kontrolna skupina) uzeti su uzorci
venske krvi i urina iz kojih su analizirani laboratorijski pokazatelji koji su sastavni dio
dijagnosticke obrade i pracenja: SE, CRP, hemoglobin, leukociti, trombociti, ureja, kreatinin,
feritin, fibrinogen, d-dimeri, protrombinsko vrijeme, aktivirano parcijalno protrombinsko
vrijeme, ukupni proteini, alboumini, imunoglobulini G, A, M i E, aktivnost klasi¢nog puta
komplementa (CH50), C3, C4, AST-O titar, kvalitativna analiza urina (test-traka i sediment),
24-satna proteinurija, omjer albumin/kreatinin u urinu, eGFR, stolica na okultno krvarenje i
kalprotektin. Sve navedene laboratorijske pretrage ponovljene su nakon Sest mjeseci samo u
bolesnika s IgAV-om.
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Osim laboratorijskih pretraga u uzorcima venske krvi i urina u obje skupine kod
postavljanja dijagnoze odredivane su razine Gd-lgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1, a isti
postupak je ponovljen nakon sest mjeseci samo u bolesnika s IgAV-om.

Uzorak od 9 ml periferne krvi u svih ispitanika uzet je iz kubitalne vene i izvaden u
epruvete (vacutainere) s aktivatorom zgrusavanja (Greiner Bio-One International AG,
Kremsmiinster, Austrija). Svi ispitanici dali su uzorak prvog jutarnjeg urina. Venska krv i urin
centrifugirani su kroz 10 minuta na 2000-3000 okretaja (Hettich Torofix 32; Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka). Tako dobiveni serum i urin aspirirani su pomocu
pipete, alikvoti su razdijeljeni u kriotube (Kartell, Noviglio, Italija) i pohranjeni u ledenicu na
—80°C (Eppendorf U410; s.br.: F410IR113753; Eppendorf, Hamburg, Njemacka) do analize
(sl. 14).

- st ]
I '

1. prikupljanje uzoraka krvi i urina 2. centrifugiranje uzoraka na 2000-3000 3. pipetiranje alikvota i
okretaja kroz 10-20 minuta razdioba u kriotube
4. pohrana u hladnjak na -80°C do analize 5. testiranje ELISA kita: Gd-lgA1, 6. analiza apsorbancije pomocu
HMGB1, RAGE i PCDH1 citaca mikroplocica

Slika 14. Postupak rada za laboratorijsko odredivanje Gd-1gAl, HMGBL, RAGE i PCDH1
(oblikovano pomocu BioRender.com)

4.2.2. Analiza Gd-1gA1, HMGB1, RAGE i PCDH1

Razine Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u uzorcima seruma i urina izmjerene su
pomocu enzimskog imunotesta (ELISA, engl. enzyme-linked immunosorbent assay) prema
uputama proizvodaca u KliniCkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Zagreb, u

Odjelu za laboratorijsku imunologiju.
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Analiza se radi po principu sendvi¢ ELISA testa u kojem se koli¢ina antigena mjeri
izmedu dva sloja protutijela (sl. 15). Antigen koji se odreduje mora sadrzavati najmanje dva
antigenska mjesta sposobna za vezanje na protutijela jer najmanje dva protutijela sudjeluju u
"sendvicu". Prednost ove metode je visoka osjetljivost i uvjeti izvodenja koji ne moraju biti

sterilni (238).
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U jaZicu prethodno oblozenu @Protutuelo na dnu jazZice veze @ Detekcijsko  protutijelo
protutijelom dodaje se antigen iz uzorka s visokom veZe imobilizirani analit
ispitivani uzorak seruma ili specificnoséu

urina bolesnika
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O o °
obo]am produkt
\\
Protutljelo obiljezeno Streptawdm HRP se veZe na biotin i
biotinom veze se na katalizira enzimsku reakciju promjene

detekcijsko protutijelo boje iz plave u Zutu

Slika 15. Princip sendvic ELISA testa (preuzeto i oblikovano pomocéu BioRender.com)

Standardna krivulja za sendvi¢ ELISA test tipicno pokazuje linearni odnos izmedu

opticke gustoce i koncentracije ispitivanog analita (sl. 16).
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Slika 16. Standardna krivulja sendvi¢ ELISA testa (preuzeto i prilagodeno prema ELISA kit HUGB1
SEA399Hu Cloud Clone instruction manual)

Human Gd-IgAl ELISA MyBioSource (San Diego, SAD) kit Cat. NO MBS1607395
jest sendvi¢ ELISA test osmisljen za preciznu kvantitativnu detekciju ljudskog Gd-IgAl u
serumu, plazmi, urinu, supernatantu stani¢ne kulture, homogenatu tkiva i ostalim bioloskim
tekuc¢inama. U jazice ELISA plocice prethodno oblozene humanim Gd-1gAl protutijelima
dodaju se standardi poznatih koncentracija i uzorci seruma i urina. Za vrijeme inkubacije od
sat vremena na 37°C Gd-IgAl iz uzoraka i standarda vezu se na protutijela u plo¢icama.
Potom se dodaje ljudsko Gd-1gA1 protutijelo obiljezeno biotinom koje se veze za Gd-IgAl u
uzorku. Nakon ispiranja nevezanih protutijela dodaje se streptavidin konjugiran s
peroksidazom hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase) koje se veze za Gd-1gAl protutijelo
obiljezeno biotinom. Nakon inkubacije od sat vremena nevezani streptavidin - HRP ispire se,
a dodaje se supstratna otopina koja oboji svaku od jazica proporcionalno koli¢ini razvijenog
ljudskog Gd-1gAl. Reakcija se prekida dodatkom kisele otopine koja plavu boju odmah
promijeni u zutu. Postupak analize Gd-IgA1 treba zavrsiti unutar 10 minuta od dodavanja
otopine za zaustavljanje odredivanjem opticke gustoce (apsorbancije) na 450 nm svake od

jazica uz pomo¢ Cita¢a mikrotitarskih plo¢ica. Dobiveni rezultati su izrazeni u pg/ml.

Prema uputama proizvodaca SEA399Hu 96 tests ELISA High Mobility Group Protein 1
(HMGT) Cloud Clone Corp. (Houston, SAD) na slican nacin analizirao ss HMGBI1 u serumu
1 urinu. Sve reakcije se odvijaju na 37°C. Nakon pripreme standarda i reagensa, uzorci seruma

i urina razrijedeni u omjeru 1:10, dodaju se u odgovaraju¢e mikrotitarske plocice prethodno
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oblozene s biotin konjugiranim protutijelom specificnim za HMGBI1. Nakon ispiranja
nevezanih analita u svaku jazicu mikrotitarske plo¢ice doda se avidin konjugiran s HRP-om i
inkubira kroz sat vremena. Nakon dodavanja tetrametilbenzidin (TMB) supstrata, jedino one
jazice koje sadrze HMGBI, biotin konjugirano protutijelo i avidin konjugiran s enzimom
pokazat ¢e promjenu boje u plavu. Reakcija enzim-supstrat prekida se dodavanjem otopine
sumporne kiseline koja plavu boju pretvara u zutu. Apsorbancija dobivene razvijene boje se
odmah ocita spektrofotometrijski na valnoj duljini od 450 nm. Koncentracija HMGBI1
odreduje se usporedbom opticke gustoce uzoraka s vrijednostima standardne krivulje. U
uputama proizvodaca navedena je najniza detektabilna vrijednost HMGBI1 koja iznosi < 28,3

pg/ml, a uobicajeni raspon vrijednosti detekcije iznosi 62,5-4000 pg/ml.

Human RAGE Elisa kit Biorbyt (Cambridge, UK) kataloSkog broja orb864692 jest
sendvi¢ ELISA test za kvalitativno i kvantitativno in vitro odredivanje topljivog oblika
RAGE-a u serumu, plazmi, urinu, homogenatu tkiva i ostalim tjelesnim teku¢inama. Postupak
analize sli¢an je kao i u prethodna dva opisana testa, te se takoder odvija na 37°C. U jazice
mikrotitarske plo¢ice oblozene protutijelom na RAGE, dodaju se standardi 1 uzorci koji se
potom vezu na navedeno protutijelo. Nakon ispiranja u jazice se doda protutijelo obiljezeno
biotinom i inkubira tijekom 30 minuta. Nakon ponovnog ispiranja dodaje se kompleks avidin-
biotin peroksidaze (SABC, engl. avidin-biotin peroxidase complex) i inkubira kroz 20 minuta.
Dodavanjem TMB supstrata enzimska reakcija oboji jaZice u plavo, a nakon ispiranja
nevezanog TMB-a dodaje se otopina za stopiranje koja odmah zaustavlja reakciju i boji je u
zuto. Apsorbancija se mjeri spektrofotometrijski na valnoj duljini od 450 nm, a koncentracija
RAGE u serumu i urinu proporcionalna je optickoj gustoci te se izraCunava iz standardne

krivulje. Osjetljivost ELISA testa moZe detektirati koncentraciju < 15,6 pg/ml.

Human PCDHI1 ELISA kit Biorbyt (Cambridge, UK) sluzi za kvantitativnu detekciju
PCDHI u uzorcima ljudskog seruma, plazme, urina i tkivnih uzoraka po principu sendvic¢
ELISA testa. Reakcije se odvijaju na 37°C. Mikrotitarska plocica s 96 jazica na dnu je
oblozena protutijelom na PCDH1 s biotin konjugiranim protutijelom koji sluzi za detekciju.
Nakon pripreme, u jazice se dodaju standardi 1 uzorci seruma i urina u razrijedenju 1:10, a
potom slijedi inkubacija u trajanju od 90 minuta. Nakon ispiranja puferom u jazice se dodaje
biotin konjugirano protutijelo te po naknadnom ispiranju i streptavidin — HRP konjugat.
Nevezani konjugati streptavidina se ispiru nakon cega se dodaje TMB supstrat koji reakciju
oboji u plavo. Nakon dodavanja otopine za stopiranje koja sadrzi sumpornu kiselinu enzimska

reakcija se odmah oboji u zutu. Mikrotitarska plocica se odmah ocita spektrofotometrijski te
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se na valnoj duljini od 450 nm dobiju vrijednosti apsorbancija iz kojih se rauna ciljna

koncentracija PCDH1 u ng/ml prerac¢unata prema razrijedenju.

Rezultati u urinu prikazani su kao omjer dobivenih koncentracija u urinu u odnosu na

vrijednost Kreatinina u urinu ispitanika.

Rezultati enzimskog imunotesta ocitani su pomocu uredaja za spektrometrijsko
o¢itavanje mikrotitarskih plocica SPECTROstar® Nano (BMG Labtech GmbH, Ortenberg,
Njemacka) serijskog broja 601-1808.

4.2.3. Statisticka analiza

Statisticka analiza podataka provedena je koristenjem programske podrske Statistica for
Windows verzija 12.0, GraphPad Prism verzija 9.1.2 te R for Windows verzija 4.2.3.
Podaci su prikazani tabli¢no i graficki, a priprema podataka izvrSena je pomoc¢u ra¢unalnog

tabli¢nog programskog paketa MS Excel Office 2019.

Numericki podaci prikazani Su 0pisn0 pomocu aritmeti¢ke sredine i standardne
devijacije u slucaju simetricne distribucije, a u protivnom pomoc¢u medijana i interkvartilnih
raspona. Prema potrebi ucinjene su transformacije numerickih varijabli koje nisu simetri¢no

raspodijeljene pomocu logaritamske, Box-Cox ili drugih prikladnih transformacija.

Kategorijske varijable prikazane su deskriptivno pomocu apsolutnih i relativnih
proporcija. Razlike medu kategorijskim varijablama ispitane su pomoéu %%, 0dnosno
Fisherovog egzaktnog testa.

S obzirom na dizajn istrazivanja, razlike medu numerickim varijablama ispitale su se
dvosmjernom analizom varijance (2x2 (vrijeme x skupina) engl. two-way ANOVA) s
Tukeyevim post hoc testom kod simetri¢no distribuiranih podataka, dok su kod asimetri¢ne
distribucije razlike medu skupinama ispitane pomo¢u Mann Whitneyevog U testa, a unutar

skupina (u pocetku i na kraju istrazivanja) pomoc¢u Wilcoxonovog testa.

Povezanost izmedu numerickih varijabli koje su simetri¢no distribuirane testirane su
pomoc¢u Pearsonovog korelacijskog testa, a medu varijablama koje su asimetri¢no
distribuirane pomoc¢u Kendallovog tau testa. Univarijantna logisticka regresija analizirala je
mogu li Gd-IgAl1, HMGBL1, RAGE i PCDHL1 biti prediktori postojanja IgAV-a ili nekog od
klinickih obiljezja bolesti (artritis, nefritis).
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ROC (engl. receiver operating characteristic) analizom prikazane su optimalne
graniéne vrijednosti s najve¢om prediktivnom to¢nos¢u za Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i

PCDHL1 u razlikovanju bolesnika i kontrolne skupine.

Sve p vrijednosti dvosmjerne su, a razina statisticke znacajnosti odredena je s a < 0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Pregled dobivenih rezultata u djece s IgAV-om i kontrolnih ispitanika

5.1.1. Usporedba op¢ih i demografskih zna¢ajki

U istrazivanje je uklju¢eno 86 djece s dijagnozom IgAV-a, 49 djevojcica i 37 djecaka
(omjer 1,32:1). Medijan (raspon) dobi s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom bio je 6,4
(4,5-7,8) godina, najmlade dijete imalo je 2,25 godina, a najstarije 12,75 godina.

Kontrolna skupina sastojala se od 70 djece, 36 djevojéica i 34 djeCaka, a nije se

znacajnije razlikovala prema spolu od ispitivane skupine dok je po dobi bila starija (tabl. 3).

Tablica 3. Raspodjela ispitanika po spolu

varijabla IgAV (N=86) kontrolna skupina (N=70)  p vrijednost
spol (%) zenski 49 (57%) 36 (51,4%) 0,48*
muski 37 (43%) 34 (48,6%)
dob (godine) 6,4 (4,5-7,8) 10,5 (9-12,75) < 0,001**

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%) i kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom u slu¢aju asimetri¢ne raspodjele

podataka; *hi-kvadrat test; **Mann-Whitney U test za nezavisne uzorke

U djevojcica pojavnost IgAV-a bila je najveca u dobi 3-7 godina, a u dje¢aka u dobi 6-8
godina (sl. 17).

DOBNO-SPOLNA RASPODJELA DJECE S IgAV-om

djevojcice = djecaci

Slika 17. Dobna i 12
spolna raspodijela 10
86 djece s IgAV-
om u trenutku
dijagnoze

broj bolesnika
(o)

2 | bbb

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
dob (godine)
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5.1.2. Klini¢ke znacdajke u djece s IgAV-om

Sva djeca s IgAV-om imala su kozne promjene, 76 bolesnika (88,4%) imalo je zahvacen
koStano-miSiéni sustav, 39 bolesnika (45,3%) imalo je zahvacen gastrointestinalni (GI) sustav
dok je nefritis sveukupno razvilo 26 bolesnika (30,2%). U 6 djecaka (16,2%) bio je zahvacen
urogenitalni sustav. Sistemske komplikacije u vidu respiratornog distresnog sindroma razvio
je 1 bolesnik (1,2%) (tabl. 4).

Tablica 4. Klini¢ke znacajke djece s I[gAV-om uklju¢ene u istraZivanje

Zahvacen organ i/ili Klini¢ka obiljeZja (opis) IgAV (N=86)

organski sustav

Koza 86 (100%0)
purpura 64 (74,4%)
petehije 9 (10,5%)
purpure i petehija 9 (10,5%)
purpura i hematomi 4 (4,6%)

prosireni osip

32 (37,2%)*

recidivirajuéi osip

17 (19,8%)*

teske koZne promjene (ulceracije, nekroze) 4 (4,6%)*
potkozni edem 26 (30,2%)*
Kos$tano-miSi¢ni sustav 76 (88,4%)
artritis 12 (15,8%)
artralgije 16 (21%)
artritis i artralgije 48 (63,2%)
Gastrointestinalni sustav 39 (45,3%)

bolovi u trbuhu

30 (34,8%)*

pozitivan test na okultno krvarenje

17 (19,8%)*

krvarenje iz probavnog sustava (hematemeza, 3 (3,5%)*

hematokezija, melena)

invaginacija crijeva 3 (3,5%)*
Bubrezi 26 (30,2%)

eritrociturija

11 (42,3%)

proteinurija

2 (7,7%)
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eritrociturija i proteinurija 13 (50%)

Urogenitalni sustav 6 (16,2%)**
oteklina testisa 5 (83,3%)
epididimoorhitis 1 (16,7%)

Sistemske komplikacije 1 (1,2%)*

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%)
Napomena: *izrazeno na ukupnom broju budué¢i da bolesnik moze razviti viSe klini¢kih manifestacija zahvacenog organa i/ili

organskog sustava; **primjenjivo samo za djecake

U 60 bolesnika (69,8%) pojavi IgAV-a prethodila je infekcija. Pri tome je 51 bolesnik
(85%) imao infekciju diSnog sustava dok je preostalih 9 bolesnika (15%) imalo infekciju GI
sustava. Najcesce izolirani uzrocnici iz obriska nosne sluznice i zdrijela u oboljele djece bili
su S. aureus (17,6%), M. catarrhalis (15,%), S. pyogenes (13,7%). Najveci broj bolesnika
dijagnosticiran je tijekom jeseni (43%) i zimi (18,6%).

U 55 djece (64%) purpura je bila prvi simptom klini¢ke prezentacije IgAV-a, u 25 djece
0) bolest je zapoCela simptomima ko$tano-misi¢nog sustava dok je u ljiece (7%
(29%) bolest j Cela si ima ko$ i$i¢ dok j 6 dj (7%)

zahvacenost GI sustava obiljezila pocetak IgAV-a (sl. 18).

PRVI SIMPTOM IgAV-a
Gl sustav

7%

Slika 18. Prvi simptom
] u klinickoj prezentaciji
IgAV-a.

29%

64%

Aktivnost 1gAV-a, mjerena PVAS upitnikom, u akutnoj fazi bolesti iznosila je 4 (2-6)
(prikazano kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom).

Najveca vrijednost PVAS-a iznosila je 12, a najmanja vrijednost bila je 1. NajceSc¢a
vrijednost PVAS-a bila je 2 izmjerena u 33 djece (38,4%), odnosno najveci broj oboljele djece

imalo je nisku aktivnost bolesti (sl. 19).
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Slika 19. PVAS je u najveceg broja djece s IgAV-om bio nizak s vrijednostima u rasponu 2-6 bududi se
najcesce radilo o oboljeloj djeci koja su imala kozne promjene i zahvacen kostano-misicni sustav.
Najtezi bolesnici s IgAV-om imali su vise vrijednosti PVAS-a jer je u njih bio i vecéi broj zahvacenih
organskih sustava (probavni sustav i/ili bubrezi). Medutim, iz grafikona je razvidno da je broj takvih
bolesnika bio manji u odnosu na bolesnike s nizom aktivnoscéu bolesti.

Oboljela djeca najcesée su lijeCena s NSAID koji su primjenjivani u sveukupno 75
bolesnika (87,2%) (sl. 20).

Sljede¢i po ucestalosti bili su glukokortikoidni lijekovi koje je u peroralnom ili
intravenskom obliku primalo 36 bolesnika (41,8%).

Antihipertenzivnom terapijom iz skupine ACE inhibitora lije¢eno je sveukupno 15
bolesnika (17,4%) dok je imunosupresivnu terapiju koja je ukljucivala mikofenolat mofetil ili
azatioprin primalo 11 bolesnika (12,8%).

Zbog razvoja sekundarne hipogamaglobulinemije dvoje bolesnika primalo je nadoknadu
IVIG-a.
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5.1.2.1. KoZne manifestacije

KoZne promjene bile su najceS¢e prisutne u vidu palpabilne purpure u 64 bolesnika
(74,4%) dok je izolirane petehije imalo 9 bolesnika (10,5%). Istodobno prisutnu palpabilnu
purpuru i petehije razvilo je 9 bolesnika (10,5%). Sveukupno 82 bolesnika (95,4%) imalo je
kozne promjene s tipicnom klinickom prezentacijom. Hematomi uz purpuru bili su najrjeda
klini¢ka prezentacija prisutna u 4 bolesnika (4,6%).

Teske koZzne promjene u vidu ulceracija i nekroza razvilo je 4 bolesnika (4,6%).

Kozne promjene bile su najve¢em broju djece ograni¢ene na donje udove i glutealno
podrucje, a u 33 bolesnika (38,4%) prosirile su se iznad tih razina (tabl. 4, sl. 21).

Bolesnici s IgAV-om koji su razvili Gl simptome (x>=3,23, p=0,072) ili nefritis
(x*=0,95, p=0,328) nisu imali veéu prosirenost osipa u odnosu na ostale bolesnike s IgAV-om
(tabl. 51 6).

Recidive koznih promjena u tijeku IgAV-a imalo je 16 bolesnika (18,6%). Biopsija koze
napravljena je u 3 bolesnika (3,5%).

PotkoZne edeme koji se mogu javiti na viSe razli€itih mjesta razvilo je 26 bolesnika
(30,2%), a po redoslijedu ucestalosti bili su prisutni na dorzumima stopala u 16 bolesnika,
dorzumu Saka u 8 bolesnika, lumbalne regije (leda) u 4 bolesnika, a u 1 bolesnika na

temporalnom dijelu glave.



LOKALIZACIJA KOZNIH PROMJENA

noge i glutealno podrucje 28
noge 25
noge, glutealno podrucje i ruke 13
noge i ruke 6
noge, glutealno podrudje, ruke i trup (prsiste/trbuh/leda) 4
noge, ruke i trup (prsiste/trbuh/leda) 4
noge, ruke i glava 2
noge, glutealno podrudje, ruke i glava 2
noge i trup (prsiste/trbuh/leda) 1

noge i glava 1

0 5 10 15 20 25 30
broj bolesnika

Slika 21. Raspodjela koznih promjena u djece s IgAV-om pokazuje da najveci broj, njih 53 (61,6%),
ima uobicajeno prisutne promjene po kozi nogu i glutealnog podrudja.

5.1.2.2. KoStano-miSi¢ni sustav

Kostano-misiéni sustav u najveéeg broja djece, njih 48 (63,2%), ocitovao se oteklinama
i bolovima u zglobovima, u 16 djece (21%) bile su prisutne samo artralgije dok je artritis bez
prisutnih artralgija razvilo 12 djece (15,8%) (tabl. 4).

Artritis udruzen s artralgijama kao vode¢i simptom od strane kostano-mi$i¢nog sustava
se znatno ucestalije pojavljivao u ispitivanoj populaciji 1gAV-a nego iskljucivo izolirane
artralgije, odnosno artritis (y°=43,57, p<0,001).

Najcesce zahvaceni zglobovi bili su gleznjevi u 56 bolesnika i koljena u 26 bolesnika,
potom laktovi u 6 bolesnika i ru¢ni zglobovi u 5 bolesnika, a u jedne bolesnice i proksimalni
interfalangealni (PIP) zglobovi (sl. 22). Artritisom i/ili artralgijama su najcesce bila zahvac¢ena
po 2 zgloba (sl. 23).

U djece sa zahvacenim koStano-miSi¢nim sustavom znatno ucestalije su primjenjivani

NSAID (32=14,05, p<0,001).
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5.1.2.3. Gastrointestinalni sustav

Zahvacenost GI sustava klini¢ki se najcesce ocitovala bolovima u trbuhu i to u 30

bolesnika (34,8%). Ozbiljne GI simptome u vidu invaginacije crijeva i makroskopskog

krvarenja iz probavnog trakta razvilo je sveukupno 6 bolesnika (7%) (tabl. 4).

UZV trbuha je u¢injen u svih bolesnika sa zahva¢enim GI sustavom te je u 11 bolesnika

(28,2%) opisan kao mezenterijski limfadenitis, a u 6 bolesnika (15,4%) opisan je edem uz

zadebljanje crijevne stijenke. UZV je u sva 3 bolesnika (8%) s invaginacijom crijeva istu i
detektirao (sl. 24).
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NALAZ UZV-a TRBUHA

3 bolesnika
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edem i zadebljanje stijenki crijeva - invaginacija crijeva

Djeca s IgAV-om koja su razvila Gl manifestacije u sklopu bolesti nisu se statisti¢ki
znacajnije razlikovala po dobi i spolu od preostale djece s IgAV-om.

Djeca sa zahvacenim GI sustavom statisticki su rjede imala koStano-miSi¢ne simptome
(x*=4,26, p=0,038) u usporedbi s djecom koja su imala IgAV bez GI manifestacija, odnosno
postojala je negativna korelacija izmedu GI i ko§tano-misi¢nih simptoma (1= -0,252, p<0,001).

Prosirenost koZnih promjena iznad razine donjih udova bila je ucestalije prisutna u djece
sa zahvaéenim GI sustavom i blizu postizanja statisticke znacajnosti (¥?=3,23, p=0,072) te je
znacajno pozitivno bila povezana s Gl sustavom (t=0,168, p=0,022).

Nije uocena ucestalija pojava nefritisa u skupini djece s IgAV-om koja su imala
zahvaéen GI sustav (x>=1,09, p=0,297) (tabl. 5).

Tablica 5. Usporedba demografskih i klini¢kih znacajki u djece s IgAV-om koja su razvila Gl

manifestacije u sklopu bolesti i djece bez GI manifestacija

varijabla IgAV p vrijednost
IgAV bez GI (N=47) IgAV s GI (N=39)

dob (godine) 5,8 (4,4-7,5) 7,0 (5,4-8,4) 0,453*

spol (%) zenski 26 (55,3%) 23 (59%) 0,733**
muski 21 (44,7%) 16 (41%)

prethodna infekcija 30 (63,8%) 30 (77%) 0,188**

u anamnezi (%)

kozne promjene prosirene iznad 14 (29,8%) 19 (48,7%) 0,072**

razine donjih udova (%)
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recidivi koznih promjena (%) 9 (19,1%) 7 (18%) 0,887**
prisutnost teskih koZnih 3 (6,4%) 1 (2,6%) 0,623***
promjena (%)

potkozni edemi (%) 15 (31,9%) 11 (28,2%) 0,709%*
zahvacenost kos§tano-mi$i¢nog 45 (95,7%) 31 (79,5%) 0,038***
sustava (%)

nefritis (%) 12 (25,5%) 14 (35,9%) 0,297**
zahvacenost urogenitalnog 3 (14,3%) 3 (18,75%) > (0,999***
sustava (%)

relaps IgAV-a 10 (21,3%) 11 (28,2%) 0,456**
PVAS 2 (2-3,5) 6 (4-7,5) <0,001*
TERAPIJA

NSAID 44 (93,6%) 31 (79,5%) 0,060***
glukokortikoidi 10 (21,3%) 26 (66,7%) <0,001**
imunosupresivna terapija 3 (6,4%) 8 (20,5%) 0,060***
ACE inhibitori 4 (8,5%) 11 (28,2%) 0,023%**
IVIG 0 (0%) 2 (5,1%) 0,203%**

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gl - gastrointestinalni, PVAS - bodovni sustav za aktivnost pedijatrijskog vaskulitisa, NSAID -

nesteroidalni protuupalni lijekovi, ACE - angiotenzin konvertiraju¢i enzim, IVIG - intravenski imunoglobulini

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u slu¢aju simetri¢ne raspodjele podataka ili

kao medijan s pripadajué¢im interkvartilnim rasponom u slucaju asimetricne raspodjele podataka

*Mann-Whitneyjev U test; **hi kvadrat test; ***Fisherov egzaktni test
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PVAS je takoder bio statisticki znacajno veéi (Z= -5,92, p<0,001) te je pozitivho
korelirao sa zahva¢anjem GI sustava (t=0,587, p<0,001) (tabl. 5, sl. 25).

Potreba za glukokortikoidnim lijekovima bila je znacajno veéa u djece koja su imala
zahvaden probavni sustav u sklopu IgAV-a (x>=18,04, p<0,001), a ¢e3ée su lijeceni i
antihipertenzivnim lijekovima (x?=4,95, p=0,023). Zahvaéenost GI sustava i upotreba

glukokortikoida bili su znac¢ajno snazno pozitivno povezani (t=0,477, p<0,001).

5.1.2.4. Nefritis

Nefritis se klinicki ocitovao patoloskim nalazom urina u 26 bolesnika, a vrijeme
proteklo od dijagnoze IgAV-a do pojave nefritisa kretalo se u rasponu od 13 (4,25-25,5) dana
(prikazano kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom) S najmanjom vrijednosti od
0 dana, a najve¢om od 223 dana.

Djeca koja su razvila nefritis u sklopu IgAV-a nisu se statisticki znacajnije razlikovala
po dobi, spolu, antropometrijskim obiljezjima (tjelesna masa, tjelesna visina i indeks tjelesne
mase (ITM)) i vrijednostima sistolickog i dijastolickog tlaka od preostale djece s I[gAV-om.
Djeca s nefritisom po dobi su bila nesto starija, a razlika je bila grani¢no znacajna (Z= -1,95,
p=0,05). Gledano u klinickim znacajkama IgAV-a takoder nije bilo statisticki znacajnih
razlika izmedu oboljele djece s nefritisom i bez nefritisa iako su recidivi koznih promjena u
djece s nefritisom bili nesto ugestaliji te takoder blizu granice statisticke zna¢ajnosti (yx%=3,64,
p=0,056) (tabl. 6). Dob (t=0,175, p=0,017) i recidivi koznih promjena (1=0,182, p=0,013) su

znacajno pozitivno bili povezani s nefritisom.

Tablica 6. Usporedba demografskih, antropometrijskih i klini¢kih znacajki u djece s IgAV-om

bez nefritisa i s nefritisom

varijabla IgAvV p vrijednost
IgAV bez nefritisa (N=60) IgAVN (N=26)

dob (godine) 6,2 (4,4-7,3) 7,4 (5,7-8,2) 0,05*

spol (%) Zenski 36 (60%) 13 (50%) 0,389**
muski 24 (40%) 13 (50%)

stanovanje u prigradskim i 23 (38,3%) 16 (61,5%) 0,047**

ruralnim mjestima (%)

tjelesna masa (kg) 23,5 (17-32) 27,3 (17,8-38) 0,333*
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tjelesna visina (cm) 125 (109-134) 127,25 (110,5-141)  0,904*

ITM (kg/m?) 16 (15-19) 17 (15-22) 0,502*
sistolicki arterijski tlak (mmHg) 106,9 £+ 12,7 110,2 + 15,5 0,393***
dijastoli¢ki arterijski tlak (mmHg) 66,7 + 10,2 68,8 + 13,8 0,519***
prethodna infekcija u anamnezi 43 (71,6%) 17 (65,4%) 0,560**

(%)

kozne promjene prosirene iznad 21 (35%) 12 (46,1%) 0,328**
razine donjih ekstremiteta (%)

recidivi koznih promjena (%) 8 (13,3%) 8 (30,8%) 0,056**
prisutnost teskih koznih promjena 3 (5%) 1 (3,8%) > (0,999****
(%)

potkozni edemi (%) 15 (25%) 11 (42,3%) 0,108**
zahvacenost kostano-misi¢nog 53 (88,3%) 23 (88,5%) > (0,999%****
sustava (%)

zahvacenost probavnog sustava 25 (41,7%) 14 (53,8%) 0,297**

(%)

zahvacenost urogenitalnog 4 (16,7%) 2 (15,4%) > (0,999****
sustava (%)

relaps IgAV-a 8 (13,3%) 13 (50%) <0,001**
PVAS 2 (2-4) 7 (5-9) <0,001*
TERAPIJA

NSAID 54 (90%) 21 (80,8%) 0,239**
glukokortikoidi 20 (33,3%) 16 (61,5%) 0,015**
imunosupresivna terapija 0 (0%) 11 (42,3%) < 0,001****
ACE inhibitori 1 (1,7%) 14 (53,9%) < 0,001****
IVIG 0 (0%) 2 (7,7%) 0,089%****

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, ITM — indeks tjelesne mase, PVAS - bodovni sustav za aktivnost pedijatrijskog vaskulitisa,

NSAID - nesteroidalni protuupalni lijekovi, ACE - angiotenzin konvertiraju¢i enzim, IVIG - intravenski imunoglobulini

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u sluéaju simetri¢ne raspodjele podataka ili

kao medijan s pripadajué¢im interkvartilnim rasponom u slucaju asimetricne raspodjele podataka

*Mann-Whitneyjev U test test; **hi kvadrat test; ***t-test parova; ****Fisherov egzaktni test

Oboljela djeca s nefritisom &e$ée su imala relapse IgAV-a (x?=13,2, p<0,001) i vecu
aktivnost bolesti mjerenu s PVAS (Z= -6,51, p<0,001) (tabl. 6, sl. 26). PVAS je znacajno

pozitivno korelirao s nefritisom (1=0,647, p<0,001).
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U djece s IgAVN-om upotreba glukokortikoidnih lijekova bila je ¢eséa (x?=5,93,
p=0,015), kao i potreba za lije¢enjem imunosupresivnim lijekovima (¥*=29,1, p<0,001) i ACE
inhibitorima (x?=34,3, p<0,001) nego u preostale djece s IgAV-om (tabl. 6).

Prisutnost nefritisa je znacajno pozitivno korelirala s primjenom antihipertenziva

(=0,649, p<0,001), imunosupresiva (1=0,597, p<0,001) i glukokortikoida (t=0,247, p<0,001).

Ukupno je bioptirano 12 bolesnika s nefritisom (46,2%). Za analizu bubreznih bioptata
primjenjena je Oxfordska Klasifikacija (tabl. 7). Svi bolesnici imali su histoloski aktivnu
bolest. Mezangijski (M1) i/ili endokapilarni (E1) hipercelularitet naden je u svih bolesnika, a
celularni polumjeseci u polovice bolesnika pri ¢emu su u svih polumjeseci bili prisutni u
manje od 25% glomerula (C1). Znakove kroniciteta, odnosno tubularnu atrofiju (T1/T2) i/ili

intersticijsku fibrozu, nije imao nijedan bolesnik.

Tablica 7. Pregled nalaza bubrezne biopsije u 12 djece s nefritisom u sklopu IgAV-a

histoloska varijabla BIOPTIRANA DJECA S NEFRITISOM

Oxfordske klasifikacije 1 2. 3 4 5 6. 7. 8 9 100 1. 12
mezangijska MO + + +
hipercelularnost M1 + + + + + + + + +
endokapilarna EO + + + + +
hipercelularnost El1 + + + + + + +
segmentalna SO+ + + + + + + +
glomeruloskleroza  S1 + + + +
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tubularna atrofija TO + + + + + + + +
i/ili intersticijska T1
fibroza T2
polumjeseci Co + + +
Ci1 + + + + n
C2

Sva djeca s nefritisom imala su dobar ishod, 18 djece je ocijenjeno kao ishod A dok je 8

djece ocijenjeno kao B.

5.1.3. Usporedba laboratorijskih nalaza u djece s IgAV-om i kontrolnih ispitanika

Djeca s IgAV-om imala su statisticki znacajno vise vrijednosti SE-a, CRP-a, broja

leukocita, neutrofila i trombocita, fibrinogena, d-dimera, omjera albumina i kreatinina u urinu

i IgA te statistiCki znaajno nize vrijednosti hemoglobina, kreatinina, ukupnih proteina i

albumina u usporedbi s kontrolnom skupinom djece (tabl. 8). Serumski kreatinin pozitivno je

korelirao s dobi ispitanika (1=0,529, p<0,001).

Tablica 8. Usporedba laboratorijskih nalaza djece s IgAV-om i kontrolnih ispitanika

varijabla IgAV (N=86) kontrolna skupina (N=70)  p vrijednost
SE (mm/h) 18 (8-30) 7 (4,75-11) <0,001*
CRP (mg/l) 6,8 (2,1-18,3) 1(1-1) < 0,001*
leukociti (x10%/1) 10,1 (8,2-12,8) 6,15 (5,0-7,0) <0,001*
neutrofili (x10%/1) 5,5 (4,2-8,1) 2,7 (2,1-3,7) <0,001*
eritrociti (x10%2/1) 4,62 +0,42 4,75+ 0,38 0,063**
hemoglobin (g/l) 1243+ 11,3 130,8 11,1 <0,001**
trombociti (x10%/1) 3553 £82,1 291,8 £ 71,6 <0,001**
kreatinin (umol/l) 35 (28-40,25) 44 (36,25-50,75) <0,001*
urea (mmol/l) 45+1,15 4,4+1,08 0,647**
fibrinogen (g/1) 3,5(2,8-4,2) 2,4 (2,2-2,8) <0,001*
d-dimeri (pg/l) 2,9 (1,1-7,3) 0,2 (0,19-0,33) <0,001*
PV 1,01 +0,15 0,99 £0,13 0,653**
APTV (5) 25,4 +3,8 25,65 +2,09 0,703**
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omjer albumin/kreatinin 5,1 (1,3-14) 0,85 (0,6-1,3) <0,001*
u urinu (mg/mmol)

ukupni proteini (g/1) 68,5 (65-72) 72 (69,5-74) <0,001*
albumini (g/1) 39,44 +5,13 45,16 £ 3,05 <0,001**
IgA (g/l) 1,7 (1,25-2,42) 1,24 (0,98-1,56) < 0,001*
1gG (g/l) 10,92 + 2,92 10,68 + 2,09 0,612**
IgM (g/l) 0,94 (0,7-1,2) 1,1 (0,8-1,3) 0,164*

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, SE - sedimentacija eritrocita, CRP - C-reaktivni protein, PV - protrombinsko vrijeme, APTV
aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, 1gA - imunoglobulin A, 1gG - imunoglobulin G, IgM - imunoglobulin M

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u slu¢aju simetri¢ne raspodjele podataka ili
kao medijan s pripadajuc¢im interkvartilnim rasponom u sluc¢aju asimetri¢ne raspodjele podataka

*Mann-Whitney U test za nezavisne uzorke; **t-test za nezavisne uzorke

Djeca s IgAV-om su prilikom postavljanja dijagnoze bolesti imala statisticki znacajno
viSe vrijednosti SE-a, CRP-a, broja leukocita i neutrofila, ureje, fibrinogena, d-dimera,
feritina, 1gA i 1gG, komponenti komplementa i kalprotektina te ucestalije pozitivan nalaz
okultnog krvarenja u stolici u usporedbi s razdobljem nakon Sest mjeseci. Vrijednosti

eritrocita, APTV-a, ukupnih proteina i albumina bile su statisticki znacajno nize (tabl. 9).

Tablica 9. Usporedba laboratorijskih nalaza u djece s IgAV-om na pocetku bolesti i nakon Sest

mjeseci pracenja

varijabla IgAV p vrijednost
0. mjesec (N=86) 6. mjesec (N=84)

SE (mm/h) 18 (8-30) 9 (6-14) < 0,001*
CRP (mg/l) 6,8 (2,2-17,8) 1(0,6-1,7) <0,001*
leukociti (x10%/1) 10,1 (8,2-12,74) 7,24 (6,1-8,03) <0,001*
neutrofili (x10%/1) 5,48 (4,18-8,04) 3,15 (2,41-4,04) <0,001*
eritrociti (x102/1) 4,62 +0,42 4,75 + 0,35 0,04**
hemoglobin (g/1) 1243 +11,3 127,2+8,9 0,068**
trombociti (x10%/1) 343 (290-402) 324 (288-367) 0,072*
kreatinin (umol/I) 35 (28-40) 36 (31,5-42) 0,197*
urea (mmol/L) 4,35 (3,6-5,4) 4,05 (3,4-4,6) 0,005*
fibrinogen (g/1) 3,5(2,8-4,15) 2,7(2,4-3,1) <0,001*
d-dimeri (pg/l) 2,89 (1,15-7,27) 0,27 (0,19-0,36) <0,001*
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PV 0,99 (0,91-1,11) 1,02 (0,92-1,11) 0,624*
APTV (s) 25 (23,2-26,4) 27,25 (25,6-28,6) <0,001*
feritin (ng/ml) 58,45 (34,6-86,1) 24,85 (16,2-41,7) <0,001*
omjer albumin/kreatinin u 5,1 (1,3-14) 3,7 (1-12) 0,154*
urinu (mg/mmol)

eritrociturija (>2+ na urin test 22 (25,6%) 13 (15,5%) 0,103***
traci) (%)

proteinurija (>2+ na urin test 14 (16,3%) 8 (9,5%) 0,189***
traci) (%)

24-satna proteinurija (g/dU) 0,07 (0,05-0,15) 0,07 (0,05-0,14) 0,625*
eGFR (ml/min/1,73 m?) 139,2 £ 29,7 1482 +29.4 0,111**
ukupni proteini (g/1) 68,5 (65-72) 72 (67-74) <0,001*
albumini (g/1) 39,45 (37-42) 44 (42-46,2) <0,001*
IgA (g/l) 1,69 (1,25-2,42) 1,49 (1-1,9) < 0,001*
1gG (g/l) 10,49 (8,88-12,7) 9,78 (8,42-11,61) <0,001*
IgM (g/l) 0,94 (0,71-1,21) 1,03 (0,76-1,26) <0,001*
ukupni IgE (kIU/) 69,65 (24,6-116) 65,65 (22,9-145) 0,925*
C3(g/l) 1,32 +0,24 1,22 +0,21 0,003**
C4(g/l) 0,27 (0,21-0,33) 0,23 (0,17-0,26) < 0,001*
CH50 (%) 91 (79-109) 81 (76-97) 0,017*
pozitivni test na okultno 24 (27,9%) 1(1,2%) < 0,001****
krvarenje (%)

kalprotektin (ug/g) 37 (20-83) 28 (20-34) 0,002*

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, SE - sedimentacija eritrocita, CRP - C-reaktivni protein, PV - protrombinsko vrijeme, APTV -

aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, eGFR - glomerularna filtracija, IgA - imunoglobulin A, 1gG - imunoglobulin G, IgM

- imunoglobulin M, IgE - imunoglobulin E, C3, C4 - komponente komplementa C3 i C4, CH50 - ukupni komplement

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u slu¢aju simetri¢ne raspodjele podataka ili

kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom u slucaju asimetricne raspodjele podataka

*Wilcoxonov t-test za zavisne uzorke; **t-test parova; ***hi kvadrat test; ****Fisherov egzaktni test

Djeca s IgAV-om koja su razvila Gl manifestacije bolesti imala su statisti¢ki znac¢ajno

vise vrijednosti 24-satne proteinurije u usporedbi s djecom koja nisu razvila Gl manifestacije

te je pronadena znacajna pozitivna korelacija ovih dviju varijabli (t=0,224, p=0,002).

Vrijednosti fekalnog kalprotektina bile su statisticki znacajno vise u oboljele djece s GI

manifestacijama i znacajno su pozitivno korelirale sa zahvacanjem GI sustava (t=0,267,
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p<0,001). Pozitivni nalaz okultnog krvarenja u stolici takoder je snazno pozitivno korelirao s

G| manifestacijama u IgAV-u (t=0,631, p<0,001) (tabl. 10).

Tablica 10. Usporedba laboratorijskih nalaza u djece s IgAV-om s Gl manifestacijama bolesti

i bez GI manifestacija u akutnoj fazi bolesti

varijabla IgAV p vrijednost
IgAV bez GI (N=47) IgAV s GI (N=39)
SE (mm/h) 23,6 (11-32) 19,4 (6-28) 0,197*
CRP (mg/l) 13,3 (2,6-16,3) 14,3 (1,9-20,3) 0,586
leukociti (x10%/1) 11,5 (8,9-13,6) 10,1 (6,9-12,24) 0,092*
neutrofili (x10%/1) 6,3 (4,2-7,67) 6,43 (4,1-8,2) 0,769*
eritrociti (x10%2/1) 4,65 +0,35 4,59+0,5 0,615**
hemoglobin (g/1) 124,5+9,6 124,05 +£13,24 0,859**
trombociti (x10%/1) 365,02 + 81,03 343,5+82.9 0,228**
kreatinin (umol/I) 34,6 +£9,3 36,9 +£10,7 0,275**
urea (mmol/l) 4,23 +1,03 4,8+1,2 0,026**
fibrinogen (g/1) 3,6 (2,9-4,1) 3,5(2,7-4,3) 0,775*
d-dimeri (pg/l) 4,06 (1,27-4,95) 6,3 (1,0-8,4) 0,736*
PV 1,02 +0,16 0,99+0,14 0,493**
APTV () 25,96 £4,11 247 +33 0,127**
feritin (ng/ml) 69,4 (36,7-84) 65,8 (28,4-88,0) 0,579*
omjer albumin/kreatinin 13,74 (1,23-12,0) 8,0 (1,55-17,0) 0,427*
u urinu (mg/mmol)
eritrociturija (>2+ na 11 (23,4%) 13 (33,3%) 0,307***
urin test traki) (%)
proteinurija (>2+ na urin 5 (10,6%) 10 (25,6%) 0,068***
test traki) (%)
24-satna proteinurija 0,21 (0,04-0,09) 0,31 (0,05-0,27) 0,012*
(g/dV)
eGFR (ml/min/1,73 m?) 142,28 (123-158) 136,1 (111,5-152,5) 0,442*
ukupni proteini (g/1) 69,32 (66-72) 66,74 (65-72) 0,101*
albumini (g/1) 38,84 £ 4,19 40,16 £6,05 0,235**
IgA (g/l) 1,81 (1,13-2,32) 1,98 (1,37-2,44) 0,412*
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19G (g/l) 11,2427 10,6 +3,2 0,331%*

IgM (g/l) 1,02 (0,79-1,22) 0,96 (0,66-1,15) 0,143*
ukupni IgE (K1U/I) 78 (36,15-107,5) 56,8 (22,1-151,5) 0,826*
ASTO 187,45 (50-282) 283,42 (50-306) 0,466*
C3(g/l) 1,32+0,23 1,33 £0,25 0,766**

C4 (gl 0,28 0,08 0,27 £0,11 0,901**
CH50 (%) 91,25 (80,5-110) 91,43 (79-107,5) 0,652*
pozitivni test na okultno 0 (0%) 23 (58,9%) <0,001****
krvarenje u stolici (%)

kalprotektin (ng/g) 30,5 (20-51,75) 45 (30-223) 0,004*

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, GI — gastrointestinalni, SE - sedimentacija eritrocita, CRP - C-reaktivni protein, PV - protrombinsko
vrijeme, APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, eGFR - glomerularna filtracija, 1gA - imunoglobulin A, 1gG -
imunoglobulin G, IgM - imunoglobulin M, IgE - imunoglobulin E, ASTO - antistreptolizinski titar, C3, C4 - komponente
komplementa C3 i C4, CH50 - ukupni komplement

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u slu¢aju simetri¢ne raspodjele podataka ili
kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom u slucaju asimetricne raspodjele podataka

*Mann Whitneyjev U test; **t-test parova; ***hi kvadrat test, ****Fisherov egzaktni test

Djeca s IgAV-om koja su razvila nefritis u sklopu bolesti imala su statisti¢ki znacajno
vise vrijednosti omjera albumina i kreatinina u urinu i 24-satne proteinurije te nalaz
eritrociturije i proteinurije u usporedbi s djecom koja nemaju nefritis (tabl. 11, sl. 27).

Snazne i znacajne pozitivne korelacije utvrdene su za nalaze eritrociturije (t=0,891,
p<0,001) i proteinurije (t=0,669, p<0,001) u oboljele djece s nefritisom. Vrijednosti omjera
albumina i kreatinina u urinu (t=0,389, p<0,001) i 24-satne proteinurije (t=0,406, p<0,001)

takoder su zna€ajno pozitivno korelirale s nefritisom u [gAV-u.

24-satna proteinurija omjer albumina i kreatinina u urinu
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Slika 27. Kvantilni dijagram prikazuje statistick znacajne razlike u omjeru albumina i kreatinina u
urinu i 24-satne proteinurije izmedu oboljele djece bez i s nefritisom.
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Vrijednosti komponenti komplementa C3 i C4 bile su zna¢ajno nize u oboljele djece s

nefritisom te su takoder znacajno negativno korelirale s nefritisom (t= -0,207, p=0,006;

1= -0,244, p=0,001) (tabl. 11, sl. 28).
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Slika 28. Kvantilni dijagram prikazuje statisticki znacajne razlike u vrijednostima C3 i C4
komponente komplementa izmedu oboljele djece s nefritisom 1 bez nefritisa.

Tablica 11. Usporedba laboratorijskih nalaza u djece s IgAV-om bez nefritisa i s nefritisom na

pocetku bolesti

varijabla IgAVvV p vrijednost
IgAV bez nefritisa (N=60)  IgAVN (N=26)

SE (mm/h) 19 (8,5-30) 17 (8-28) 0,696*
CRP (mg/l) 7,45 (2,85-24,45) 4,15 (1,0-11,7) 0,118*
leukociti (x10%/1) 10,45 (8,75-12,93) 9,7 (6,9-12,24) 0,142*
neutrofili (x10%/1) 5,72 (4,62-8,03) 4,45 (3,58-8,13) 0,161*
eritrociti (x10%2/1) 4,68 £0,37 4,48 £0,51 0,044%**
hemoglobin (g/1) 125,6 £ 10,1 121,3+ 13,4 0,103**
trombociti (x10%/1) 358,13 + 83,87 348,62 + 79,07 0,624**
kreatinin (umol/I) 35,23 +9,7 36,62 + 10,75 0,558**
urea (mmol/l) 4,47 +1,07 452 +1,34 0,857**
fibrinogen (g/1) 3,6 (2,9-4,3) 3,1(2,4-3,7) 0,028*
d-dimeri (pg/l) 2,8 (1,13-5,34) 3,29 (1,27-9,26) 0,733*
PV 1,01 £0,15 0,99 +0,16 0,435**
APTV (s) 25,15 (23,7-26,4) 24,3 (22,8-27,1) 0,279*
feritin (ng/ml) 64,6 (43-90) 50,7 (28,4-78) 0,081*
omjer albumin/kreatinin 2,2 (1-9) 13,5 (7,89-78,8) <0,001*
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u urinu (mg/mmol)

eritrociturija (>2+ na 0 (0%) 24 (92,3%) <0,001****
urin test traci) (%)

proteinurija (>2+ na urin 0 (0%) 15 (57,7%) <0,001***
test traci) (%)

24-satna proteinurija 0,06 (0,04-0,09) 0,26 (0,08-0,61) <0,001*
(g/dV)

eGFR (ml/min/1,73 m?)  134,8 £29.,0 149,6 £29,4 0,083**
ukupni proteini (g/1) 69 (66-72) 68 (64-70) 0,283*
albumini (g/1) 39,65 +4,75 38,95 +£5,99 0,568**
IgA (g/l) 1,69 (1,25-2,13) 1,84 (1,28-2,63) 0,498*
19G (g/1) 11,05 £2,97 10,62 + 2,84 0,516*
IgM (g/l) 0,96 (0,69-1,21) 0,89 (0,77-1,17) 0,610*
ukupni IgE (K1U/I) 59,9 (24,6-116) 78 (34,2-104) 0,731*
ASTO 100 (50-349) 100 (81-271) 0,992*
C3(g/l) 1,37 0,21 1,22 £0,26 0,008**
C4 (g/) 0,29 + 0,09 0,23 + 0,07 0,005**
CH50 (%) 90 (79-106,5) 93,5 (82-110) 0,961*
pozitivni test na okultho 16 (26,7%) 8 (30,8%) 0,697***
krvarenje (%)

kalprotektin (ug/g) 38 (20-80) 33,5 (20-86,5) 0,822*

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, IgAVN - IgA vaskulitis nefritis, SE - sedimentacija eritrocita, CRP - C-reaktivni protein,
PV - protrombinsko vrijeme, APTV - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme, eGFR - glomerularna filtracija,
IgA - imunoglobulin A, IgG - imunoglobulin G, IgM - imunoglobulin M, IgE - imunoglobulin E, ASTO - antistreptolizinski titar,
C3, C4 - komponente komplementa C3 i C4, CH50 - ukupni komplement

Podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + SD (standardna devijacija) u slu¢aju simetri¢ne raspodjele podataka ili
kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom u sluc¢aju asimetri¢ne raspodjele podataka

*Mann Whitneyjev U test; **t-test parova; ***hi kvadrat test, ****Fisherov egzaktni test

Proteinurija kao patoloSki nalaz u urinu se znatno ucestalije pojavljivao u bioptirane
djece s nefritisom u usporedbi sa svim ostalim (x>=16,34, p<0,001). Ishod nefritisa u djece
koja su bioptirana je ¢esée ocijenjen kao B (x*=7,95, p=0,005) te je zna¢ajno snazno pozitivno
korelirao s eritrociturijom (t=0,667, p<0,001) i proteinurijom (t=0,639, p<0,001) te takoder
nesto slabije, ali isto znaCajno pozitivno s 24-satnom proteinurijom (t=0,561, p<0,001) i

omjerom albumina i kreatinina u urinu (t=0,491, p<0,001). Endokapilarna hipercelularnost u
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nalazu bubrezne biopsije je znaCajno pozitivno korelirala s vrijedno$¢u 24-satne proteinurije

(1=0,437, p=0,048).

5.2. Pregled analize Gd-1gAl1, HMGB1, RAGE i PCDH1

5.2.1. Usporedba Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDHL1 u djece s IgAV-om i kontrolnih
ispitanika

Koncentracije HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu te Gd-lgAl, HMGB1, RAGE i
PCDHI1 u urinu izmjerene na pocetku bolesti bile su statisticki znacajno vise u bolesnika s

IgAV-om u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika (tabl. 12).

Tablica 12. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om na pocetku bolesti i kontrolnih ispitanika

uzorak IgAV (N=86) kontrolna skupina (N=70) p vrijednost

SERUM Gd-IgAl (ug/ml) 52,4 (25,3-96,1) 54,1 (19,4-90,3) 0,299
HMGBL1 (pg/ml) 5573 (2274-13829) 1088 (574,3-2942) < 0,001
RAGE (pg/ml) 309,9 (166,6-432,1)  201,3 (112,7-319,6) 0,005
PCDH1 (ng/ml) 44.5 (28,2-61,5) 18,8 (1,2-45,4) < 0,001

URIN  Gd-IgAl (mg/mmol) 10,8 (6,3-21,2) 5,4 (3,2-9,3) < 0,001
HMGBL1 (ng/mmol)  178,4 (96,7-596,9) 57,1 (36,9-168) < 0,001
RAGE (ng/mmol) 12,2 (7,3-21,2) 5,9 (4,1-10,4) < 0,001
PCDH1 (ng/mmol)  174,6 (72,8-327,5) 71,1 (2,1-138,1) < 0,001

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-1gA1 - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,
RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, U analizi je koristen Mann Whitney U test

Koncentracije HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu te Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i
PCDHL1 u urinu izmjerene u djece s IgAV-om Sest mjeseci nakon postavljanja dijagnoze, i

dalje su znac¢ajno vise u usporedbi s kontrolnom skupinom ispitanika (tabl. 13).
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Tablica 13. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om Sest mjeseci nakon pocetka bolesti i kontrolne skupine ispitanika

uzorak IgAV (N=83) kontrolna skupina (N=70)  p vrijednost

SERUM Gd-IgAl (pg/ml) 49,9 (22,1-87,8) 54,1 (19,4-90,3) 0,668
HMGBL1 (pg/ml) 3477 (1308-6445) 1088 (574,3-2942) < 0,001
RAGE (pg/ml) 302,4 (163,2-388) 201,3 (112,7-319,6) 0,014
PCDH1 (ng/ml) 46,9 (31,8-59,6) 18,8 (1,2-45,4) < 0,001

URIN  Gd-IgA1 (mg/mmol) 11,7 (5,9-18,9) 5,4 (3,2-9,3) < 0,001
HMGB1 (ng/mmol)  173,1 (94,2-380,2) 57,1 (36,9-168) < 0,001
RAGE (ng/mmol) 10,1 (5,9-18,7) 5,9 (4,1-10,4) < 0,001
PCDH1 (ng/mmol)  226,4 (102,1-414,9) 71,1 (2,1-138,1) < 0,001

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-1gA1 - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,

RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, u analizi je koriSten Mann Whitney U test

Dodatno, provedena univarijantna logisticka regresija je kao prediktore 1gAV-a izdvojila
HMGBL1 i RAGE u serumu te RAGE u urinu (tabl. 14).

Tablica 14. Logisticka regresija u predikciji [gAV-a

varijabla SE z-vrijednost OR 95% CI p vrijednost

SERUM Gd-IgAl 0,107 0,555 1,001 0,997-1,006 0,579
HMGB1 0,036 3,923 1,000 1,0001-1,0003 <0,001
RAGE 0,074 2,712 1,004 1,001-1,007 0,007
PCDH1 0,487 1,849 1,018 0,999-1,038 0,064

URIN Gd-lgAl 0,341 1,159 1,029 0,981-1,087 0,246
HMGB1 0,083 -0,122 0,999 0,999-1,001 0,903
RAGE 0,224 1,968 1,033 1,002-1,070 0,049
PCDH1 0,098 0,495 1,001 0,997-1,005 0,621

Kratice: SE (engl. standard error) - standardna pogreska, OR (engl. odds ratio) - omjer izgleda, CI (engl. confidence interval) -

interval pouzdanosti
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5.2.2. Usporedba Gd-IgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 izmedu djece s IgAV-om

Koncentracija HMGB1 i RAGE u serumu izmjerena u djece s IgAV-om na pocetku
bolesti su znacajno veée u usporedbi s koncentracijom izmjerenom Sest mjeseci nakon
pocetka bolesti, odnosno u razdoblju praéenja. Koncentracija Gd-IgAl i PCDH1 nije se
znacajnije razlikovala u promatranom razdoblju. Znacajne razlike nije bilo niti za vrijednosti

izmjerene u urinu (tabl. 15, sl. 21).

Tablica 15. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om na pocetku bolesti i nakon Sest mjeseci pracenja

uzorak IgAV p vrijednost
0. mjesec (N=86) 6. mjesec (N=83)

SERUM  Gd-IgAl (pg/ml) 52,4 (25,3-96,1) 49,9 (22,1-87,8) 0,231
HMGB1 (pg/ml) 5573 (2274-13829) 3477 (1308-6445) <0,001
RAGE (pg/ml) 309,9 (166,6-432,1)  302,4 (163,2-388) 0,012
PCDH1 (ng/ml) 445 (28,2-61,5) 46,9 (31,8-59,6) 0,746

URIN Gd-1gA1 (mg/mmol) 10,8 (6,3-21,2) 11,7 (5,9-18,9) 0,944
HMGBL1 (ng/mmol)  178,4 (96,7-596,9)  173,1 (94,2-380,2) 0,755
RAGE (ng/mmol) 12,2 (7,3-21,2) 10,1 (5,9-18,7) 0,077
PCDH1 (ng/mmol)  174,6 (72,8-327,5)  226,4 (102,1-414,9) 0,109

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-1gA1 - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,
RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, u analizi je koristen Wilcoxonov t-test za zavisne uzorke

serumski HMGBI1 serumski RAGE
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Slika 29. Kvantilni dijagram prikazuje statisticki znacajne razlike u serumskim koncentracijama
HMGBI i RAGE izmedu kontrolne skupine i djece s IgAV-0m na pocetku bolesti i nakon sest mjeseci.
Statisticka znacajnost (p<0,05) postoji kada se usporede IgAV 0. mjesec i kontrolna skupina, 1gAV
6. mjesec i kontrolna skupina te izmedu same oboljele djece.
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Koncentracija Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu nije se zna¢ajno
razlikovala izmedu djece s IgAV-om kojoj su kozne promjene bile ograni¢ene samo na donje

udove u usporedbi s djecom kojoj su se kozne promjene prosirile iznad razine donjih udova
(tabl. 16).

Tablica 16. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om u djece ovisno o prosirenosti koznih promjena iznad razine donjih udova

uzorak IgAV p vrijednost

koZne promjene samo na prosirene kozne

donjim udovima (N=53)  promjene (N=33)

SERUM  Gd-IgAl (ug/ml) 52,74 (25,92-96,0) 50,96 (24,82-91,6) 0,667
HMGBL (pg/ml) 5497,8 (2251,3-13799,5)  5599,8 (4108,5-10369,5) 0,795
RAGE (pg/ml) 332,67 (211,05-425,17)  283,9 (146,62-436,89) 0,865
PCDH1 (ng/ml) 44,84 (31,39-58,92) 44,25 (10,21-70,88) 0,696
URIN Gd-IgA1 (mg/mmol) 10,3 (6,0-18,6) 11,9 (7,2-22,1) 0,194
HMGBL (ng/mmol) 170,67 (100,06-349,1) 258,03 (94,76-729,05) 0,569
RAGE (ng/mmol) 12,84 (7,09-23,07) 11,82 (7,48-20,63) 0,645
PCDHI1 (ng/mmol)  174,6 (77,4-276.8) 218,6 (61,1-364,1) 0,535

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-IgA1 - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,
RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, u analizi je koristen Mann Whitney U test

Nije bilo statisticki znacajnih razlika u koncentraciji Gd-lgA1l, HMGB1, RAGE i
PCDHI u serumu i urinu izmedu djece s IgAV-om koja su razvila Gl manifestacije u sklopu

bolesti u usporedbi s onima bez Gl manifestacija (tabl. 17).
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Tablica 17. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu
djece s IgAV-om bez GI manifestacija i s Gl manifestacijama

uzorak IgAV p vrijednost
IgAV bez GI (N=47) IgAV s GI (N=39)

SERUM  Gd-IgAl (ug/ml) 64,71 (28,34-99,36) 37,2 (23,64-90,67) 0,161
HMGBL1 (pg/ml) 5497,8 (1523,9-13915,9)  6055,8 (2975,4-13799,5) 0,557
RAGE (pg/ml) 316,09 (206,84-445,23)  307,8 (141,3-421,5) 0,563
PCDHL1 (ng/ml) 40,78 (24,58-59,74) 47,12 (33,31-62,92) 0,383

URIN Gd-IgA1 (mg/mmol) 10,3 (6,42-17,42) 11,1 (6,08-25,21) 0,563
HMGBL1 (ng/mmol) 166,94 (89,63-349,10) 262,6 (104,5-722,8) 0,182
RAGE (ng/mmol) 12,04 (7,09-18,55) 12,3 (9,2-24,98) 0,528
PCDH1 (ng/mmol) 159,07 (61,11-276,89) 204,5 (74,81-364,7) 0,320

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gl - gastrointestinalni, Gd-IgA1 - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL1 - protein visoke
pokretljivosti iz skupine 1, RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadajuc¢im interkvartilnim rasponom, u analizi je koristen Mann Whitney U test

Nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentraciji Gd-lgAl, HMGB1, RAGE i
PCDHI u serumu i urinu izmedu djece s IgAV-om koja su razvila nefritis u sklopu bolesti u

usporedbi s onima bez nefritisa izmjereno na pocetku bolesti (tabl. 18).

Tablica 18. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om bez nefritisa i s nefritisom na pocetku bolesti

uzorak IgAV (0. mjesec) p vrijednost
IgAV bez nefritisa (N=60) IgAVN (N=26)

SERUM  Gd-IgAl (ng/ml) 55,7 (23,5-96,9) 50 (31,2-91,6) 0,783
HMGB1 (pg/ml) 54775 (2266,6-14531,6)  6303,9 (2349-11042,9) 0,966
RAGE (pg/ml) 294,1 (145,3-434,2) 314,1 (251,7-425,2) 0,492
PCDH1 (ng/ml) 46,5 (32,4-62,4) 41,0 (2,6-59) 0,309

URIN Gd-IgAl (mg/mmol) 10,8 (6,3-18,9) 10,8 (6,4-25,7) 0,657
HMGB1 (ng/mmol)  143,1 (88,9-568,3) 340,9 (134,7-644,1) 0,083
RAGE (ng/mmol) 12,2 (8,2-17,6) 13,8 (6,9-29,1) 0,540
PCDH1 (ng/mmol) 1744 (86,3-302,7) 186,4 (6,2-364,1) 0,733

Kratice: 1gAV - IgA vaskulitis, IgAVN - IgA vaskulitis nefritis, Gd-IgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1, RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, u analizi je koriSten Mann Whitney U test
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Koncentracija HMGB1 u urinu izmjerena u djece s IgAV-om koja su razvila nefritis su
statistiCki znacajno vece u usporedbi s djecom koja nisu razvila nefritis izmjereno Sest mjeseci

nakon pocetka bolesti, odnosno u razdoblju pracenja (tabl. 19).

Tablica 19. Usporedba koncentracija Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

djece s IgAV-om bez nefritisa i s nefritisom nakon Sest mjeseci prac¢enja

uzorak IgAV (6. mjesec) p vrijednost
IgAV bez nefritisa (N=58) IgAVN (N=25)

SERUM  Gd-IgAl (ug/ml) 51,09 (21,52-88,75) 40,24 (27,93-90,1) 0,863
HMGBL (pg/ml) 3245 (1367-5552) 3519 (1241-9295) 0,832
RAGE (pg/ml) 275,9 (140,8-369) 331,3 (236,4-416,6) 0,073
PCDH1 (ng/ml) 49,74 (38,35-59,07) 41,27 (10,8-65,1) 0,206

URIN Gd-1gAl (mg/mmol) 12,04 (6,86-19,36) 11,17 (4,26-19,98) 0,618
HMGB1 (ng/mmol)  133,2 (85,9-318,6) 270,9 (146,7-542,7) 0,049
RAGE (ng/mmol) 8,6 (5,9-19,1) 11,99 (6,04-18,52) 0,697
PCDH1 (ng/mmol)  209,1 (103-409,5) 257,1 (77,6-459,2) 0,699

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, IJAVN - IgA vaskulitis nefritis, Gd-IgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGB1 - protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1, RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

Podaci su prikazani kao medijan s pripadaju¢im interkvartilnim rasponom, U analizi je koriSten Mann Whitney U test
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5.2.3. Predikcija klini¢kih znaéajki IgAV-a

Univarijantna logisticka regresija kao prediktore artritisa u IgAV-u izdvojila je Gd-1gA1,
RAGE i PCDH1 u serumu te HMGBL1 u urinu (tabl. 20).

Tablica 20. Logisticka regresijska analiza u predikciji artritisa u IgAV-u

varijabla SE z-vrijednost OR 95% CI p vrijednost

SERUM  Gd-lgAl1  0,1753 -2,200 0,972 0,943-0,992 0,0278
HMGB1 0,037 0,885 1,000 0,999-1,000 0,3762
RAGE 0,182 -2,219 0,992 0,983-0,998 0,0265
PCDH1 0,354 2,502 1,068 1,021-1,137 0,0124

URIN Gd-1gAl 0,594 1,752 1,079 1,007-1,206 0,0797
HMGB1 0,085 2,222 1,001 1,000-1,002 0,0263
RAGE 0,343 1,408 1,036 0,998-1,001 0,1590
PCDH1 0,172 -1,700 0,994 0,986-0,999 0,0892

Kratice: SE (engl. standard error) - standardna pogreska, OR (engl. odds ratio) - omjer izgleda, CI (engl. confidence interval) -

interval pouzdanosti

Univarijantna logisticka regresija nije izdvojila Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u

serumu i urinu kao znacajne za nastanak nefritisa u IgAV-u (tabl. 21).

Tablica 21. Logisticka regresijska analiza u predikciji nefritisa u IgAV-u

varijabla SE z-vrijednost OR 95% CI p vrijednost

SERUM Gd-lgA1 0,002 0,470 1,001 0,997-1,005 0,638
HMGB1 0,019 -0,666 0,999 0,999-1,000 0,505
RAGE 0,001 0,688 1,001 0,998-1,003 0,492
PCDH1 0,009 -1,315 0,988 0,970-1,005 0,189

URIN Gd-1gAl 0,016 0,245 1,004 0,971-1,035 0,806
HMGB1 0,0003 -0,563 0,999 0,999-1,000 0,573
RAGE 0,011 0,835 1,009 0,986-1,034 0,404
PCDH1 0,163 -0,033 0,999 0,998-1,002 0,974

Kratice: SE (engl. standard error) - standardna pogreska, OR (engl. odds ratio) - omjer izgleda, CI (engl. confidence interval) -

interval pouzdanost



5.2.4. Korelacija Gd-IgA1l, HMGB1, RAGE i PCDHI1 s Kklini¢kim znac¢ajkama IgAV-a i
aktivnosti bolesti

Serumska koncentracija RAGE je znacajno negativno korelirala s brojem zahvacenih
zglobova (1= -0,227, p=0,010) te znacajno pozitivno s artralgijama i artritisom (t=0,185,
p=0,030). Serumska koncentracija Gd-IgAl negativno je korelirala s artritisom (= -0,203,
p=0,033), a serumski PCDH1 negativno je korelirao s artralgijama (t= -0,192, p=0,043)
(tabl. 22).

Tablica 22. Korelacija serumske koncentracije Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 s

klinickim karakteristikama djece s IgAV-om

KLINICKE ZNACAJKE Kendallova SERUM
IgAV-a tau korelacija  Gd-lgA1  HMGB1  RAGE PCDH1
KOZNE prosirenost T 0,002 0,031 -0,073 0,067
PROMJENE koznih promjena p 0,979 0,728 0,411 0,450
recidivi koznih 1 -0,077 0,001 0,028 0,041
promjena p 0,389 0,987 0,757 0,649
teze kozne T 0,015 0,035 0,068 0,075
promjene p 0,870 0,697 0,448 0,400
potkozni edem T 0,036 0,017 -0,028 0,056
p 0,686 0,853 0,750 0,527
KOSTANO- broj zahvac¢enih 1 0,064 0,107 -0,227 -0,064
MISICNI zglobova p 0,466 0,223 0,010 0,466
SUSTAV artralgije T 0,102 0,063 -0,131 -0,192
p 0,285 0,508 0,169 0,043
artritis T -0,203 0,085 -0,099 0,182
p 0,033 0,369 0,298 0,054
artralgije i T 0,067 -0,118 0,185 0,025
artritis D 0,477 0,216 0,030 0,796
GASTROINTESTINALNI T -0,126 0,053 -0,052 0,078
SUSTAV p 0,159 0,552 0,558 0,381
NEFRITIS T -0,025 -0,004 -0,062 0,091
p 0,778 0,963 0,487 0,308

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-lIgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,
RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1
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Znacajna pozitivna povezanost pronadena je izmedu koncentracije PCDHI u urinu s

artritisom (t=0,238, p=0,012) (tabl. 23).

Tablica 23. Korelacija koncentracije Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 u urinu s klini¢kim
karakteristikama djece s IgAV-om

KLINICKE ZNACAJKE Kendallova URIN
IgAV-a tau korelacija  Gd-lgA1  HMGB1  RAGE PCDH1
KOZNE progirenost T 0,075 0,044 -0,038 0,017
PROMJENE koznih promjena p 0,401 0,623 0,668 0,851
recidivi koznih 1 0,044 -0,034 -0,040 0,079
promjena P 0,622 0,700 0,653 0,377
teze kozne T 0,011 0,079 0,044 0,024
promjene p 0,902 0,378 0,623 0,790
potkozni edem  t 0,078 -0,004 0,039 0,076
p 0,384 0,966 0,658 0,395
KOSTANO-  broj zahvaéenih  t 0,064 0,120 0,045 0,049
MISICNI  zglobova P 0,466 0,170 0,604 0,578
SUSTAV artralgije T -0,092 -0,050 -0,050 -0,138
P 0,333 0,601 0,601 0,146
artritis T 0,153 0,126 0,059 0,238
P 0,107 0,185 0,531 0,012
artralgije i T -0,038 -0,053 -0,003 -0,063
artritis p 0,690 0,576 0,974 0,504
GASTROINTESTINALNI T 0,052 0,119 0,057 0,089
SUSTAV D 0,558 0,180 0,524 0,316
NEFRITIS T -0,040 -0,155 -0,055 0,031
P 0,652 0,082 0,535 0,728

Kratice: IgAV - IgA vaskulitis, Gd-lgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGBL - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1,

RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

U djece s IgAV-om koncentracije Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu

nisu znacajno korelirale s PVAS zbrojem (tabl. 24).
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Tablica 24. Korelacija Gd-1gAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 s PVAS zbrojem

Kendallova SERUM URIN
tau korelacija ~ Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1 Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1
PVAS 1 -0,054 0,030 0,020  -0,041 0,019 0,121 0,068 0,009

p 0495 0,703 0,796 0,608 0,814 0,126 0,390 0,905

Kratice: PVAS - bodovni sustav za aktivnost pedijatrijskog vaskulitisa, Gd-IgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGB1 -
protein visoke pokretljivosti iz skupine 1, RAGE - receptor za krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

5.2.5. Korelacija Gd-1gA1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 s laboratorijskim nalazima

U djece s IgAV-om serumske koncentracije HMGB1 su pozitivno korelirale s CRP-om
(t=0,161, p=0,029), feritinom (t=0,219, p=0,004) i IgG-om (1=0,147, p=0,045) na pocetku
bolesti. Serumske koncentracije RAGE su pozitivno korelirale s IgG (1=0,145, p=0,048), a
serumski PCDH1 s brojem trombocita (1=0,218, p=0,003). Koncentracije Gd-IgAl, RAGE i
PCDHI u urinu su znacajno negativno korelirale sa serumskim vrijednostima kreatinina.
HMGBL1 u urinu je znacajno pozitivno korelirao s nalazom eritrociturije u sedimentu urina
(t=0,183, p=0,012) na pocetku bolesti. Koncentracije Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u

urinu su znacajno pozitivno korelirale s omjerom albumina i kreatinina u urinu (tabl. 25).

Tablica 25. Korelacija Gd-IgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 s laboratorijskim nalazima na

pocetku bolesti

nalazi Kendallova SERUM URIN
::)urelacija Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1 Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1
SE T 0,063 0,092 0,059 0,059 -0,163 -0,167 -0,029  -0,055
p 0,407 0,228 0,440 0,438 0,034 0,030 0,704 0,475
CRP T -0,020 0,161 0,026 0,041 0,061 0,044 0,077 0,097
p 0,782 0,029 0,725 0,578 0,411 0,550 0,299 0,191
leukociti T 0,093 0,002 -0,071 0,112 0,018 -0,156 -0,025  -0,031
p 0,207 0,982 0,336 0,129 0,806 0,033 0,737 0,676
neutrofili T -0,012 0,108 -0,060 0,137 0,048 -0,144 -0,051  -0,006
p 0,873 0,143 0,410 0,062 0,514 0,049 0,485 0,938
eritrociti T -0,047 0,056 0,020 0,071 -0,109 -0,059 -0,089  -0,072
p 0,524 0,448 0,785 0,341 0,143 0,425 0,227 0,331
hemoglobin ¢ -0,037 0,083 0,056 0,065 -0,087 -0,029 -0,069  -0,056
p 0,614 0,264 0,449 0,378 0,243 0,695 0,349 0,453
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trombociti 0,105 0,021 0038 0,218 0,111 -0,009  -0,045 0,092
0,154 0,771 0,602 0,003 0,130 0,899 0536 0,210
kreatinin 0,097 0,100 0,054 0,000 0,155 0,099  -0,156 -0,149
0,192 0,178 0467 1,0 0,038 0,182 0,036 0,044
urea 0,001 0,007 0071  -0,081  -0,109  -0013  -0,027 -0,043
0,985 0,920 0341 0,276 0,142 0,861 0712 0,558
fibrinogen 0,023 0,116 -0,033 0,014 0,011 0,017 0073  -0,035
0,763 0,124 0,659 0,856 0,883 0,823 0,334 0,637
D-dimeri 0,009 0,065 0122 -0,011 0,106 0,220 0,116 0,149
0,905 0,379 0,098 0,878 0,148 0,003 0115 0,042
PV 0,063 0,032 -0,058 0,071 0,039 0070 0074 0,022
0,391 0,665 0,433 0,334 0,596 0,347 0314 0,771
APTV 0,047 0,097  -0,003 0,043 0,150 0,007 0,037 0,062
0,526 0,189 0,964 0,558 0,042 0,929 0,617 0,403
feritin 0,054 0,219 0057  -0,096  -0,198 0,018 0039  -0,078
0,471 0,004 0,447 0,201 0,009 0,810 0,603 0,298
alb/kreatinin 0,047 0,050 -0,015 0,0003 0,203 0,193 0,187 0,149
u urinu 0,534 0,509 0,838 0,997 0,007 0,010 0,013 0,047
eritrociturija 0,065 0,029 0,044  -0,028 0,047 0,183 0,095  -0,007
0,374 0,683 0,548 0,700 0,524 0,012 0194 0,923
proteinurija 0,125 0,013 0,032 0,013 -0,005 0,022 0,044  -0,033
0,089 0,853 0,659 0,853 0,043 0,765 0551 0,649
24-satna 0,057 0,002 0109 0,007 -0,080 0,005 0,014  -0,0003
proteinurija 0,435 0,979 0134 0,922 0,273 0,949 0853 0,997
eGFR 0,056 -0,096 0,096  -0,004 0,090 0,141 0,037 0,120
0,544 0,295 0,295 0,962 0,328 0,126 0,689 0,190
ukupni 0,039 0,075 0,098  -0,044  -0,134 0045  -0,100 -0,092
proteini 0,601 0,320 0,191 0,562 0,075 0,550 0,183 0,223
albumini 0,127 0,002  -0,064 0,081 0,072 0,035 -0,059  -0,013
0,085 0,997 0,381 0,269 0,330 0,636 0423 0,861
IgA 0,104 0,073 0,085 0,042 0,134 0,047 0,100 -0,049
0,157 0,319 0,246 0,566 0,068 0,519 0,176 0,500
19G 0,062 0,147 0,145 0,076 0152  -0,049  -0,132 -0,090
0,397 0,045 0,048 0,300 0,038 0,500 0,073 0,220
IgM 0,016 0,079 0,026 -0,037  -0,027 0049 0073 -0,051
0,829 0,279 0,726 0,615 0,715 0,497 0,321 0,488
IgE 0,141 0,011 0017 -0,198  -0065 0,041 0031  -0,098
0,084 0,895 0831 0,015 0,423 0,619 0699 0,227
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C3 T -0,004 0,046 0,017 0,058 -0,040 -0,107 -0,002  -0,054
p 0,954 0,546 0,826 0,443 0,602 0,160 0,980 0,478
C4 T -0,028 0,069 0,053 -0,027 -0,099 -0,024 0,047 -0,071
p 0,713 0,369 0,488 0,725 0,194 0,750 0,540 0,352
CH50 T -0,070 0,010 -0,011 0,123 -0,007 0,007 0,005 0,016
p 0,417 0,908 0,898 0,154 0,935 0,935 0,954 0,853
kalprotektin ¢ -0,037 0,076 0,105 0,098 0,023 0,088 0,091 -0,004
p 0,621 0,309 0,159 0,191 0,753 0,235 0,225 0,958

U razdoblju pracenja, serumske koncentracije Gd-IgA1 su znacajno pozitivno korelirale

s eGFR-om (1=0,183, p=0,049), a negativno s nalazom proteinurije (7= -0,192, p=0,010) i

vrijednostima 24-satne proteinurije (7= -0,218, p=0,004). | dalje ostaju znacajne pozitivne

korelacije HMGB1, RAGE i PCDH1 u urinu s omjerom albumina i kreatinina u urinu.

Dodatno,

koncentracija HMGB1 u urinu znacajno je pozitivno korelirala s

vrijednostima eGFR (1=0,254, p=0,006). U razdoblju pracenja ostaje znaCajna pozitivna

korelacija izmedu koncentracije HMGBI1 u urinu 1 eritrociturije u nalazu sedimenta urina

(1=0,193, p=0,009) (tabl. 26).

Tablica 26. Korelacija Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 s laboratorijskim nalazima nakon

Sest mjeseci

nalazi Kendallova SERUM URIN
Z;elacija Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1 Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1
SE T -0,100 0,028 0,031 0,053 -0,110 -0,036 -0,068  -0,064
p 0,190 0,711 0,682 0,502 0,151 0,636 0,373 0,422
CRP T -0,093 0,091 0,016 0,036 0,199 0,122 0,034 0,100
p 0,241 0,251 0,842 0,667 0,132 0,124 0,665 0,227
leukociti T -0,053 0,099 -0,052 0,050 0,014 0,068 -0,087  -0,084
p 0,485 0,193 0,496 0,531 0,854 0,367 0,252 0,286
neutrofili T -0,120 0,038 0,118 0,066 0,055 0,080 0,001 0,023
p 0,117 0,617 0,123 0,410 0,472 0,298 0,986 0,771
eritrociti T -0,134 -0,007 -0,088  -0,056 -0,060 -0,010 -0,130  -0,143
p 0,079 0,932 0,245 0,481 0,431 0,899 0,086 0,070
hemoglobin ¢ -0,133 0,042 -0,026  -0,022 -0,067 0,067 -0,035  -0,074
p 0,083 0,584 0,731 0,787 0,382 0,382 0,647 0,352
trombociti T 0,004 0,013 -0,139 0,242 -0,124 -0,033 -0,276  -0,073
p 0,961 0,864 0,066 0,002 0,101 0,665 <0,001 0,352
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kreatinin -0,100 0,048 0,001 0,040 -0,241 -0,068 0,097  -0,193
0,190 0,519 0,984 0,609 0,001 0,359 0,193 0,013
urea 0,147 0,019 0,079  -0,033 -0,033 -0,026 0,049  -0,101
0,052 0,801 0,299 0,672 0,659 0,735 0,518 0,202
fibrinogen -0,097 0,123 0,046  -0,009 0,002 0,063 0,031  -0,030
0,206 0,108 0,552 0,907 0,976 0,411 0,686 0,703
D-dimeri -0,238 -0,048 0,022  -0,030 -0,086 -0,033 -0,098  -0,183
0,002 0,537 0,776 0,706 0,265 0,668 0,205 0,023
PV -0,088 0,042 -0,007 0,122 -0,029 0,015 0,091  -0,085
0,253 0,582 0,930 0,130 0,707 0,848 0,238 0,288
APTV 0,095 0,019 0,048 0,152 0,080 -0,032 0,039 0,082
0,216 0,798 0,535 0,059 0,299 0,680 0,605 0,309
feritin -0,150 -0,032 0,113  -0,105 -0,064 -0,023 0,032  -0,124
0,058 0,688 0,156 0,207 0,416 0,772 0,688 0,135
alb/kreatinin -0,002 -0,048 0,024 0,067 0,114 0,184 0,298 0,184
U urinu 0,982 0,533 0,760 0,407 0,141 0,018 <0,001 0,023
eritrociturija -0,141 0,074 0,082  -0,044 -0,061 0,193 -0,019 0,009
0,059 0,323 0,273 0572 0,411 0,009 0,796 0,902
proteinurija -0,192 0,011 0,032  -0,002 -0,115 0,120 0,025  -0,029
0,010 0,881 0,667 0,982 0,124 0,107 0,736 0,712
24-satna -0,218 0,199 0,152 0,043 -0,137 0,148 0,040 0,038
proteinurija 0,004 0,009 0045 0,583 0,071 0,051 059 0,628
eGFR 0,183 0,051 0,221  -0,090 0,113 0,254 0,182 0,148
0,049 0,586 0,018 0,345 0,225 0,006 0,051 0,119
ukupni 0,001 0,031 0,031 0,122 0,111 -0,028 -0,048  -0,097
proteini 0,990 0,699 0,699 0,136 0,160 0,718 0,543 0,236
albumini 0,050 -0,013 -0,040 0,080 0,003 -0,060 -0,078  -0,029
0,520 0,865 0,605 0,319 0,966 0,441 0,309 0,721
IgA -0,116 -0,030 0,064 0,068 -0,142 0,025 0,032  -0,018
0,132 0,695 0,410 0,400 0,067 0,746 0,682 0,819
19G -0,060 0,036 0,033 0,153 -0,117 -0,117 -0,063  -0,127
0,440 0,644 0,669 0,058 0,130 0,130 0,493 0,115
IgM -0,066 0,005 -0,107 0,038 -0,051 -0,081 0,082  -0,104
0,395 0,948 0,166 0,641 0,509 0,298 0,290 0,196
IgE 0,130 -0,082 -0,005  -0,031 -0,024 -0,062 0,047 -0,005
0,135 0,350 0,952 0,740 0,780 0,474 0,593 0,961
Cc3 -0,172 -0,036 -0,086 0,057 -0,101 -0,001 -0,103  -0,146
0,027 0,641 0,269 0,484 0,195 0,993 0,187 0,070
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C4 T -0,069 -0,109 0,032 -0,023 -0,005 0,035 0,173 0,044

p 0,380 0,165 0,688 0,778 0,948 0,656 0,028 0,592
CH50 T -0,020 0,034 -0,089 0,007 -0,014 -0,009 -0,048  -0,107
p 0,812 0,692 0,297 0,937 0,874 0,919 0,571 0,234
kalprotektin ¢ 0,060 0,010 0,218 -0,039 0,012 0,001 0,112 0,064
p 0,513 0,916 0,017 0,686 0,896 0,995 0,220 0,506

Koncentracija HMGB1 u urinu znacajno je pozitivno Kkorelirala s ishodom nefritisa
(t=0,287, p=0,044) (tabl. 27).

Tablica 27. Korelacija Gd-IgA1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 s ishodom IgAVN-a

nalazi Kendallova SERUM URIN
tau Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDHl1 Gd-lgAl HMGB1 RAGE PCDH1
korelacija
ishod T -0,238 0,119 0,049 0,122 0,069 0,287 0,059 0,019
nefritisa p 0,096 0,405 0,727 0,427 0,627 0,044 0,677 0,900

Kratice: Gd-IgAl - imunoglobulin Al bez galaktoze, HMGB1 - protein visoke pokretljivosti iz skupine 1, RAGE - receptor za
krajnje produkte uznapredovale glikacije, PCDH1 - protokadherin 1

5.2.6. Korelacija Gd-1gAl1, HMGB1, RAGE i PCDHL1 s histoloskim varijablama biopsije
bubrega

Koncentracija PCDH1 u serumu znacajno je pozitivno korelirala s histoloskim nalazom
mezangijske hipercelularnosti (M1) (t=0,450, p=0,042), a negativho s endokapilarnom
hipercelularnosti (E1) (== -0,478, p=0,030) u bioptirane djece (tabl. 28).

Tablica 28. Korelacija koncentracije Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu s

nalazom histoloskih varijabli Oxfordske klasifikacije

histoloska varijabla Kendallova SERUM

Oxfordske Klasifikacije  tau korelacija  Gd-1gA1 HMGBI1 RAGE PCDH1
mezangijska T -0,261 0,071 0,024 0,450
hipercelularnost p 0,238 0,748 0,915 0,042
endokapilarna T 0,062 0,187 0,187 -0,478

hipercelularnost p 0,778 0,397 0,397 0,030




segmentalna T -0,087 -0,043 0,043 -0,130

glomeruloskleroza p 0,694 0,844 0,844 0,555

polumjeseci T 0,229 0,104 -0,062 -0,021
p 0,300 0,638 0,778 0,925

Kratice: M0 vs. M1 (mezangijska hipercelularnost), EO vs. E1 (endokapilarna hipercelularnost), SO vs. S1 (segmentalna

glomeruloskleroza), CO vs. C1 + C2 (polumjeseci, od engl.

crescents)

Tablica 29. Korelacija koncentracije Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u urinu s nalazom
histoloskih varijabli Oxfordske klasifikacije

histoloska varijabla Kendallova tau URIN
Oxfordske klasifikacije  korelacija Gd-1gA1 HMGB1 RAGE PCDH1
mezangijska T -0,071 -0,166 -0,024 0,024
hipercelularnost p 0,748 0,453 0,915 0,915
endokapilarna T -0,229 0,104 0,270 -0,312
hipercelularnost p 0,300 0,638 0,221 0,158
segmentalna T -0,218 0,043 -0,043 0,043
glomeruloskleroza p 0,325 0,844 0,844 0,844
polumjeseci T 0,229 -0,021 0,270 -0,146
p 0,300 0,925 0,221 0,509

Kratice: M0 vs. M1 (mezangijska hipercelularnost), EO vs. E1 (endokapilarna hipercelularnost), SO vs. S1 (segmentalna

glomeruloskleroza), CO vs. C1 + C2 (polumjeseci, od engl.

crescents)

5.2.7. ROC analiza vrijednosti odredivanja Gd-1gAl, HMGB1, RAGE i PCDH1

ROC analiza odredivanja serumske koncentracije Gd-IgA1 kod postavljanja dijagnoze

pokazala je da nema znacajne razlike izmedu djece s IgAV-om i kontrolne skupine u predikciji

postojanja bolesti budu¢i da je povrSina ispod krivulje (AUC, engl. area under the curve)
iznosila 54,9% (p=0,304), osjetljivost je bila 68,6%, a specificnost 47,1% (sl. 30).
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Slika 30. ROC analiza vrijednosti odredivanja Gd-1gAl u serumu kod postavljanja dijagnoze u
predikciji postojanja IgAV-a.

Za razliku od toga, pri ROC analizi odredivanja koncentracije Gd-IgAl u urinu kod
postavljanja dijagnoze pri vrijednosti 6,4 mg/mmol nadena je znacajna povrsina ispod krivulje
od 73,6% (p<0,001) s osjetljivosti od 75,6% i specifi¢nosti od 65,7% u razlikovanju oboljele
djece od kontrolnih ispitanika (sl. 31).
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Slika 31. ROC analiza vrijednosti odredivanja Gd-lgAl u urinu kod postavljanja dijagnoze u
predikciji postojanja IgAV-a.
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Za razliku od Gd-IgAl, ROC analiza odredivanja koncentracije HMGBI kod
postavljanja dijagnoze pokazala je statisticke znacajne razlike i u serumu i u urinu i to pri
vrijednostima > 3926,95 pg/ml u serumu i > 81,5 ng/mmol u urinu. Naime, nadene su
znacajne razlike povrsina ispod krivulje od 78,4% (p<0,001) za koncentraciju u serumu,
odnosno 78,2% (p<0,001) za koncentraciju u urinu s osjetljivos¢u od 67,4% odnosno 83,7%
te specificnosti od 82,9% odnosno 65,7% u razlikovanju djece s IgAV-om od kontrolne
skupine (sl. 32).
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Slika 32. ROC analiza odredivanja koncentracije HMGBI1 u serumu i urinu kod postavljanja
dijagnoze u predikciji postojanja IgAV-a.



Sli¢an rezultat ROC analize takoder je pokazala i koncentracija RAGE gdje su u serumu
i u urinu kod postavljanja dijagnoze nadene statisticki znaajne razlike. Pri tome pri
vrijednostima > 329,02 pg/ml u serumu i > 9,25 ng/mmol u urinu povrsina ispod krivulje
iznosila je 63,1% (p=0,004) za serum, odnosno 72% (p<0,001) za urin s osjetljivoscu od
46,5% odnosno 68,6% te specificnoséu od 78,6% odnosno 72,9% u razlikovanju djece s

IgAV-om od kontrolne skupine (sl. 33).
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Slika 33. ROC analiza odredivanja koncentracije RAGE u serumu i urinu kod postavljanja dijagnoze
u predikciji postojanja IgAV-a.



I za PCDH1 ROC analizom dobivene su znacajne razlike u serumu i u urinu kod
postavljanja dijagnoze. Pri vrijednosti > 29,03 ng/ml u serumu i > 158,18 u ng/mmol u urinu
povrsina ispod krivulje iznosila je 70,5% (p<0,001), odnosno 72,8% (p<0,001) s osjetljivos¢u
od 75,6% odnosno 54,6% te specifi¢nosti od 59,4% i 81,3% u razlikovanju oboljele djece od
kontrolne skupine (sl. 34).
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Slika 34. ROC analiza odredivanja koncentracije PCDHI u serumu i urinu kod postavljanja
dijagnoze u predikciji postojanja IgAV-a.



6. RASPRAVA

IgAV sa svojom procijenjenom godisnjom incidencijom 3-55,9 na 100.000 djece
predstavlja najces¢i vaskulitis kod djece u svijetu, a tako 1 u Hrvatskoj gdje je prosjecna
godiSnja incidencija precizno procijenjena na 6,79 na 100.000 djece po ¢emu smo sli¢ni s
ostalim europskim zemljama (2, 10-13). Postavljanje dijagnoze IgAV-a u svakodnevnom
klinickom radu relativno je jednostavno zbog jasnih EULAR/PRINTO/PRES klasifikacijskih
kriterija, a i sama bolest prepoznatljiva je zbog svojih karakteristiénih koznih promjena (7).
Ipak, ostaju odredeni izazovi i nepoznanice vezane uz sam IgAV, a ti¢u se patogeneze bolesti,
trajanja autoimunosnog procesa 1 pracenja bolesnika. Kada razmiSljamo o mogué¢im
oStec¢enjima i dugorocnim komplikacijama samog IgAV-a kao najznacajniji izdvaja se nefritis
koji se, ovisno o literaturnim podacima, javlja u 20-40% djece s IgAV-om te predstavlja rizik
kroni¢nog ostecenja bubrezne funkcije u oboljele djece u rasponu 1-5% (1, 3-6, 120, 121, 127,
128). Pitanja i izazovi koji se pritom namecu ukljuCuju pravovremeno prepoznavanje i
lije¢enje takvih bolesnika, a u pogledu IgAV-a ¢ini se da bi analiza cirkuliraju¢ih biomarkera u
serumu i urinu mogla imati, izmedu ostalog, upravo i takvu korist (166-177).

Opce karakteristike ispitanika uklju¢enih u ovo istrazivanje pokazale su da demografski
podaci o djeci s IgAV-om, s obzirom na raspon dobi koji je u ovom istrazivanju bio 6,4 (4,5-
7,8) godina, odgovaraju podacima vezanim uz dob vecini dosad objavljenih istrazivanja (10,
11, 13, 96, 97, 99, 102, 113-115, 121, 124, 137). S druge strane, u radovima turskih i azijskih
autora prosjec¢na dob oboljele djece bila je starija od 7,5 godina (101, 103, 116, 117, 125, 139)
dok su tek sporadi¢na istrazivanja u kojima se IgAV dijagnosticira u djece mlade od 5,5
godina (107, 138, 239). S obzirom na raspodjelu po spolu medu oboljelom djecom s IgAV-
om u ovom istrazivanju dominiraju djevojéice u omjeru 1,3:1 §to nije uobicajena raspodjela
buduci da je, barem prema vecini do sad objavljenih istrazivanja, IgAV podjednako zastupljen
u oba spola (11, 13, 26, 96, 97, 99, 116, 178). Ima istrazivanja koja su zabiljezila ucestalije
obolijevanje muske djece u odnosu na zensku djecu i do 1,8 puta vise (105). Malo je
objavljenih istrazivanja u kojima dominiraju zenska djeca (101, 104, 106). Dobiveni rezultat
vece prevalencije djevojCica naspram djecCaka u ovom istrazivanju mozda se moze objasniti
opcenito povecanom predispozicijom za autoimunosne reumatske bolesti koje se inace Cesce
javljaju u zenskog spola Sto se povezuje s utjecajem spolnih hormona estrogena i prolaktina,
spolnim dimorfizmom, u¢inkom X-kromosoma na stanice imunoloskog sustava, posebno Th1
stanice koje su uklju¢ene u autoimunosni odgovor, pa sve do spoznaja kako veliki broj gena

uklju€enih u imunoloski odgovor poput Foxp3, TLR7, TLR8, CD40L itd. je prisutan upravo
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na X-kromosomu (240, 241). Medutim, u IgAV-u koji se obi¢no pojavljuje u djece
predpubertetske dobi kada su razine spolnih hormona podjednake u djevojCica i djecaka,
prevalencija zenskog spola ne moze se u potpunosti objasniti samo spolnim razlikama nego
vjerojatno postoji i neki drugi bioloski uzrok koji dovodi do te razlike (242).

Najveci broj oboljele djece dijagnosticiran je tijekom jeseni i zime §to odgovara veéini
istrazivanja (11, 97, 103-106, 113, 116, 120, 178). To se vjerojatno moze pripisati sezonskoj
pojavi respiratornih infekcija koje se smatraju jednim od glavnih okolisnih ¢imbenika za
razvoj IgAV-a (11, 58, 103, 116, 178). U ovom istrazivanju u vise od dvije treCine djece
razvoju IgAV-a takoder je prethodila infekcija, najéesce gornjeg diSnog sustava, a gotovo
identi¢ne rezultate zabiljezila su takoder i neka druga istrazivanja (96, 113, 116, 178). Najveci
broj djece s IgAV-om u ovom istrazivanju dolazi iz dva najveca hrvatska grada ili okolnih
blizih mjesta §to je slino zapazanjima iz prethodno objavljene nacionalne epidemioloske
studije (13). Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku rezultati zadnjeg popisa
stanovni$tva iz 2021. pokazuju da u Republici Hrvatskoj (RH) ukupno zivi 3 871 833
stanovnika, a od toga djeca, odnosno stanovnistvo mlade od 18 godina s ukupnim brojem od
774 817 ¢ini to¢no petinu stanovnistva RH-a (20%) (243). Prema velikom epidemioloskom
istrazivanju o pojavnosti IgAV-a u pedijatrijskoj populaciji RH-a procijenjena godisnja
incidencija IgAV-a iznosi 6,79 (s intervalom pouzdanosti 6,26-7,36) na 100.000 djece.
To znaci da priblizno u godini dana u RH se moze ocekivati oko 50 oboljele djece [6,79
(6,26-7,36) x (774 817/100 000) = 52,6 (48,5-57)]. Nacionalna retrospektivna istrazivanja
provedena od pocetka 2009. do kraja 2019. godine u pet najvec¢ih klini¢kih ustanova koja
imaju prijavljenu zdravstvenu djelatnost pedijatrijske reumatologije zabiljezila su vise od 600
oboljele djece od IgAV-a u jedanaestogodi$njem razdoblju Sto potvrduje o¢ekivanu prosje¢nu
incidenciju od 50-ak novooboljele djece u godini dana (96, 99). Epidemiolosko istrazivanje
Piram i suradnika broj¢anu raznolikost incidencije oboljele djece s IgAV-om obrazlozilo je
rasprSenjem po zdravstvenim ustanovama razli€itih kategorija medu kojima primarne i
privatne zdravstvene ustanove imaju zajedni¢ki udio od 10% te je takoder naglasilo o¢ekivani,
statistiCki znacajniji udio djece s IgAV-om koja imaju tezu klinicku sliku bolesti medu
tercijarnim zdravstvenim ustanovama (11). Vjerojatno slicno objasnjenje moze postojati i za
RH. Naime iako je godisnja incidencija precizno procijenjena na 6,79 na 100.000 djece,
podaci o oboljeloj djeci dobiveni su upisom u pet tercijarnih centara koja su sudjelovala sto
znaCi da vjerojatno postoje slucajevi koji su tijekom prethodnih godina ostali neupisani

(na razini tercijarnih centara). Zbog "rasprSenja" manjeg dijela oboljele djece koje se dogodi
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po sekundarnim i privatnim zdravstvenim ustanovama moguce je da je godisnja incidencija
IgAV-a u RH ipak malo veca, premda je precizna geostatisticka studija obuhvatila 90%
populacije od interesa dajuci relativno stabilnu vrijednost. Pored precizno izraunate
incidencije IgAV-a nacionalna epidemioloska studija ukazala je na zanimljivo grupiranje
djece s IJAVN-om na podrucju istoéne Hrvatske linearnom duzinom oko rijeka Drave, Save i
Dunava te u mediteranskom podruc¢ju (13). Ovo istrazivanje s ukupno 86 oboljele djece s
IgAV-om nema dovoljno veliku kohortu ispitanika niti uklju¢enost svih centara u RH da uoci
takvo grupiranje, ali uoceno je da su oboljela djeca s nefritisom ces¢e dolazila iz okolnih
mjesta blizu grada Zagreba, konkretnije iz gradskih i ruralnih naselja Zagrebacke zupanije i iz
manjih hrvatskih mjesta openito. Navedeno zapazanje se time oslanja na rezultate iz velike
nacionalne studije prema kojima djeca s IgAV-om koja razviju nefritis ne dolaze iz gradskih
ve¢ prigradskih i ruralnih mjesta buduci da su Zarista (engl. hot spot clusters) nefritisa prema
epidemioloskoj studiji bila mahom slavonski gradi¢i i sela uz rijeke $to takoder spada u manja
mjesta. Moze se samo nagadati zasto dolazi do takvih ZariSta, a objaSnjenja mogu biti od
socioekonomskih preko okoliSnih ¢imbenika pa do nedostupnosti zdravstvene zastite.

Kozne promjene koje su nuzan kriterij za dijagnozu IgAV-a bile su prisutne kod sve
oboljele djece i to najc¢eS¢e tipi€no kao palpabilna purpura i/ili petehije bez prisutne
trombocitopenije ili nekog drugog koagulacijskog poremecaja Sto u prakticnom smislu
klinicaru omogucuje dijagnosticiranje bolesti s velikom sigurno$¢u. Moguca je pojava nesto
manje uobicajenih koznih promjena poput hematoma u kombinaciji s palpabilnom purpurom
koje je u ovom istrazivanju imalo 4 oboljele djece (4,6%). Spanjolski autori su u svojoj
kohorti u cak 43% oboljele djece uz purpuri¢ni osip dodatno opisali prisutne makularne,
papularne, vezikularne ili urtikarijalne promjene (104). Ulceracije i nekroze bile su prisutne u
4 oboljele djece (4,6%) Sto je u skladu s literaturnim podatcima o rijetkoj pojavi takvih teSkih
koznih promjena (4, 96, 97, 103). To¢an uzrok i mehanizam nastanka takvih koznih promjena
u IgAV-u nisu jasni, a ukljucuju traumu, pritisak, fragilitet koze, imunoloSku disregulaciju,
lokalno djelovanje leukocitne esteraze, MMP-2 i MMP-9 koje dovode do proteolize kolagena
u kozi (244). Nije nadena znaCajna povezanost izmedu proSirenosti i izrazenosti koznih
promjena s veéom ucestalosti drugih klinickih obiljezja IgAV-a, ponajprije nefritisa i
gastrointestinalnih manifestacija. Literaturni podaci su po tom pitanju kontradiktorni iako
najvedi broj istrazivanja potvrduje da postoji pozitivna povezanost (95-97, 99-102). lzuzetak
je istrazivanje na 87 odraslih bolesnika gdje nije pronadena povezanost izmedu proSirenosti

koznih promjena i nefritisa, odnosno sistemskih manifestacija [gAV-a (245). Sli¢no drugim
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istrazivanjima, i u ovom su kozne promjene u najveceg broja bolesnika bile prvi klini¢ki znak
IgAV-a (103-105, 114, 115). Ucgestalost recidiva koznih promjena, koja je u ovom
istrazivanju iznosila 18,6%, takoder odgovara vecini literaturnih podataka (1, 3-5, 97, 116).
Jedino se istrazivanje Wanga i suradnika istice po velikom broju recidiva budué¢i je ¢ak 73%
bolesnika imalo recidive koznih promjena (103). Buduci da je u najveéeg broja bolesnika
dijagnoza IgAV-a jasna na temelju klinicke slike, biopsija koze rijetko je indicirana $to je
slu¢aj i U ovom istrazivanju gdje je napravljena u 3 bolesnika (3,5%) te je u svim slu¢ajevima
patohistoloski nalaz bioptata koze ukazivao na leukocitoklasti¢ni vaskulitis s IgA depozitima
Sto je kompatibilno dijagnozi. Potkozni edemi registrirani su u 30,2% oboljele djece §to je
gotovo identi¢no rezultatima zabiljezenim iz jednog turskog istrazivanja (116).

Kostano-miSi¢ne manifestacije su, nakon koznih promjena, bila druga po ucestalosti
znacajka IgAV-a u ovom istrazivanju §to je sukladno vecini istrazivanja (96, 97, 99, 102-107,
115). Oboljela djeca ve¢inom su imala istodobno prisutne otekline i bolove u zglobovima, a
najcesce su bili zahvaceni veliki zglobovi poput gleZnjeva i koljena dok su ru¢ni zglobovi i
mali zglobovi $aka bili rijetko zahvaceni, slicno podacima ostalih istrazivanja (103-105, 124).
I u ovom istrazivanju najéesce je bila rije¢ o oligoartritisu buduéi da je najveci broj oboljele
djece imao zahvacen po dva zgloba (103-105). Kostano-mi$i¢ni simptomi u 29% bolesnika
prethodili su koznim promjenama S§to je dvostruko vise nego u ranije objavljenim
istrazivanjima (104, 105).

Gastrointestinalni simptomi u ovom istrazivanju bili su prisutni u 45,3% djece s IgAV-
om §to je u okviru prosjeka koji je opisivan u retrospektivnim istraZivanjima hrvatske
populacije (96, 97, 99, 113). Zahvacenost GI sustava u IgAV-u se prema podacima iz
razli¢itih istrazivanja krece 45-75% (26, 99, 104-106, 108-117), a tako Sirok raspon je
vjerojatno rezultat etniCkih razlika buduci da populacije s dalekog istoka biljeze postotak veci
od 70% (114) dok se u europskim populacijama, kao primjerice u talijanskom istrazivanju
ucestalost kretala oko 50% (105). Moguce je da su tako Siroki rasponi dijelom i okolisno
uvjetovani buduc¢i da se u azijskim populacijama, ¢e$¢e nego u europskim, infekcija s
H. pylori etiopatogenetski povezuje s razvojem IgAV-a te se izolira u djece s
gastrointestinalnim manifestacijama bolesti (246, 247). Turska populacija ima rezultate sli¢ne
europskim (26, 115-117), stovise postotak zahvaéenosti GI sustava u oboljele djece u ovom
istrazivanja je istovjetan rezultatima koje su dobili Batu i1 suradnici gdje je takoder iznosio
45,3% u pedijatrijskoj populaciji (26). Najveci broj bolesnika s GI manifestacijama imao je

blagu klini¢ku sliku koja je ukljucivala bolove u trbuhu i pozitivan nalaz okultnog krvarenja u
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stolici dok su komplikacije poput intususcepcije i krvarenja (hematemeze, melene i
hematokezije) bile rijetko zastupljene (3,5%), ali u skladu s istrazivanjima o njihovoj
pojavnosti medu oboljelom djecom (99, 109, 111-113, 115-117). Najveci broj oboljele djece
imalo je uredan nalaz UZV-a trbuha, sljede¢i po ucestalosti bio je nalaz mezenterijskog
limfadenitisa, a UZV se, kao i u drugim istrazivanjima, pokazao osobito vrijednom
dijagnostickom pretragom U prepoznavanju invaginacije crijeva buduci da je u troje oboljele
djece to i potvrdio (109, 112, 142-144). U ovom istrazivanju Kozne promjene prosirene iznad
razine donjih udova su pozitivno povezane s Gl manifestacijama IgAV-a dok zahvaéenost
kostano-misi¢énog sustava pokazuje negativnu povezanost. Djeca koja su imala zahvacen GI
sustav nisu znacajno uCestalije razvijala nefritis §to je U suprotnosti s ve¢inom istrazivanja
koja GI manifestacije povezuju s povecanim rizikom za razvoj nefritisa i1 sistemskih
manifestacija IgAV-a (99, 113, 116, 121-124).

U ovom istrazivanju 26 djece (30,2%) je u tijeku IgAV-a razvilo znakove nefritisa
prema postavljenim EULAR/PRINTO/PRES Klasifikacijskim kriterijima koji prisutnost
nefritisa definiraju barem jednom od mogucih laboratorijskih promjena u urinu: 24-satnom
proteinurijom ve¢om od 0,3 g/dU, omjerom albumin/kreatinin u urinu ve¢im od 30 mg/mmol,
kvalitativnom prisutnos¢u proteina 2+ na test traci ili eritrociturijom s vise od 2+ na
kvalitativnom pregledu test trakom, odnosno s vise od 5 eritrocita u mikroskopskom pregledu
sedimenta urina (7). Tu odmah treba napomenuti moguci selekcijski bias koji se pritom javlja
budu¢i da djeca s promjenama u urinu manjim od opisanih u vazeé¢im klasifikacijskim
kriterijima nisu razmatrana da imaju znakove nefritisa pa time nisu ni izdvojeni kao skupina.
Nefritis se najcesce ocitovao istodobno prisutnom eritrociturijom i proteinurijom sli¢éno kao u
nekim istrazivanjima (103, 120, 126). U najvecéeg broja oboljele djece, to¢nije njih 19 (73%),
nefritis se razvio unutar 4 tjedna od pocetka IgAV-a, odnosno za vrijeme akutne faze bolesti
Sto je u skladu s ve¢inom objavljenih istrazivanja (104, 105, 113, 120). U preostalo sedmero
djece nefritis se razvio u nekom trenutku tijekom razdoblja pracenja te je detektiran na
jednom od rutinskih pregleda koje je za svu oboljelu djecu bilo svaka dva do tri mjeseca pa
sve do barem navrSenih godinu dana od dijagnosticiranja IgAV-a. Tako je najkasniju pojavu
nefritisa imao djecak kojem se u kontrolnim nalazima urina otkrila eritrociturija nakon 223
dana sto je u prosjeku bilo 7,5 mjeseci od pocetka IgAV-a. Navedeno dodatno naglasava
vaznost kontroliranja rutinskih nalaza urina koje bi prema jednoj sustavnoj analizi trebalo
pratiti barem Sest mjeseci (129), a vjerojatno bi godina dana bila idealna za svu oboljelu djecu

s IgAV-om, kako predlazu preporuke inicijative SHARE (98). Gotovo polovica oboljele djece
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s nefritisom je bioptirana, a sva ta djeca u nalazima urina imala su eritrocituriju i proteinuriju
te je biopsija bubrega napravljena sukladno stru¢nim preporukama (98). U analizi bioptata
koriStena je revidirana Oxfordska klasifikacija koja je primjenjiva za pedijatrijsku populaciju
s IgAVN-om, a dobro predvida ishod bolesti (128, 147, 150, 151). Za razliku od ostalih
istrazivanja u kojima se kao rizi¢ni ¢imbenici nefritisa spominju starija dob, muski spol,
debljina, perzistiraju¢a purpura, teSke kozne i gastrointestinalne manifestacije u ovom
istrazivanju sa sigurno$c¢u nije identificiran nijedan konkretan rizi¢ni ¢imbenik za nefritis (96,
99, 102, 121-126). Medutim, ¢ini se da bi ucestaliji recidivi koznih promjena mozda mogli
biti rizi¢ni ¢imbenik nefritisa buduéi da je razlika izmedu djece s nefritisom i bez nefritisa
koja su imala recidive koznih promjena bila blizu granice dostizanja statisticke znacajnosti
(p=0,056), a znacajna pozitivna korelacija izmedu ta dva entiteta ipak je dokazana. Takoder,
zapazena je slaba, ali znaCajna pozitivna korelacija izmedu nefritisa i dobi bolesnika (1=0,175,
p=0,017) §to u prakticnom smislu znaci da se u klinickom radu moZze ocekivati kako ¢e starija
djeca imati vecu tendenciju da razviju nefritis.

Urogenitalne manifestacije, koje najesce ukljucuju oteklinu 1 bolnost skrotalne regije,
razvilo je 6 djecaka s IgAV-om (16,2%) Sto je u skladu s podacima zabiljeZenim u literaturi o
njihovoj pojavnosti (105, 130-132). UZV skrotuma s obojenim doplerom napravljen je u
samo jednog djecaka s jakim bolovima u skrotalnoj regiji i ukazivao je na pojacanu
vaskularizaciju epididimisa 1 zadebljanu ovojnicu testisa kako je tipi¢no i1 opisano u sklopu
osnovne bolesti. Nije uvijek potrebno raditi UZV skrotalne regije svim bolesnicima, ali je ta
pretraga svakako nuzna kada postoji klinicka sumnja na akutno kirurSko zbivanje poput
torzije testisa (130-132). Testisi se, uz o¢i (roznicu i retinu), sredi$nji ziv€ani sustav i
placentu smatraju imunoloski privilegiranim mjestom zbog slabije izrazenosti klasi¢nih
MHC-1 molekula, konstitucijske izrazenosti Fas liganda koji kontrolira ulazak aktiviranih i
potencijalno autoreaktivnih limfocita koji izrazavaju Fas pokretanjem njihove apoptoze, zatim
zbog testikularnih makrofaga koji inhibiraju lu¢enje proupalnih citokina TNF-o, IL-1p 1 IL-6 i
prevladavajucih regulacijskih T limfocita koji lokalnom proizvodnjom TGF-f sprecavaju
autoimunosnu reakciju i to osobito u onom dijelu gdje je fizicka barijera krv-testis najslabija
(248, 249). Zasto dolazi do autoimune upale u skrotalnoj regiji u IgAV-u jos se ne zna, ali je
odgovor vjerojatno sli¢an obrazloZenju koje postoji za autoimuni orhitis, a to je da uslijed
poveéane proizvodnje proupalnih citokina IL-1, IL-6, TNF-a i IL-12 dolazi do promjene
imunoloSkog mikrookoliSa samog testisa te do povecane propusnosti krvnih zila na barijeri

krv-testis i time ulaska upalnih stanica s posljedi¢nim oste¢enjem (250, 251). Uz izuzetak
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jednog bolesnika koji je razvio tesku komplikaciju u vidu akutnog respiratornog distresnog
sindroma druge moguce sistemske manifestacije I[gAV-a u vidu zahvacenosti srediSnjeg
ziv€anog sustava 1 kardiovaskularnog sustava u ovom istrazivanju nisu zabiljeZene.
Od komplikacija koje su uocene za izdvojiti je sekundarnu hipogamaglobulinemiju u
djevojcice i djecaka s nefritisom koja je posljedi¢no nastala zbog gubitka proteina (albumina i
globulina) urinom.

Barem jedan relaps IgAV-a dozivjelo je 21 bolesnika (24,4%) S§to je u rasponu

ucestalosti recidiva bolesti koje se prema literaturi krece 15-40% (97, 104, 105, 113, 116, 179).

Relaps bolesti je u ovom istrazivanju definiran kao ponovna pojava koznih promjena ili
drugih sistemskih manifestacija karakteristi¢nih za IgAV nakon asimptomatskog razdoblja u
trajanju od najmanje jednog mjeseca (104, 106, 179). U najveceg broja bolesnika relaps je bio
vezan za kozne promjene, a u manjem broju bilo je rije¢ o patoloskom nalazu urina §to je u
skladu s istrazivanjima (97, 113, 116, 179). Dvoje djece s nefritisom u Cetiri navrata imalo je
povrat bolesti, §to je ujedno i najveéi ukupni broj relapsa zabiljezen u ovom istrazivanju.
Broj relapsa je snazno pozitivno korelirao s recidivima purpuri¢nog osipa (1=0,647, p<0,001)
Sto potvrduje i klini¢ka zapazanja iz prakse kako je povrat [gAV-a najceS¢e vezan uz kozne
promjene.

Sli¢no ostalim istrazivanjima i u ovom su najceSc¢e primjenjivani lijekovi bili NSAID i
glukokortikoidi (26, 105, 116, 117). Objasnjenje tako visokom postotku primjene NSAID-a u
oboljele djece je velika ucestalost simptoma od strane kosStano-miSi¢nog sustava Sto je
potvrdeno snaznom pozitivnom korelacijom (1=0,432, p<0,001). Glukokortikoidi su
statisticki znacajnije primjenjivani u oboljele djece s nefritisom i GI manifestacijama te je
takoder primjeCena snazna pozitivna povezanost njihove upotrebe u djece s nefritisom
(t=0,247, p<0,001) i gastrointestinalnim manifestacijama IgAV-a (1=0,476, p<0,001).
Statisticki znacajno ucestalija primjena antihipertenziva iz skupine ACE inhibitora kao i
imunosupresivnih lijekova u djece s nefritisom o¢ekivano je zapazena kao i snazna pozitivna
korelacija (1=0,649, p<0,001; t=0,597, p<0,001). Upotreba imunosupresiva je snazno
pozitivno korelirala s eritrociturijom (t=0,572, p<0,001) i proteinurijom (t=0,773, p<0,001).

Rutinski laboratorijski nalazi ucinjeni u ispitanika pokazali su da su djeca s IgAV-om
imala ubrzanu SE, vise vrijednosti CRP-a, nizu vrijednost hemoglobina, ve¢i broj leukocita,
neutrofila 1 trombocita u usporedbi s kontrolnom skupinom djece po ¢emu su dobiveni
rezultati istovjetni sa opazanjima drugih istrazivanja (115, 252). Znacajne razlike u upalnim

parametrima i krvnoj slici takoder su uoc¢ene i medu samim bolesnicima kada se usporedio
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pocetak bolesti s razdobljem pracenja nakon Sest mjeseci. Oboljela djeca imala su vise
vrijednosti d-dimera i fibrinogena naspram kontrolne skupine na poc¢etku bolesti, ali takoder i
medusobno kada se usporedila akutna faza bolesti i razdoblje pra¢enja. Budu¢i da IgAV
prema klasifikacijskim kriterijima ne moze imati u podlozi koagulacijski poremeéaj, povisene
vrijednosti d-dimera i fibrinogena se u tom slu¢aju ne tumace kao poremecaj koagulacije veé
kao odraz upalnog zbivanja i oStec¢enja endotelnih stanica koje iz svojih Weibel-Paladnih
tjeleSaca oslobadaju von Willebrandov faktor i P-selektin zbog ¢ega dolazi do adhezije
trombocita 1 pokretanja koagulacijskog sustava kojeg uvijek prati i pojacana fibrinoliza, a
d-dimeri kao razgradni produkti fibrinogena pritom rastu (253, 254). Takoder jedno od
mogucih obrazloZenja je da upala "otapa” fibrinski film koji u normalnim uvjetima prekriva
endotelne stanice pri ¢emu dolazi do povecéanja koli¢ine fibrinskih niti u cirkulaciji, a i sam
plazmin sudjeluje u upali cijepanjem C3 komponente komplementa (255). Pove¢an omjer
albumina i kreatinina u urinu te snizene koncentracije ukupnih proteina i albumina u oboljele
djece naspram kontrolne skupine odraz su s jedne strane nefritisa koji je dio klini¢ke slike
bolesti, ali razlog takoder moze biti U povecanoj propusnosti probavne cijevi za bjelancevine
uslijed crijevnog vaskulitisa. Potonji razlog mogao bi mozda objasniti znacajnu razliku
dobivenu u vrijednostima ukupnih proteina i albumina izmedu akutne faze bolesti i razdoblja
pracenja u kojem je doSlo do normalizacije tih nalaza u oboljele djece. Budué¢i da su
gastrointestinalni simptomi gotovo u pravilu akutne naravi nastupom klini¢ke remisije za
ocekivati je da ¢e i laboratorijski nalazi biti uredni. Za razliku od toga, omjer albumina i
kreatinina u urinu, vrijednosti 24-satne proteinurije i nalazi eritrociturije i kvalitativne
proteinurije ne pokazuju znacajne razlike u oboljele djece na pocetku bolesti i nakon Sest
mjeseci pracenja. Navedeno implicira da nefritis, koji postoji u dijelu bolesnika, pokazuje
sporiji oporavak nego ostale klinicke znacajke IgAV-a, kao primjerice kozne promjene, artritis
pa i gastrointestinalne manifestacije, koje su ve¢im dijelom bile te koje su stvarale znacajnu
razliku u rutinskim laboratorijskim nalazima na pocetku bolesti u usporedbi s razdobljem
pracenja. Nize vrijednosti serumskog kreatinina u djece s IgAV-om naspram kontrolnih
ispitanika odraz su razlike u dobi budu¢i da su oboljela djeca bila mlada od kontrolne skupine,
a 1 dokazana je snazna pozitivna korelacija visine serumskog kreatinina s dobi ispitanika
(t=0,529, p<0,001). Serumska koncentracija kreatinina ovisi o dobi, spolu, tjelesnoj visini,
tjelesnoj masi, hidraciji, razini tjelesne aktivnosti i o metodi kojom se odreduje (256, 257).
Budu¢i da navedeni ¢imbenici mogu imati znatnog utjecaja na to¢nu vrijednost serumskog

kreatinina, kao i na eGFR koji se iz njega racunski odreduje, u ovom istrazivanju kreatinin i
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¢GFR dalje nisu razmatrani sa sigurno$¢u za procjenu glomerularnog oste¢enja. Premda ima
klju¢nu ulogu u imunopatogenezi IgAV-a, a depoziti IgA u kozi ili glomerulima su ujedno i
dio Kklasifikacijskih kriterija bolesti, objavljena istrazivanja pokazuju razli¢iti postotak
oboljele djece s povisenim vrijednostima serumskog IgA u akutnoj fazi bolesti (104-106, 137,
139, 239). U talijanskom istrazivanju ukupno je 37% oboljele djece imalo povisen IgA (105),
Spanjolski autori zabiljezili su postotke do 57% (104, 106) dok su istrazivanja grckih i
kineskih autora u vise 70% oboljele djece zapazila povisene vrijednosti serumskog IgA §to su
ujedno i najveci objavljeni postotci (139, 239). Znacajna razlika izmedu bolesnika i
kontrolnih ispitanika po pitanju vrijednosti serumskog IgA svakako je opisana (137, 138).
I u ovom istrazivanju opazena je znacajna razlika u serumskim vrijednostima IgA izmedu
bolesnika i kontrolne skupine, dok je postotak oboljele djece s razinama serumskog IgA veceg
od referentnih za dob iznosio 22% $to je manje nego u objavljenim istrazivanjima (104-106,
139, 239). Zavrsetkom akutne faze bolesti serumske vrijednosti IgA, IgG i IgM izmjerene u
oboljele djece znacajno su se razlikovale na pocetku bolesti i u razdoblju pracenja. Sustav
komplementa je zasigurno ukljucen u patogenezu IgAV-a (73-76) premda su u veéine
bolesnika serumske razine komponenti komplementa C3 i C4 obi¢no unutar referentnog
raspona (104, 105, 139). U ovom istrazivanju djeca s IgAV-om imala su znacajno vise razine
C3 i C4 komponenti komplementa na pocetku bolesti u usporedbi s razdobljem nakon Sest
mjeseci, a slicno je zapaZeno i u drugim istrazivanjima (137, 138, 239). Buduc¢i da IgAV
moze imati viSe kliniCkih znacajki medu kojima se kao najznacdajnije izdvajaju nefritis i
zahvacenost probavnog sustava u ovom istrazivanju medusobno su analizirana i sama oboljela
djeca s IgAV-om ovisno o tome jesu li imala navedene klini¢cke znacajke. Znacajne razlike
uocile su se u vrijednostima fibrinogena, C3 i C4 komponente komplementa koje su bile
snizene u oboljele djece s nefritisom u usporedbi s ostalim bolesnicima te patoloskim
nalazima omjera albumina i kreatinina u urinu, 24-satne proteinurije, eritrociturije i
kvalitativne proteinurije koji su ocekivano bili prisutni u bolesnika s nefritisom. Meta analiza
koja se bavila rizi¢nim ¢imbenicima za nefritis u IgAV-u pokazala je da su snizene vrijednosti
C3 ucestalije prisutne u oboljelih s nefritisom (123). Da je sustav komplementa vjerojatno
ukljuen u patogenezu nefritisa i u ovom istrazivanju pokazale su znaCajne negativne
korelacije C3 i C4 komponente komplementa u oboljele djece koja su razvila nefritis.
Ocekivana razlika uocena je za pozitivni nalaz testa na okultno krvarenje u stolici i za fekalni
kalprotektin koji su bili znacajno viSi u oboljele djece s gastrointestinalnim simptomima

IgAV-a po ¢emu ovo istrazivanje ima sli¢na zapazanja o klinickoj koristi mjerenja razine
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kalprotektina kao moguéeg markera upale, osobito u stanjima kada je =zahvacen
gastrointestinalni sustav (140, 141). Kalprotektin se oslobada iz neutrofila i makrofaga koji
migriraju na mjesto upale u probavnom sustavu, izlu¢uje se u stolici i pritom ostaje stabilan u
stolici i do tjedan dana te stoga uistinu moze biti koristan kao marker crijevne upale.
Neka istrazivanja pokazala su da je kalprotektin isklju¢ivo marker zahvacenosti
poput CRP-a i leukocitoze (140, 141). I u ovom istrazivanju moze Se re¢i da je kalprotektin
vezan uz gastrointestinalne manifestacije IgAV-a jer, osim §to je bio znacajno veci u oboljele
djece s tim znacajkama, pozitivno je korelirao sa zahvacenos$¢u probavnog sustava (1=0,267,
p<0,001) i s nalazom pozitivnog okultnog krvarenja u stolici (t=0,434, p<0,001).

U djece koja su razvila nefritis i/ili gastrointestinalne manifestacije IgAV-a zapazena je
znacajno veca aktivnost bolesti. BVAS (engl. Birmingham Vasculitis Activity Score) se koristi
za standardnu procjenu aktivnosti primarnih sistemskih vaskulitisa. l1ako je razvijen za odrasle
bolesnike, istrazivanja koja su ukljucivala pedijatrijske bolesnike pokazala su da je BVAS
dobar i za procjenu aktivnosti bolesti u oboljele djece s IgAV-om, nodoznim poliarteritisom,
granulomatoznim poliangiitisom i Takayasuovim arteritisom (258). Budu¢i da djeca koja
boluju od sistemskih vaskulitisa mogu imati drugacije klinicke manifestacije i komorbiditete
nego odrasli bolesnici skupina stru¢njaka iz Europskog drustva za pedijatrijsku reumatologiju
razvila je pedijatrijske upitnike za vaskulitise djec¢je dobi (237). Stoga se u svrhu utvrdivanja
aktivnosti bolesti 1 stupnja oste¢enja bubrega u djece s [gAV-om koriste dva klini¢ka upitnika:
PVAS i PVDI (engl. Pediatric Vasculitis Damage Index). PVAS, koji je prikladniji za
upotrebu u pedijatrijskih bolesnika s primarnim vaskulitisom, razvijen je koriStenjem
modifikacije BVAS-a prikladne za pedijatrijsku dob. Procjenjuju se novonastali simptomi i/ili
znakovi ili oni koji su se pogorsali kroz naredna 4 tjedna, a da pritom ne traju dulje od
3 mjeseca. U ovom istrazivanju najveci broj djece imao je nisku aktivnost bolesti Sto je i
oc¢ekivano s obzirom na to da je ve¢i dio oboljele djece imao kozne promjene s kostano-
misi¢nim manifestacijama. Primijecen je porast vrijednosti PVAS-a ako je broj zahvac¢enih
organskih sustava bio veci (tu se prvenstveno misli na GI manifestacije i nefritis). Opcenito,
podaci o procjeni aktivnosti i o$te¢enja u djece s IgAV-om ograniceni su i tek su sporadi¢na
istrazivanja koja su uopée i koristila navedene upitnike (259). U ovom istrazivanju vrijednost
PVAS-a snazno je pozitivno korelirala sa zahvacanjem probavnog sustava i nefritisom
(==0,587, p<0,001; 1=0,647, p<0,001) kao i s odredenim laboratorijskim nalazima koji,

oc¢ekivano, pridonose povecanju vrijednosti samog PVAS-a, a tu su se znacajnim izdvojile
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eritrociturija (1=0,623, p<0,001) i kvalitativna proteinurija (1=0,529, p<0,001) te pozitivni
nalaz okultnog krvarenja u stolici (1=0,431, p<0,001). Ocekivano, veca aktivnost IgAV-a
mjerena PVAS-om snazno je pozitivno korelirala s upotrebom glukokortikoidnih lijekova
(=0,476, p<0,001), imunosupresivnih lijekova (t=0,505, p<0,001) i antihipertenziva
(==0,519, p<0,001).

U ovom istrazivanju nakon Sest mjeseci pracenja odreden je ishod nefritisa prema
modificiranoj Counahanovoj klasifikaciji u 26 djece koja su ga razvila i u svih je ocijenjen
kao dobar. Ipak, kada se promatraju sami bolesnici s nefritisom i medu njima ima razlike pa
tako je za ocekivati bilo da ¢e postojati razlika izmedu one djece koja su podvrgnuta biopsiji
bubrega naspram one koja nisu bioptirana. Bioptirana djeca s nefritisom su ceS¢e imala
istodobno prisutne eritrocite i proteine u urinu $to je i za ocekivati, odnosno u skladu s
klinickim zapazanjima iz prakse da bolesnici s tezom klinickom slikom nefritisa budu
podvrgnuti biopsiji bubrega. Slijedom toga, ishod B koji je po definiciji "losiji" od ishoda A je
ceS¢e prisutan u bioptirane djece s nefritisom. Puno bitnije od toga je rezultat znacajnih
pozitivnih korelacija ishoda nefritisa s patoloskim nalazima urina ponajprije eritrociturijom
(t=0,667, p<0,001) i proteinurijom (t=0,639, p<0,001) $to potvrduje saznanja iz klinicke
prakse kako je u prac¢enju djece s IgAV-om koja su razvila nefritis najvaznije kontroliranje
rutinskih nalaza urina. Budu¢i da je ovo bilo prospektivno istraZivanje oboljela djeca s
nefritisom jo§ se uvijek prate 1 ne mogu se utvrditi zakljucci konacnog ishoda njihove bolesti.
Preostala djeca s IgAV-om koja nisu razvila nefritis su se redovito klini¢ki pratila barem
godinu dana.

Svrha ovog istrazivanja iz podrucja pedijatrijske reumatologije bila je ispitati
biomarkere u serumu i urinu u djece oboljele od IgAV-a, a koji bi ukazivali na aktivnost
autoimunosnog procesa, dobro korelirali s klinickim znacCajkama bolesti, rutinskim
laboratorijskim nalazima te moguce bili prediktor oSte¢enja i komplikacija osobito u onih
bolesnika koji su ugroZeni neftritisom, odnosno njegovim razvojem. Odabrani biomarkeri
ukljucivali su Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDHL1 te su izmjerene njihove koncentracije u
serumu i urinu u oboljele djece i usporedene s kontrolnom skupinom te kroz razdoblje
pracenja od Sest mjeseci u samih bolesnika.

Gd-IgA1l je do sada najcesée opisivan moguci biomarker u serumu u djece s IgAV-om i
gotovo iskljucivo je pokazatelj nefritisa (61, 66, 67, 88-92). Pritom je malo istraZivanja koja
su pokazala da Gd-IgA1 moze biti ukljucen u sistemsku patogenezu IgAV-a, a ne samo uz

nefritis. Rad grupe autora proveden na odraslim bolesnicima s IgAV-om usporedivao je
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serumsku koncentraciju Gd-lgA1 u IgAV-u ogranicenom samo na koZne promjene i U
sistemskom obliku koji je ukljucivao nefritis. Premda su bolesnici s [gAV-om ograni¢enim na
kozne promjene imali sveukupno nizi serumski Gd-IgA1 od bolesnika sa sistemskim oblikom
bolesti, za koji je prag osjetljivosti postavljen na vrijednosti vise od 20 pg/ml, u svih
bolesnika dokazano je odlaganje Gd-IgAl u male krvne zile dermisa ¢ime se implicira da je
Gd-IgA1l osim nefritisa ukljuéen u patogenezu IgAV-a i to sigurno koznih promjena, a
vjerojatno i nekih drugih manifestacija (65). Wang i suradnici su takoder pokazali da je
serumski Gd-IgA1 prisutan u vecoj koncentraciji u djece s IgAV-om naspram kontrola, dok
su se djeca s IgAV-om medusobno razlikovala u vrijednostima Gd-IgA1 koje su bile vec¢e kod
nefritisa (89). I ovo istrazivanje pokazalo je da postoji razlika izmedu djece s IgAV-om i
kontrolnih ispitanika budu¢i da je koncentracija Gd-IgAl na pocetku bolesti bila veéa u
oboljele djece nego u kontrola uz napomenu da je ta razlika uocena u urinu, a ne u serumu.
Nadalje, uocena razlika koncentracija Gd-IgA1 u urinu ostala je znacajna i tijekom razdoblja
pracenja od Sest mjeseci Sto indirektno upucuje da u djece s [gAV-om postoji oStecenje
glomerularne filtracijske barijere, a dobivene korelacije takoder upucuju na navedena
razmisljanja. Koncentracija Gd-IgAl u urinu u akutnoj fazi IgAV-a pozitivno je korelirala s
omjerom albumina i kreatinina u urinu (7=0,203, p=0,007) dok je serumska koncentracija
Gd-1gA1l nakon Sest mjeseci pracenja negativno Kkorelirala s vrijednostima 24-satne
proteinurije (== -0,218, p=0,004) i kvalitativne proteinurije (= -0,192, p=0,010).
Unato¢ opisanim povezanostima, ROC analiza nije izdvojila koncentraciju serumskog
Gd-IgA1 pri kojima bi se znacajno razlikovala djeca s [gAV-om od kontrolne skupine djece.
Ni prema regresijskoj analizi serumski Gd-IgA1 nije znacajan u predikciji nefritisa u ovom
istrazivanju, ali je moguce povezan s artritisom. ROC analiza je zato jasno izdvojila
koncentraciju Gd-IgA1 u urinu znac¢ajnu u razlikovanju oboljele djece i kontrolne skupine, ali
regresijska analiza i u ovom slucaju nije izdvojila Gd-IgAl1 u urinu kao prediktor nalaza
nefritisa u IgAV-u pri ¢emu zasigurno utjecaj ima i broj, odnosno veli¢ina skupine djece s
nefritisom, koji je u ovom istrazivanju malen.

HMGBI1 je ve¢ prethodno opisivan kao moguéi biomarker u brojnim upalnim
reumatskim bolestima poput RA, JIA, SLE, ANCA-povezanih vaskulitisa i Behgetove bolesti
(183, 195, 204-208). Mali broj istrazivanja o ulozi HMGB1 u IgAV-u pokazao je oprecne
rezultate u smislu da je, prema nekim istrazivanjima serumska koncentracija HMGBI veca u
oboljele djece s IgAV-om i da nema razlike medu bolesnicima ovisno o nefritisu (210), dok

su drugi autori pokazali da su koncentracije HMGBI1 isklju¢ivo povecane u bolesnika s
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nefritisom u sklopu bolesti (209, 211). Rezultati provedenog istrazivanja pokazali su da
koncentracija HMGB1 u serumu i urinu za vrijeme akutne faze IgAV-a (kada bolest tek
nastaje) su bile znacajno vise u oboljele djece naspram kontrolnih ispitanika, a u ROC analizi
izracunate su koncentracije HMGB1 u serumu i urinu pri kojima se znacajno detektiraju
oboljela djeca u odnosu na kontrolnu skupinu. Uloga koju HMGBL1 ima u IgAV-u zasigurno
je slozena buduc¢i da se pregledom literature pronalazi radova koji govore u prilog znacajnom
doprinosu u patogenezi i klinickom razvoju vaskulitisa malih krvnih Zila (u koje spada i
IgAV) (183, 205, 207, 208). Logisticka regresija takoder potvrdno govori u prilog HMGB1
kao mogu¢em biomarkeru koji razlikuje IgAV od kontrolne skupine u ovom istrazivanju,
posebno serumskim koncentracijama koje ostaju znacajne nakon provedene analize. Osim
toga, da je HMGB1 moguce povezan s upalnim odgovorom u IgAV-u pokazuje dobiveni
rezultat znaCajne pozitivne korelacije izmedu serumske koncentracije HMGB1 i CRP-a
(=0,161, p=0,029) na pocetku bolesti Sto je u skladu s prethodno objavljenim kineskim
istrazivanjem o njihovoj medusobnoj vezi (211). Isto tako pozitivno je korelirao s razinom
IgG-a (t=0,147, p=0,045) i feritina (t=0,219, p=0,004). S druge strane, HMGB1 u urinu na
pocetku bolesti pozitivno je korelirao s omjerom albumina i kreatinina u urinu (t=0,193,
p=0,01) i nalazom eritrociturije (t=0,183, p=0,012). Dobivena je znacajna pozitivna korelacija
HMGB1 u urinu s vrijednostima D-dimera (1=0,22, p=0,003). Istrazivanja o medudjelovanju
HMGB1 i koagulacijskog sustava pokazala su da HMGBI1 poti¢e ekspresiju tkivnog
¢imbenika u endotelnim stanicama i to upravo vezanjem za svoje receptore RAGE, TLR4 i
TLR2 na endotelu krvnih zila te aktivacijom transkripcijskih ¢imbenika NFkB i Egr-1 (207,
260). Logisticka regresija izdvaja HMGB1 u urinu znacajnim u predikciji artritisa u [gAV-u
stoga se moze re¢i da HMGBI ima razli¢ite proupalne uéinke u IgAV-u, od nastanka same
bolesti do odredenih klinickih manifestacija. U razdoblju nakon Sest mjeseci od pocetka
bolesti i dalje ostaju povisene koncentracije HMGB1 u serumu i urinu u oboljele djece
naspram kontrola $to bi se moglo objasniti niskom upalnom aktivnos¢u ili oStecenjem tkiva
koje je preostalo unato¢ klini¢koj remisiji. Uo¢ena je statisti¢ki zna¢ajna razlika u serumskoj
koncentraciji HMGBI1 u akutnoj fazi u usporedbi s razdobljem pracenja izmedu samih
bolesnika sto implicira da bi HMGB1 mogao biti dobar pokazatelj aktivnosti bolesti te
moguce kao DAMP posluziti 1 u klinickom pracenju djece s I[gAV-om. Statisticki znacajna
razlika u serumskoj koncentraciji HMGBI1 izmedu bolesnika potice na razmisljanja odakle
proizlazi dobivena razlika. Budu¢i da jedina klinicka znacajka IgAV-a koja preostaje u

oboljele djece s IgAV-om je nefritis opravdano bi bilo razmisljati o nefritisu kao mogu¢em
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uzroku, iako konkretna statisticki znacajna razlika medu samim bolesnicima ovisno o nefritisu
nije nadena po Cemu su rezultati ovog istrazivanja jednaki onima koje su dobili Chen i
suradnici (210). Istrazivanja su pokazala da je u ANCA-povezanom vaskulitisu koncentracija
HMGBL1 u urinu visa u bolesnika s nefritisom u usporedbi s bolesnicima u remisiji i zdravim
kontrolama te da moze odrazavati aktivnu bolest (261, 262). Sli¢na usporedba mogla bi se
primijeniti i na rezultate dobivene u ovom istrazivanju buduci da je koncentracija HMGB1 u
urinu izmjerena nakon Sest mjeseci bila znacajno veca u djece s nefritisom nego u djece bez
nefritisa. Ako uzmemo u obzir da bi glomerularne endotelne stanice i tubularne epitelne
stanice nakon ostecenja mogle pasivno oslobadati HMGB1 opravdano bi bilo razmisljati kako
vrijednosti dobivene iz urina odrazavaju upalu koja se zbiva u bubregu te da bi prema tome
HMGB1 onda mogao biti dobar pokazatelj zaostalog oSteCenja ili aktivnosti IgAV-a.
Osim toga, vrijedno je za izdvojiti i neke od korelacija koje su dobivene u razdoblju praéenja.
Tako je serumski HMGBI1 nakon Sest mjeseci pracenja znacajno pozitivno Korelirao s
nalazom 24-satne proteinurije (t=0,199, p=0,009) dok je koncentracija HMGB1 u urinu i
dalje znacajno pozitivno korelirala s omjerom albumina i kreatinina u urinu (t=0,184,
p=0,018) i nalazom eritrociturije (t=0,193, p=0,009). Ove pozitivne i znacajne povezanosti
HMGBI u serumu i urinu s nalazima bubreznih parametara, a osobito konzistentna, pozitivna
korelacija HMGB1 u urinu s nalazom eritrociturije i s omjerom albumina i kreatinina u urinu
koji preostaju i u razdoblju pracenja takoder impliciraju razmisljanja o HMGBI kao
moguc¢em biomarkeru nefritisa u IgAV-u. Dodatno, pronadene su znafajne pozitivne
korelacije HMGB1 u urinu s ishodom nefritisa (t=0,287, p=0,044) koji, iako je u svih
bolesnika ocijenjen dobrim, takoder opravdava navedena obrazloZenja.

Koncentracija RAGE u serumu i urinu bolesnika s IgAV-om izmjerena na pocetku
bolesti i u razdoblju pracenja nakon Sest mjeseci bila je statistiCki znacajno viSa nego u
kontrolnih ispitanika ¢ime nije potvrdena hipoteza kojom se vodilo ovo istrazivanje, a to je
o¢ekivanje sniZzenih vrijednosti u bolesnika naspram kontrola. Vecina dosad objavljenih
istrazivanja o ulozi SRAGE u upalnim reumatskim bolestima govori u prilog sniZzenim
serumskim vrijednostima sSRAGE 1 reciprocnom odnosu s jednim od njegovih ciljnih liganda
HMGBL1 (195, 200, 204, 205). Medutim, pazljivim pregledom literature, osobito posljednjih
godina, pronalaze se radovi autora koji su objavili suprotne rezultate od do sada ustaljenih, a
to je da serumske koncentracije SRAGE-a mogu biti poviSene u nekim upalnim reumatskim
bolestima i da SRAGE dobro korelira s upalnim pokazateljima poput CRP-a i SE (263, 264).

Moguce objasnjenje zaSto ne dolazi uvijek do smanjenja cirkuliraju¢eg RAGE-a u upali
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proizlazi iz promijenjenog veznog afiniteta ciljnih liganada za RAGE, smanjene dostupnosti
liganda koji se troSe u upali, a i sam RAGE ostvaruje svoje djelovanje neovisno o HMGBI1
bududi da ima vise razli¢itih receptora. Mogucu ulogu RAGE kao biomarkera pokazuje ROC
analiza s izraCunatim znacajnim koncentracijama pri kojima se u serumu i urinu mogu
detektirati oboljela djeca u odnosu na kontrolnu skupinu djece. Od rezultata za izdvoijiti je
manifestacijama u IgAV-u (t=0,185, p=0,030). Zanimljiv je rezultat negativne korelacije
serumskog RAGE s brojem zahvacéenih zglobova (1= -0,227, p=0,010), odnosno da su
oboljela djeca s ve¢im brojem zahvacenih zglobova imala nizu serumsku koncentraciju
RAGE-a. Takav, inverzan odnos izmedu koncentracije RAGE-a 1 klinicke slike artritisa
opisan je u JIA, ali ne i u svim slu¢ajevima RA u odraslih (204, 263, 265). Opcenito je ovo
istrazivanje pokazalo kako postoji povezanost izmedu artritisa i artralgija 1 serumske
koncentracije RAGE, a potvrduje ju i logisticka regresija koja RAGE u serumu izdvaja kao
prediktor pojavnosti artritisa. Iako veci broj istrazivanja ukazuje na protuupalnu ulogu, ¢ini se
da RAGE ipak moze djelovati proupalno kada se veze s B2 integrinom Mac-1 (CD11b/CD18),
Sto aktivira NFkB signalni put i proizvodnju proupalnih citokina IL-6 i TNF-a, a takoder
potice nakupljanje leukocita i daljnju kemotaksiju (219, 266). Serumski RAGE pozitivno je
korelirao s vrijednostima IgG-a (1=0,145, p=0,048). Kako je nalaz hipergamaglobulinemije
zabiljezen u upalnim reumatskim bolestima, nije neobi¢no da vrijednosti medusobno
pozitivno koreliraju. Sli¢no kao i kod Gd-lgAl i HMGB1, koncentracija RAGE u urinu na
pocetku bolesti pozitivno je korelirala s omjerom albumina i kreatinina u urinu (1=0,187,
p=0,013). Nakon Sest mjeseci pracenja serumski RAGE znacajno je pozitivno Korelirao s
nalazom 24-satne proteinurije (t=0,152, p=0,045) dok je koncentracija RAGE u urinu i dalje
znacajno pozitivno korelirala s omjerom albumina i kreatinina u urinu (t=0,298, p<0,001) i
nanovo s C4 komponentom komplementa (t=0,173, p=0,028). Isto tako, za izdvojiti je da je
serumska koncentracija RAGE na pocetku bolesti bila znac¢ajno visa nego u razdoblju nakon
Sest mjeseci Sto implicira mogucu ulogu u pracenju aktivnosti bolesti te ju dodatno potvrduje i
rezultat logisticke regresije. Nakon provedene regresijske analize znaCajne razlike medu
oboljelom djecom nije bilo ovisno o nefritisu, stoga RAGE prema ovom istrazivanju nije
prediktor pojavnosti nefritisa u IgAV-u, a objasnjenje zasto je tome tako je zasigurno dijelom
1 zbog malog broja djece koja u ovom istrazivanju imaju nefritis.

Koncentracija PCDH1 u serumu i urinu na pocetku bolesti bila je znacajno veca u djece

s IgAV-om nego u kontrolne skupine te je ostala znacajno povisena i u razdoblju
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rekonvalescencije, odnosno nakon Sest mjeseci pracenja. ROC analiza je precizno izdvojila
koncentracije u serumu i urinu pri kojima PCDH1 moze detektirati pojavnost IgAV u odnosu
na kontrolnu skupinu djece. Poznato je da PCDHI1 sudjeluje u odrzavanju medustani¢nih
spojeva i da daje elasticnost epitelnim tkivima. Do sada nije ispitivan u autoimunim
reumatskim bolestima 1 mozZe se samo nagadati ima li ulogu u patogenezi upalnih reumatskih
bolesti, i ako da, koju. Opcenito, malo je radova koji opisuju ulogu PCDH1 u ljudi. Do sada je
istrazivan u alergijskim bolestima poput atopijskog dermatitisa i astme u kojem je dokazana
njegova disfunkcija §to dovodi do smanjene adhezivne sile izmedu epitelnih stanica diSnog
sustava i time slabije zastitne funkcije (229, 232, 234, 235). Cini se da PCDHI vezanjem za
signalnu molekulu SMAD3 suprimira TGF- signalni put (229). Interakcija SMAD3 i TGF-p
aktivna je u odredenim autoimunosnim bolestima, a posebice je opisana u sistemskoj sklerozi
u kojoj TGF-p ima sredis$nju ulogu jer poti¢e odlaganje kolagena, proliferaciju, migraciju i
nakupljanje fibroblasta i mezenhimalnih stanica (267—269). Moglo bi se prema tome nagadati
ima li mozda PCDHI1 kakvu ulogu u spreéavanju mogucée fibroze. No, prerano je za
donoSenje takvih zakljucaka, budu¢i da nisu poznate ni uloge nekih strukturnih dijelova
samog PCDH1 poput citoplazmatskih domena i PDZ domene za koju se zna da sudjeluje u
razli¢itim, jo§ uvijek nerazjasnjenim signalnim putevima. S druge pak strane, aktivacija
signalnog puta TGF-B/SMAD?3 potrebna je za diferencijaciju regulatornih limfocita T vaznih
u odrzavanju imunotolerancije. Nakon vezanja s TGF-, SMAD3 ulazi u jezgru gdje stupa u
interakciju s transkripcijskim ¢imbenicima koji potiskuju stvaranje IL-2 i IFN-y, a poticu
transkripciju Foxp3, a i sam TGF-f potice diferencijaciju regulacijskih T limfocita izravnim
djelovanjem na Foxp3 (270-273). Buduci da je smanjena razina regulacijskih T limfocita
povezana s nastankom IgAV-a u djece, moguce je da je upravo to i objasnjenje na koji nacin
bi PCDH1 mogao biti ukljuen u patogenezu IgAV-a (274-277). PCDH1 se u ovom
istrazivanju moze izdvojiti kao moguci biomarker budu¢i da ga logisticka regresija izdvaja
kao znacajnog, a i nadene su i pozitivne korelacije. Serumski PCDH1 je na pocetku bolesti
pozitivno korelirao s brojem trombocita (1=0,218, p=0,003), a ta je povezanost ostala i nakon
Sest mjeseci pracenja (1=0,242, p=0,002). Koncentracija PCDHI u urinu znacajno je
pozitivno korelirala s omjerom albumina i kreatinina u urinu (t=0,149, p=0,045), Sto je ostalo
prisutno i u razdoblju pracenja (1=0,184, p=0,023). Nadalje, koncentracija PCDH1 u serumu
znaCajno je pozitivno bila povezana s nalazom mezangijske hipercelularnosti (1=0,450,
p=0,042), a negativno s nalazom endokapilarne hipercelularnosti (= -0,478, p=0,030) u

bioptiranih bolesnika. Neka istrazivanja pokazala su da je prisutnost mezangijske
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IgAV-om (128, 153), a sli¢no je pokazano i za endokapilarnu hipercelularnost (151, 278).
Ipak, unato¢ opisanim mogucim povezanostima, logisti¢ka regresija, slicno kao i za Gd-IgA1,
ne izdvaja PCDHI1 kao znacajan za razlikovanje IgAV-a od kontrolne skupine, a nije niti
prediktor pojavnosti nefritisa u ovom istrazivanju.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuditi da je hipoteza kojom se vodilo ovo istrazivanje
jednim dijelom potvrdena budué¢i da su serumske razine HMGB1 i PCDHI te razine
Gd-IgA1, HMGBI1 i PCDHI1 urinu bile zna¢ajno vise u oboljele djece nego u kontrolnoj
skupini. Prema hipotezi aktivnu bolest medu njima mogao bi oznacavati jedino serumski
HMGBI koji se izdvaja znacajnim i u razdoblju pracenja kao i nakon provedene regresijske
analize. Serumski RAGE nije bio snizen kako je prvotno definirano u hipotezi 1 kako bi se
ocekivalo s obzirom na dosad najveé¢i broj objavljenih rezultata u istrazivanjima u
reumatologiji te je ovim istrazivanjem promijenjena ustaljena paradigma o iskljucivo
inverznom odnosu HMGBL1 i RAGE. Niti jedan od ispitivanih biomarkera nije se pokazao
prediktorom pojavnosti nefritisa medu djecom s IgAV-om niti je bio izravno pozitivno ili
negativno povezan s PVAS. Treba napomenuti da je i ovaj negativan rezultat takoder
znanstveno prihvatljiv jer usmjerava daljnja istraZivanja o pronalaZzenju biomarkera nefritisa u
IgAV-u u nekom drugom smjeru.

Neka od ograni¢enja koja su pratila ovo istrazivanje, pa time sigurno i utjecala na
rezultate, su uéinak protuupalnih lijekova koji su u nekih bolesnika primijenjeni prije
ukljucivanja u istrazivanje, odnosno prije uzimanja bioloskih uzoraka, potom neki
laboratorijski nalazi nisu bili dostupni zbog tehni¢kih ogranicenja Sto takoder moze imati
utjecaja na neke od rezultata. Nadalje, svako laboratorijsko testiranje u prakticnom radu ima
svoju to¢nost i ograni¢enja pa tako i imunoenzimski testovi, a na rezultate istraZivanja moze
utjecati 1 bilo koji od brojnih slozenih koraka u tehnickom i metodoloSkom dijelu pokusa.
Takoder broj djece s IgAV-om koja su razvila nefritis u ovom istrazivanju relativno je malen
stoga dobivene rezultate i opazene uzro¢no-posljedi¢ne povezanosti treba pazljivo tumaciti.

Znanstveni doprinos ove disertacije je Sto pridonosi razvoju biomarkera u podrucju
IgAV-a. Ovo istrazivanje potvrdilo je neke ranije utvrdene povezanosti izmedu ispitivanih
biomarkera i razli¢itih klinickih, laboratorijskih i1 patoloskih varijabli, za neke je nadena
suprotna povezanost, a nadene su i nove povezanosti Sto je dobar temelj za nova istrazivanja.
Takoder ovim istrazivanjem potvrdila se i potreba za otkrivanjem novih mjerljivih biomarkera

u cilju bolje procjene aktivnosti bolesti i rizika za razvoj kroni¢nih oSte¢enja, napose nefritisa.
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Cini se da je nekako najteZe izdvojiti marker o$te¢enja koji bi ukazivao na nefritis, a koji
jedini i ostaje kao kroni¢na komplikacija IgAV-a koja zahtijeva, naravno, i terapijsku
intervenciju, sto potvrduje neiscrpnu potrebu za buduéim istrazivanjima ¢iji rezultati mogu
postati temeljem novih terapijskih pristupa, a bilo bi idealno kad bi navedene spoznaje postale

primjenjive i u svakodnevnom klini¢kom radu.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

1. Koncentracija HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu te koncentracija Gd-IgAl, HMGB1,
RAGE i PCDHL1 u urinu statisticki je znacajno visa u djece s I[gAV-om u odnosu na kontrolnu
skupinu djece, pri ¢emu se HMGB1 u serumu te RAGE u serumu i urinu mogu izdvojiti kao

prediktori pojavnosti IgAV-a.

2. Koncentracije HMGB1 i RAGE u serumu ostaju statisticki znacajno vise u djece s IgAV-
om i u razdoblju pracenja, odnosno nakon Sest mjeseci u odnosu na kontrolnu skupinu djece i
izmedu samih bolesnika. To moze ukazivati na nisku upalnu aktivnost ili oste¢enje tkiva koje
je preostalo unato¢ klini¢koj remisiji, a navedene molekule imaju potencijal u pracenju

aktivnosti bolesti 1 klinickom prac¢enju djece s IgAV-om.

3. Nije nadena statisti¢ki znacajna razlika u vrijednostima koncentracija Gd-1gAl1, HMGB1,
RAGE i PCDH1 u serumu i urinu u djece s IgAV-om ovisno o nefritisu. Iz navedenog
proizlazi kako navedene molekule ne mogu posluziti kao biljezi za detekciju nefritisa u
IgAV-u. Time nije potvrdena hipoteza ovog istrazivanja. Stoga pronalaZenje odgovarajuceg
biomarkera za nefritis ostaje izazov za buduca istraZivanja. Do tada za pracenje bolesnika i
dalje sluze tradicionalni pokazatelji bubreznog osteéenja, a to su eritrociturija i proteinurija te

biopsija bubrega.
4. Gd-IgAl, RAGE i PCDH1 u serumu te HMGB1 u urinu prediktori su pojavnosti artritisa.

5. Koncentracije HMGB1, RAGE i PCDH1 u urinu znacajno su pozitivno korelirale s
omjerom albumina i kreatinina u urinu na poc¢etku bolesti i u razdoblju pracenja, a HMGB1 u
urinu je takoder i znacajno pozitivno korelirao s nalazom eritrociturije u sedimentu urina na
pocetku bolesti i nakon Sest mjeseci pracenja. Premda se ove molekule nisu pokazale kao
prediktori nefritisa, imaju potencijal u njegovom praéenju s obzirom na to da je omjer
albumina i kreatinina u urinu i nalaz sedimenta urina vazan u donoSenju odluke o biopsiji

bubrega i terapiji.

6. Koncentracija HMGB1 u urinu u djece s IJAVN-om izmjerena Sest mjeseci nakon pocetka
bolesti, odnosno u razdoblju pracenja, bila je veca u usporedbi s djecom koja nisu razvila

nefritis te je znacCajno pozitivno korelirala s ishodom nefritisa. Budu¢i da ¢e odredeni broj
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djece u sklopu IgAV-a razviti nefritis, ali od toga broja samo ¢e manji dio imati perzistirajuci
nefritis s rizikom od razvoja kroni¢ne bubrezne bolesti, mjerenje koncentracije HMGB1 u
urinu moglo bi imati potencijal u klinickom pracenju bolesnika s nefritisom i donoSenju

terapijskih odluka.

7. Koncentracija PCDH1 u serumu znacajno je pozitivnho bila povezana s nalazom
mezangijske hipercelularnosti, a negativno s nalazom endokapilarne hipercelularnosti u
bioptiranih bolesnika. S obzirom na to da mezangijska i endokapilarna hipercelularnost mogu
biti pokazatelji losijeg ishoda u bolesnika s nefritisom u sklopu IgAV-a, navedena molekula

takoder bi mogla imati potencijal u pracenju bolesnika s nefritisom.
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8. SAZETAK

Uvod: IgA vaskulitis (IgAV) najéeséi je vaskulitis dje¢je dobi, a obiljezava ga sistemska upala
u malim krvnim zilama. Obi¢no je povoljnog ishoda, medutim mogucée su akutne
komplikacije s gastrointestinalnim manifestacijama i nefritis kao kroni¢na, dugorocna
komplikacija. lako su u IgAV-u ispitivani razli¢iti biomarkeri, patogeneza bolesti jo§ uvijek
nije poznata niti su poznati biomarkeri koji bi mogli ukazivati na aktivnu bolest i predvidjeti

moguca oStecenja.

Ciljevi istrazivanja: Ispitati koncentraciju Gd-IgAl, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i
urinu u djece s IgAV-om i u kontrolnih ispitanika te utvrditi postoji li povezanost s klini¢kim
znaCajkama, laboratorijskim nalazima, aktivnosti bolesti i predikcijom pojavnosti nefritisa u

djece s IgAV-om.

Ispitanici i metode: Prospektivno istrazivanje provedeno je u razdoblju od sije¢nja 2020. do
listopada 2023., a ukljucilo je 86 djece s IgAV-om i 70 djece iz kontrolne skupine.
Koncentracije Gd-lgA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu i urinu odredene su
imunoenzimskom (ELISA) metodom u akutnoj fazi bolesti i nakon Sest mjeseci prac¢enja u

djece s IgAV-om te jednokratno u kontrolnoj skupini.

Rezultati: Koncentracija HMGB1, RAGE i PCDH1 u serumu te koncentracija Gd-IgAl,
HMGB1, RAGE i PCDH1 u urinu su statisticki znacajno vece u djece s IgAV-om nego u
kontrolnih ispitanika (p<0,001). U djece s IgAV-om uocena je statisti¢ki znacajna razlika u
vrijednostima koncentracija HMGB1 (5573 pg/ml vs. 3477 pg/ml vs. 1088 pg/ml, p<0,001) i
RAGE (309 pg/ml vs. 302,4 pg/ml vs. 201,3 pg/ml, p=0,012) u serumu na pocetku bolesti u
usporedbi s koncentracijom izmjerenom nakon Sest mjeseci pracenja te izmedu kontrolne
skupine. Regresijska analiza nije izdvojila nijedan od ispitivanih biomarkera kao prediktor
nefritisa. Koncentracije Gd-1gA1, HMGB1, RAGE i PCDH1 u urinu su pozitivno korelirale s
omjerom albumina 1 kreatinina u urinu na pocetku bolesti, a HMGBI1, RAGE 1 PCDHI1 i u
razdoblju pracenja. Serumska koncentracija RAGE znacajno je pozitivno korelirala s kostano-
misi¢énim manifestacijama IgAV-a (t=0,185, p=0,030), kao i PCDHI1 u urinu (1=0,238,
p=0,012). Logisti¢cka regresija izdvojila je serumski Gd-IgAl (CI 0,943-0,982, p=0,028),
RAGE (CI 0,983-0,998, p=0,026) i PCDH1 (CI 1,021-1,137, p=0,012) te HMGB1 u urinu
(C1 1,000-1,002, p=0,026) kao prediktore pojavnosti artritisa. Koncentracija HMGB1 u urinu

znacajno je pozitivno korelirala s ishodom nefritisa (1=0,287, p=0,044). Koncentracija
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PCDHI u serumu znaajno je pozitivno bila povezana s nalazom mezangijske
hipercelularnosti (t=0,450, p=0,042), a negativno s nalazom endokapilarne hipercelularnosti
(t=-0,478, p=0,030) u bioptiranih bolesnika.

Zakljucak: Dobiveni rezultati upucuju na mogucu povezanost Gd-IgA1l, HMGB1, RAGE i
PCDH1 s IgAV-om pri ¢emu HMGBI1 1 RAGE pokazuju poviSene vrijednosti tijekom
pracenja te bi mogli biti pokazatelj aktivnosti bolesti. Ispitivani biomarkeri u ovom
istrazivanju nisu bili prediktori pojavnosti nefritisa, najvaznije dugoro¢ne komplikacije
IgAV-a. Medutim, HMGB1 i PCDHI mogu imati potencijal u prac¢enju bolesnika koji su
razvili nefritis zbog pozitivne povezanosti s ishodom nefritisa odnosno s nalazom bioptata
bubrega.
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9. SUMMARY

Analysis of HMGB1, RAGE, PCDH1 and Gd-IgAl in patients with IgA vasculitis,
Martina Held, 2024.

Introduction: IgA vasculitis (IgAV) is the most common childhood vasculitis characterized
by systemic inflammation of small blood vessels. It usually has a favorable outcome,
however, acute complications with gastrointestinal manifestations and nephritis as chronic,
long term complication are possible. Although various biomarkers have been investigated in
IgAV, the pathogenesis of the disease is not elucidated yet, nor are known biomarkers that
could indicate active disease and predict possible damage.

Objectives: To examine the concentrations of Gd-IgAl, HMGB1, RAGE nad PCDHL1 in
serum and urine in children with IgAV and in control subjects and to determine whether there
is an association with clinical features, laboratory findings, disease activity and prediction of
nephritis in children with IgAV.

Subjects and methods: A prospective study was conducted in the period from January 2020
until October 2023, and included 86 children with IgAV and 70 children from the control
group. Concentrations of Gd-lgAl, HMGB1, RAGE and PCDHL1 in serum and urine were
determined by immunoenzymatic (ELISA) method in the acute phase of the disease and after
six months follow up interval in children with IgAV and once in the control group.

Results: Concentrations of HMGB1, RAGE and PCDH1 in sera and concentrations of Gd-
IgAl, HMGB1, RAGE and PCDHL1 in urine were statistically significantly higher in children
with IgAV than in the control group (p<0.001). In children with IgAV, a statistically
significant difference was observed in concentrations of HMGB1 (5573 pg/mL vs. 3477
pg/mL vs. 1088 pg/mL, p<0.001) and RAGE (309 pg/mL vs. 302.4 pg/mL vs. 201.3 pg/mL,
p=0.012) in sera at the onset of the disease compared to the concentration measured after six
months follow up and between the control group. Regression analysis didn't reveal any of
investigated biomarkers as a predictor of nephritis. Concentrations of Gd-IgAl, HMGBL1,
RAGE and PCDHL1 in urine positively correlated with the urine albumine to creatinine ratio at
the onset of the disease, and HMGB1, RAGE and PCDHL1 in the follow up interval. Serum
RAGE were significantly positively correlated with musculoskeletal manifestations of 1IgAV
(t=0.185, p=0.030), as well as urinary PCDHI (1=0.238, p=0.012). Logistic regression
distinguished serum Gd-IgA1 (CI 0.943-0.982, p=0.028), RAGE (Cl 0.983-0.998, p=0.026)
and PCDH1 (CI 1.021-1.137, p=0.012) and urinary HMGB1 (CI 1.000-1.002, p=0.026) as
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predictors of the incidence of arthritis. Concentration of HMGB1 in urine was significantly
positively correlated with the outcome of nephritis (t=0.287, p=0.044). Concentration of
PCDHL1 in the serum was significantly positively correlated with the finding of mesangial
hypercellularity (t=0.450, p=0.042) and negatively with the finding of mesangial
hypercellularity (t=-0.478, p=0.030) in biopsied patients.

Conclusion: Results imply a possible association of Gd-IgA1, HMGB1, RAGE and PCDH1
with 1gAV, whereby HMGB1 and RAGE show elevated values during the disease follow up
and could be an indicator of disease activity. The investigated biomarkers in this study were
not predictors of the occurrence of nephritis, the most important long term complication of
IgAV. However, HMGB1 and PCDH1 could have a potential role in the follow up of patients
with nephritis due to a positive association with the outcome of nephritis and with the renal

biopsy findings.
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