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POPIS KRATICA

A a-hidroksi masna kiselina

AA alergijska astma

AC alergijski konjunktivitis (engl. allergic conjunctivitis)

AD atopijski dermatitis

ADL klinicki zahvacena koza atopijskog dermatitisa (engl. lesional skin
in atopic dermatitis)

ADNL klinicki nezahvacena koza atopijskog dermatitisa ( engl.
nonlesional skin in atopic dermatitis)

ADHD poremecaj pozornosti s hiperaktivnoS¢u (engl. attention-deficit
hyperactivity disorder)

AMP antimikrobni peptidi

AR alergijski rinitis

CCL kemokin ligand (engl. chemokine ligand)

CCR kemokinski receptor (engl. chemokine receptor)

CER ceramidi

CHOL kolesterol (engl. cholesterol)

CLA+ koZno limfocitno udruzen antigen (engl. cutaneous lymphocyte
associated-antigen)

CNV varijacija broja kopija (engl. copy number variation)

Ctrl kontrola (engl.control)

CXCL kemokin ligand (engl. chemokine (C-X-C motif) ligand)

DNK deoksiribonukleinska kiselina

ds dihidrosfingozin, sfinganin

eAD ekstrinzicki oblik atopijskog dermatitisa

EASI indeks proSirenosti i teZine ekcema (engl. eczema area and
severity index score)

ELOVL elongaza

EO ¢-hidroksi masna kiselina

FFA slobodna masna kiselina (engl. free fatty acid)

FLG filagrin (engl. filaggrin)

FLG gen za filagrin



GBA
IAD
IFN

IL

ILC
KC

LB
LEKTI

LOF FLG

LPP
MALDI-TOF

NMF
OH

P

PCR
ProFLG
RZ

RNK
SA

SB

S

SC
SCORAD
SEM

SG
SP

glukozil-ceramidna-B-glukozidaza

intrinziCki oblik atopijskog dermatitisa

interferon

interleukin

urodene limfoidne stanice (engl. innate lymphoid cells)
keratinocit

lamelarna tjeleSca (engl. lamellar bodies)

serinski imfoepitelijalni proteazni inhibitor Kazal tipa

(engl. lymphoephitelial Kazal type inhibitor)

nul-mutacija gena za filagrin (engl. loss-of-function mutation
of filaggrin gene)

duga periodi¢na faza (engl. long periodicity phase)
bakterijska identifikacija spektrometrijom masa (engl. MALDI-
matrix assisted laser desorption/ionisation, TOF- Time of flight
mass spectrometry

masne kiseline bez hidroksilne skupine

prirodni faktor ovlazivanja (engl. natural moisturising factor)
hidroksina skupina

fitosfingozin

polimerazna lan¢ana reakcija (engl. polymerase chain reaction)
profilagrinska molekula

koeficijent determinacije

ribonukleinska kiselina

Staphylococcus aureus

stratum basale - bazalni sloj epidermisa

sfingozin

stratum corneum - roZnati sloj epidermisa

severity scoring of atopic dermatitis

standardna pogreska aritmetricke sredine (engl. standard error of
the mean)

stratum granulosum - zrnati sloj epidermisa

serinska proteaza



SPI
SPINKS

SPP
SS
TEWL
Th

TJ
TLR
TNF-a
trans-UCA
TSLP
uv
UK

serinski proteazni inhibitor (engl.serin protease inhibitor)
serinski proteazni inhibitor Kazal-tipa 5 (engl. serin protease
inhibitor Kazal type 5)

kratka periodi¢na faza (engl. short periodicity phase)

stratum spinosum - nazubljeni sloj epidermisa

transepidermalni gubitak vode (engl. transepidermal water loss)
T pomocnicka stanica (engl. T-helper cell)

uski spojevi (engl. tight junctions)

toll-like receptor

c¢imbenik tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor-a)
trans-urokanicna kiselina

timicni stromalni limfopoetin (engl. thymic stromal lymphopoietin)
ultraljubiCasto (engl. ultraviolet)
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1. UVOD

Atopijski dermatitis (AD) je kroni€na upalna bolest koZe karakterizirana slozenom
patofiziologijom i raznolikoS¢u klinickog fenotipa. Bolest karakteriziraju
ponavljajuci ekcemi, izrazeni svrbez i zna€ajno snizena kvaliteta zivota. Usprkos
izrazenoj raznolikosti kliniCke slike, joS uvijek se smatra jedinstvenim
poremecajem i u bolesnika se primjenjuje opceniti terapijski pristup (1, 2).
Razumijevanje etiopatogeneze AD-a je znaCajno napredovalo posljednjih godina
(3, 4). Danas se u eri personalizirane medicine namece potreba za Sto
preciznijom definicijom bolesti. Pojedine fenotipove mozemo bolje okarakterizirati
odredivanjem biomarkera, odnosno odredivanjem endotipova (1). Jasna
definicija fenotipova i potencijainih biomarkera koji mogu karakterizirati
fenotipove predstavlja kljucni preduvjet za razvitak ciljanih terapijskih opcija i

primjenu terapije prilagodene individualnim karakteristikama bolesnika (1).

1.1. EPIDEMIOLOGIJA BOLESTI

AD kao najucestalija upalna bolest koze danasSnjice predstavlija veliko
socioekonomsko opterecenje, ponajprije zbog nedostatka dugoro¢no djelotvorne
terapije, kao i sve ¢eSceg prisustva bolesti i u odrasloj dobi (2, 5, 6). Opazen je
trend rasta prevalencije AD-a. Prema danasnjim saznanjima AD zahvaca 20 %
opc¢e populacije razvijenih zemalja (7). AD je bolest koja se najceSce javlja u
djecjoj dobi. Prevalencija u djecjoj dobi iznosi 15-25 %. Smatra se da 70 %
bolesnika izgubi simptome tijekom kasnog djetinjstva, medutim oko 10-30 %
bolesnika kod kojih je bolest zapoCela u djetinjstvu ne gubi simptome, vec se
bolest nastavlja u odraslu dob (8-10). Ne postoje epidemioloSke studije o
uCestalosti AD-a u Republici Hrvatskoj. Postojeci podaci s kojima raspolazemo
se odnose na studije pedijatrijske populacije, podaci su dostupni samo za grad

Zagreb, sjeverozapadnu Hrvatsku i Primorsko-goransku Zupaniju. Podaci u tim



studijama se odnose vecinom na alergijsku astmu (AA) i alergijski rinitis (AR),
dok je AD samo razmatran u sklopu drugih atopijskih bolesti, ali ne kao zasebna
bolest (11-13). Procijenjena 12-mjesecna prevalencija za AA iznosi 9,7-8,4 %,
AR 16,9-17,5 a za AD 5,6-6,7 % za mladu dob i 5,4-3,4 % za stariju pedijatrijsku
populaciju. Prema postoje¢im podacima Republika Hrvatska je uvrStena u zemlje

s umjerenom prevalencijom atopijskih bolesti u pedijatrijskoj populaciji (10, 11).

1.2. POJAM ATOPIJSKOG MARSA

AD tipi€no prethodi pojavi drugih atopijskih bolesti, a ovaj slijed atopijskih bolesti
se opisuje terminom “atopijski mars”. Atopijski mars zapocinje naj¢es¢e s AD-om
u dojenackoj dobi, kasnije se u djecjoj dobi javlja AA, a u odrasloj dobi AR. Tipi¢an
slijed (AD-AA-AR) ne mora biti prisutan uvijek, redoslijed javljanja bolesti moze
biti razli¢it, a poznato je da je atopijski mar§ moguce razviti i u odrasloj dobi (4).
Udruzenost atopijskih bolesti je snazna. Podaci govore da medu bolesnicima s
AD-om trecina bolesnika razvije AA-u a dvije tre¢ine AR (8). U atopijskom marsu
je odavno prepoznata obiteljska predispozicija. Smatra se da je ta snazna
udruzenost posljedica djelovanja istih genetskih i okoliSnih ¢imbenika unutar
jedne obitelji (3).

1.3. ULOGA EPIDERMALNE BARIJERE

Koza sluzi kao vazan organ za za$titu od okoliSnih ¢imbenika. Ona sprjeCava
ulazak patogena i §titi organizam od djelovanja toksicnih tvari i ultraljubiCastog
zraCenja (UV, engl. ultraviolet). Osim stvaranja vitamina D, sve se ostale funkcije
epidermisa mogu smatrati zastitnim. Vecina ovih kriti¢no vaznih funkcija se odvija

u stratum corneum-u (SC), povrSinskom sloju epidermisa. Za funkciju barijere



1.4. STRUKTURA EPIDERMALNE BARIJERE

Epidermis se sastoji od razliCitih slojeva: stratum corneum (SC), stratum
granulosum (SG), stratum spinosum (SS) i stratum basale (SB) (15). SC je
vanjski sloj epidermisa, graden od denukleiranih korneocita smjeStenih u sloju
medustanicnih lipida, dok su tzv. uski spojevi (engl. tight junctions - TJ)
medustanicni spojevi koji reguliraju transport vode i makromolekula kroz
izvanstanicni prostor (16, 17). Mreza uskih spojeva se nalazi izmedu stanica SG
I sastoji se od transmembranskog dijela u kojem proteini klaudini i okludini €ine
glavninu sastavnice. OSteéenja uskih spojeva za posljedicu imaju oStecenu
funkciju barijere i kod bolesnika s AD-om (18).

SC je strukturno organiziran kao sustav s dva funkcionalna dijela kojeg Cine
keratinociti okruzeni lipidnim matriksom (14). Prijelaz keratinocita (KC) u
korneocite je pracen morfoloSkim i biokemijskim promjenama. Brojni proteini
imaju ulogu u stvaranju epidermalne barijere, a ovdje ¢emo navesti samo
najbitnije. Keratin 5 i 14 su glavni keratini bazalnog sloja, dok suprabazalno
nalazimo keratin 1, 2 i 10. Dodatni proteini koji sudjeluju u diferencijaciji SC-a su
involukrin, lorikrin i filagrin.

Proces terminalne diferencijacije poclinje u bazalnim stanicama. U
intermedijarnom dijelu, stanice su ocvrsnute citoskeletnom mrezZzom keratinskih
filamenata. U stratum granulosum-u lipidi se stvaraju unutar lamelarnih tjeleSaca,
keratini se vezu u makrofibrile zdruzene s filagrinom, a oroznjena ovojnica se
slaze ugradnjom prekursorskih proteina direktno ispod plazmatske membrane.
Kako se stani¢na membrana razgraduje, ulazak Ca?* aktivira transglutaminazu
koja je odgovorna za ireverzibilno krizZno povezivanje proteina oroznjene
ovojnice, ¢ime se stvara snazna, netopljiva ovojnica koja okruzuje keratinska
vlakna. U konacnici se lipidi ispustaju u medustani¢ni prostor (19). lzgradena
barijera pokazuje analogiju sa strukturom cigle i cementa (,bricks and mortar
model*) gdje korneociti zajedno s oroznjelom ovojnicom predstavljaju cigle a lipidi
cement (20).

Lamelarna tjeleSca (LB, engl. lamellar bodies) su specijalizirane organele koje
sadrze smjesu lipida, hidrolitickih enzima, strukturnih proteina, inhibitora enzima

I antimikrobnih peptida (AMP), kao i korneodezmosina (strukturnog proteina



vanjskog dijela korneodezmosoma). Lamelarna tjeleSca sadrzavaju barem dva
antimikrobna peptida, najmanje tri proteazna inhibitora i serinske proteaze (14,
20-22).

lako su ucinjene brojne studije o etiopatogenezi AD-a, patogeneza bolesti ipak

dosad nije kompletno razjasnjena (21).

1.5. ULOGA OSTECENE BARIJERE U ETIOPATOGENEZI BOLESTI

U etiopatogenezi bolesti zna¢ajnu ulogu imaju sloZena interakcija genetskih i
okolisnih faktora, oStec¢enje epidermalne barijere, promijenjeni imunoloSki
odgovor i udruzenost autoimunih reakcija (21, 23-28). Molekularna genetika je
pokazala da je etiologija AD-a vezana ili uz mutacije strukturnih proteina koji
imaju ulogu u funkciji barijere ili uz mutacije koje kao posljedicu imaju promjenu
sadrzaja ili lu€enja epidermalnih lamelarnih tjeleSaca, dok upala nastaje kao
posljedica citokinske kaskade koja nastaje osteCenjem barijere.

Dok vecina bolesnika s AD-om u sjevernoj Europi ima mutacije glavnog
strukturnog proteina koze, filagrina, danas raste broj poznatih mutacija u genima
ostalin strukturnih i enzimatskih proteina uklju¢enih u funkciju barijere, te je
primije¢eno da ovi naizgled nepovezani proteini imaju utjecaj na sustav lucenja
lamelarnih tjeleSaca, utjeCuc¢i na isporuku lipida ili ostalih tvari u intersticij SC-a
(21).

1.6. FILAGRIN I NJEGOVA CENTRALNA ULOGA

Izraz “filaggrin” (FLG) dolazi od “filament-aggregating protein”. FLG je protein koji
vezuje intermedijarne keratinske filamente, ¢ime predstavlja integralnu strukturnu
komponentu barijere (29).

FLG ima mnogo vaznih funkcija u epidermalnoj barijeri. Najbitniju funkciju
strukturne CvrstocCe ostvaruje vezivanjem intermedijarnih keratinskih filamenata
(29). Kompaktnost barijere je bitna u kontroli transepidermalnog gubitka vode

(TEWL, engl. transepidermal water loss). Degradacijski produkti FLG-a sudjeluju



u odrzavanju hidracije SC-a. Buduéi da su degradacijski produkti aminokiseline,
odrzavanjem idealnog pH utjeCu na stabilnost serinskih proteaza, imaju vaznu
antimikrobnu ulogu, vezane su uz lipidni metabolizam i sudjeluju u UV zastiti (23,
25, 30-35).

FLG se stvara i sprema u obliku proFLG polimera u keratohijalinim granulama
stratum granulosum-a. ProFLG molekula se sastoji od N-terminalne domene na
koju se nastavlja 10, 11 ili 12 identi¢nih FLG ponavljanja, i C-terminalne domene
(36, 37). Svaka od ovih komponenti ima drugaciju funkciju tijekom diferencijacije
epidermisa (37, 38). Na granici stratum granulosum-a i stratum corneum-a
djelovanjem proteaza dolazi do cijepanja u FLG-monomere (25, 39, 40). FLG
daje funkciju ¢vrsto¢e povezivanjem keratinskih vlakana. Monomeri FLG vezu
keratin 1 i 10 i druge intermedijarne filamentne proteine unutar stani¢nog
citoskeleta stvarajuci ¢vrste nakupine, a potom olak8avaju kolaps i splo$njivanje
stanica u SC-u (31, 41). Keratin 1 i 10 se udruzuju s oroznjenom ovojnicom
tjekom terminalne diferencijacije, te zajedno s FLG-om i njegovim
degradacijskim produktima ¢ine vecinu citosola denukleiranih korneocita SC-a.
FLG monomeri se zajedno s ostalim proteinima odgovornim za epidermalnu
diferencijaciju krizno veZzu u oroznjeloj ovojnici djelovanjem transglutaminaza
(25). Proces splosnjivanja stanica se zbiva i u odsustvu FLG no, Cini se da je
mutacija FLG gena udruzena s gubitkom organizacije keratinskih filamenata,
oStecenjem punjenja lamelarnih tjeleSaca i nenormalnom strukturom lamelarnog
dvosloja (42). FLG predstavlja bithu poveznicu izmedu strukturnih proteina i lipida
stratum corneum-a.

FLG doprinosi stvaranju proteinsko-lipidne oroznjele staniCne ovojnice koja
zamjenjuje membrane keratinocita i time formira barijeru prema gubitku vode i
prijeci ulazak alergena i mikroorganizama (43).

Kako se keratinociti pomicu prema povrsini, funkcija ¢vrstoce nije viSe potrebna.
FLG se odvaja od oroznjele ovojnice i odvija se proteoliticka razgradnja FLG-a
unutar citosola u aminokiseline (glutamin, arginin i histidin), a potom deiminacija
u njegove metabolite (25). Cijepanje FLG monomera se zbiva djelovanjem
kaspaze 14, kalpaina 1 i bleomicin hidrolaze (25, 44). Ovim procesom nastaju



degradacijski produkti FLG — aminokiseline koje se grupnim nazivom nazivaju

prirodni ovlazivac¢i (NMF, engl. natural moisturising factor).

1.7. MUTACIJA FILAGRINSKOG GENA

Od 2006. godine i otkrica da je mutacija filagrinskog gena (FLG) uzrok nastanka
vulgarne ihtioze i najjaCi genetski faktor rizika za AD, dolazi do znacajnog
napretka u razumijevanju patogeneze AD-a (31, 45). U bolesnika s AD-om
ekspresija FLG je smanjena, a nul-mutacija FLG gena (LOF FLG, engl. loss of
function) se danas smatra najjaCim faktorom rizika za razvitak AD-a. Genetske
studije na blizancima su pokazale da je nasljednost u slu€aju LOF FLG 75 %, Sto
ovu mutaciju €ini najsnaznijim genetskim faktorom fizika (kromosom 1g21.3) (46).
Bolesnici koji nositelji LOF FLG imaju bolest karakteriziranu ranim pocetkom,
tezom kliniCkom slikom i visokom prevalencijom IgE-posredovane senzibilizacije
(25, 31, 33, 45). LOF FLG rezultira ili u redukciji (heterozigoti) ili kompletnom
odsustvu (homozigoti) epidermalnog FLG i njegovih degradacijskih produkata
(25). Navedena mutacija nosi rizik za vise atopijskih bolesti (37, 45). Bilo koja od
LOF FLG rezultira istim bioloSkim efektom, odnosno za rezultat ima nestabilni,

oSteceni proFLG koji ne moze biti procesiran u funkcionalni FLG (31).

Struktura filagrinskog gena je kompleksna (47, 48). Velika i repetitivha struktura
predstavlja veliki izazov za rutinsko PCR (engl. polymerase chain reaction)
sekvencioniranje (37). Prisustvo intragenskih varijacija broja kopija gena (copy
number variation - CNV) doprinosi kompleksnosti analize takvog gena (48).
Southern blot analizom odredena su 3 alela koji kodiraju 10, 11 ili 12 filagrinskih
kopija (47). Stoga je CNV FLG takoder bitan i poznato je da u populaciji varira
izmedu 20 i 24 (31, 48). U irskoj populaciji je nadeno da najkraéi genotip (10,10)
ima 11,5 % populacije $to nosi rizik od 1,67 za razvitak AD-a (rizik neovisan o
prisustvu LOF FLG). Ukoliko se iskljuci u€inak nul-mutacije FLG, svako dodatno
FLG ponavljanje smanjuje omjer vjerojatnosti (engl.«odds ratio») za AD za 0,88
(48).



Deficijencija FLG se smatra kljucnim elementom patogeneze AD-a buduci da
FLG ima brojne funkcije u barijeri (25, 49). Na deficijenciju FLG ne utjeCe samo
prisustvo mutacije, broj kopija gena, metilacijia DNK, nego ekspresiju ovog
proteina mijenjaju i mnogi drugi ¢imbenici. Ekspresija FLG moze biti sekundarno
smanjena, odnosno deficijencija FLG-a moze biti steCena (49). Danas se zna da
su vrijednosti FLG-a i degradacijskih produkata u epidermisu ne samo posljedica
FLG-genotipa, nego su pod utjecajem upale i egzogenih stresora (25). Razlozi
smanjenih razina FLG mogu biti viSestruki i ukljuCuju promjene gena za FLG,
djelovanje okoliSnih Cimbenika, djelovanje citokina (upala), mikroorganizma i
djelovanje lokalne terapije (25). Funkcija i uloga FLG-a u epidermalnoj barijeri je
viSestruka. U nastavku teksta bit ¢e objasnjeno zasto se manjak FLG-a smatra

centralnim i najznacajnijim poremecajem u etiopatogenezi AD-a.

1.8. FILAGRIN | PRIRODNI OVLAZIVACI

U gornjim dijelovima SC-a, FLG se razgraduje u aminokiseline, od kojih su
najzastupljenije serin, histidin, arginin, glutamin i glicin. MjeSavina aminokiselina
koje nastaju razgradnjom FLG-a i njihovih derivata se naziva prirodnim faktorima
ovlaziva€a (engl."natural moisturizing factor"- NMF) zbog njihovih higroskopskih
svojstava (28, 31, 50, 51). U korneocitima, histidin se metabolizira se u trans-
urokani¢nu kiselinu (trans-UCA), koja je vaZzna za odrZavanje pH gradijenta
epidermisa (51) i zastitu od UVB-zraCenja (25, 32, 35, 44). Glutamin se pretvara
u pirolidon-5-karboksili€nu kiselinu, glavhu komponentu NMF-a, te predstavlja
potentni ovlazivaC€ koji je zasluzan za zadrZzavanje vode u SC (25). Degradacija
FLG-a je posredovan proteazama (kaspaza 14, kalpain 1 i bleomicin hidrolaza)
(52, 53). LOF FLG su povezane s niskim vrijednostima NMF-a, poviSenjem
TEWL-a i s oSte¢enjem integriteta i kohezije SC-a (25, 26, 28, 50). Razgradni
produkti FLG-a djeluju na mnoge funkcije koje su nuzne za odrzavanje
homeostaze epidermisa, ne samo na zastitu od UV zraka, hidraciju, odrzavanje
kiselosti i pH koja inhibira kolonizaciju patogenim mikroorganizmima, nego poti¢u

i oslobadanje IL-1a i IL-1B koje stimuliraju upalu (54, 55).



1.9. UCINAK FILAGRINA NA pH, KISELI OMOTAC | ANTIMIKROBNO
DJELOVANJE

Nositelji LOF FLG imaju poviSeni pH na povrsini SC-a (56). Kiseli pH je od
iznimne vaznosti za stabilnost i funkciju barijere. Redukcija FLG-a olakSava
kolonizaciju koze mikroorganizmima, dijelom zbog gubitka kiselog omotaca, a
dijelom zbog gubitka neutralizirajuceg efekta na a-toksin Staphylococcus aureus-
a koji je posredovan lu€enjem sfingomijelinaze, enzima u lamelarnim tjeleScima
keratinocita za Cije adekvatno luCenje je FLG potreban (57, 58). Osim toga,
poviSene vrijednosti pH koje nastaju kao posljedica nedostatka razgradnih

produkata FLG-a rezultiraju u povisenoj aktivnosti serinskih proteaza (59).

1.10. MODULACIJA AKTIVNOSTI SERINSKIH PROTEAZA

Kiseli pH regulira aktivhost kaskade serinskih proteaza Ccija je funkcija
uskladivanje epidermalne diferencijacije i stvaranje oroznjene ovojnice (60).
PoviSene vrijednosti pH pojacavaju funkciju serinskih proteaza kalikreina koje su
odgovorne za odljustenje korneocita (61). Odljustenje korneocita je precizno
regulirano djelovanjem serinskih proteaza (SP) i njihovih inhibitora ( engl. serin
protease inhibitor, SPI). Medu inhibitorima je bitho spomenuti serinski
limfoepitelijalni Kazal-tip 5 proteazni inhibitor (eng. lymphoephitelial Kazal type
inhibitor - LEKTI), kodiran serin proteaznim inhibitorom Kazal-tipa 5 (eng. serin
protease inhibitor Kazal type 5 - SPINK5). LEKTI ima centralnu ulogu u
patogenezi Nethertonova sindroma Kkoji je karakteriziran teSkim oblikom
dermatitisa nalik na AD, alergijskim rinitisom i astmom i visokim vrijednostima
ukupnog IgE (62). Interesantno je napomenuti da su polimofrizmi
SPINK5 povezani s AD-om. Nadene su razlike u polimorfizmima ovisno radi li se
o ranom ili kasnom pocetku bolesti. Polimorfizam koji je naden kod ranog pocetka
bolesti, (rs2303067 SPINKS5) je uklju¢en u funkciju barijere, dok je kod kasnog
pocCetka bolesti naden polimorfizam (rs4950928 u CHI3L1) uklju¢en u imunoloski

odgovor (63).



1.11. ULOGA LIPIDA U EPIDERMALNOJ BARIJERI

Medustani€ni prostor roznatog sloja koze Cine lipidi organizirani u kontinuirane
lipidne dvoslojeve. Glavne klase lipida u SC su ceramidi (CER), kolesterol
(CHOL) i slobodne masne kiseline ( engl. free fatty acid, FFA), koji su prisutne u
ekvimolarnim omjerima (64). FFA imaju lance duljina izmedu 14 i 34 ugljikovih
atoma (C-atoma), a naj¢eSc¢a duljina je izmedu 24 i 26 C-atoma (64-75). Lipidna
kompozicija CER-a je sloZena (Slika 1). Svaki CER se sastoji od sfingoidne baze
koja je povezana preko amidne veze s dugolanéanom masnom kiselinom (64).
Glavne skupine sfingoidnih baza ukljuCuju sfingozin (S), sfinganin
(dihidrosfingozin, (dS)), 6-hidroksisfingozin (H) i fitosfingozin (P) (Slika 1) (64,
66). Dugolantane masne kiseline u ceramidima cine masne kiseline bez
hidroksilne skupine (N), a-hidroksi masne kiseline (A) ili esterificirane -hidroksi
masne kiseline (EO) (65). Trenutno vrijedi nomenklatura prema Motta i sur. koja
koristi strukturu oba lanca kako bi identificirala podklase CER (66). Svaki od
lanaca moze varirati u broju C-atoma, dvostrukih veza i hidroksilnih skupina

vodeci do nekoliko stotina jedinstveno strukturiranih CER.
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Slika 1. 12 klasa ceramida (plavo - masna kiselina, crveno - sfingoidna baza, zeleno - o
hidroksi masna kiselina)



1.12. LIPIDNA ORGANIZACIJA ZDRAVE KOZE

Lipidi u SC-u imaju iznimnu lipidnu organizaciju koja se ne moze naci niti u
jednom drugom organu. Serija lipidnih lamela se ponavlja u nejednakim Sirinama
koje poprimaju Siroko-usku sekvencu (64, 67). Dvije lamelarne faze se ponavljaju
na udaljenostima od 13 ili 6 nm, Sto se zove duga periodi¢na faza (engl. “long
periodicity phase”, LPP) i kratka periodi¢na faza (engl. “short periodicity phase”,
SPP) (64). Ne samo ovakva lamelarna organizacija, vec i lateralna organizacija
lipida je od presudne vaznosti za funkciju barijere. Lateralnu organizaciju
predstavlja slaganje lipida unutar razine lamele, perpendikularno na lamelarnu
lipidnu organizaciju, te razlikujemo 3 moguce organizacije: vrlo gusto pakiranu
ortorombi¢nu organizaciju, manje gustu heksagonalnu organizaciju i tekucu
organizaciju (64). Lipidi SC-a se slazu u gustom, ortorombi¢nom lateralnom
slaganju koje ¢eS¢e nalazimo u dubljim dijelovima SC, dok se heksagonalno

slaganje ¢eSce nalazi u visim dijelovima SC-a (64).

1.13. PROMJENE U LIPIDIMA KOD BOLESNIKA S ATOPIJSKIM
DERMATITISOM

Kod bolesnika s AD-om opazene su promjene i sastava i lipidne organizacije (26,
71-75). Na CER-a bolesnika nalazimo viSe tipova promjena: nadene su promjene
u sastavu podklasa (povisenje ili sniZzenje koli€ine odredenih podklasa), povec¢an
je omjer CER-a s kratkim lancima i smanjen udio dugolan¢anih CER-a (56, 64,
72, 73, 76, 77). Sve su klase acilnih ceramida (acil-CER) snizene u lezionalnoj
kozi u odnosu na zdravu kozu (64). Osobito snazno smanjenje koli€ine acil-CER-
a je nadeno u lezionalnoj koZi bolesnika, dok su vrijednosti CER-a C34 izrazito
povisene (64, 65, 77). Srednja duzina lanca CER-a u nelezionalnoj kozi bolesnika

je smanjena u odnosu na zdrave ispitanike (71).

Promjene su nadene i u sljedecoj lipidnoj klasi, FFA. Kod bolesnika je nadena
izrazita razlika u distribuciji duzZine lanaca, $to je osobito izrazeno u lezionalnoj
koZi (64). Naden je povecan udio kratkolanCanih FFA (< C18) i smanjen udio

dugolancanih FFA (= C24) (64,78). Sve gore navedeno upucuje na Cinjenicu da
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duzina lanaca lipida igra klju¢nu ulogu u ostecenju funkcije barijere (64).

Kod bolesnika s AD-om su nadene promjene i u lateralnoj i lamelarnoj organizaciji
(64). Kod bolesnika s AD-om raste udio lipida koji poprimaju heksagonalno
lateralno slaganje u odnosu na kontrole (79, 80). Kako je heksagonalno slaganje
manje ¢vrsto i kompaktno, ova promjena utjeCe na barijeru i stoga mozemo
zakljuciti su lipidi SC-a kod AD-a manje prostorno uredeni (70). Analizom
lamelarne organizacije, nalazi se smanjena udaljenost ponavljanja lamelarne
faze u nelezionalnoj kozi, $to se objasnjava smanjenjem duljine lanaca lipida u
SC-u i smanjenim vrijednostima acil-CER koji su vazni za LPP formaciju (80).
Stoga su kod AD-a nadene ne samo promjene lipidnog sastava, nego i
organizacije, i to lezionalne i nelezionalne koze (64, 80). Duljine lipidnih lanaca
FFA i CER su direktno vezane i za lipidnu organizaciju i funkciju epidermalne

barijere (81). Ove promjene vezane su i uz vecu permeabilnost barijere (64, 70).

Takoder je oSteCeno praznjenje lamelarnih tjeleSaca kod bolesnika, $to rezultira

smanjenim vrijednostima lipida medustani¢nog prostora (82-85).

Vise enzima je uklju¢eno u metabolizam lipida: elongaze, serin palmitoil
transferaze, ceramidne sintaze. Elongaze (ELOVL) bitne za sintezu FFA su
ELOVL1, ELOVL4 i ELOVLSG, a skracenje srednje duzine FFA moZe nastati zbog
smanjene ekspresije/aktivnosti ovih enzima (86). CER sintaze vezu dugi lanac sa
sfingoidnom bazom, $to je kriti€ni korak u sintezi CER (87). Sfingomiijelinaze i
glukocerebrozidaze su odgovorne za zadnji korak u sintezi CER, a oba enzima
su pod utjecajem pH i serinskih proteaza, te su nadene smanjene aktivnosti u
koZi bolesnika s AD-om (88).

1.14. IMUNOLOGIJA ATOPIISKOG DERMATITISA

U etipatogenezi AD-a postoji sloZzeni odnos izmedu poremecene imunoloske
regulacije i ostecCenja strukture i funkcije barijere. Citokinska neravnoteza ima

veliki uginak na keratinocitnu diferencijaciju i druge segmente barijere (89). Cesto
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se postavlja pitanje Sto je primarno, poremecena funkcija barijere ili promijenjeni
imunoloSki odgovor, ali odgovor na to pitanje nije nimalo jednoznacan.
Poremecaji imunoloskog sustava ukljuCuju mehanizme prirodene i steCene
imunosti. Patogenetska uloga autoimunosti nije u potpunosti rasvijetljena, ali
pokazano je da se elementi autoimunosti mogu naci u 91 % bolesnika, vjerojatno
kao posljedica neprepoznatih auto-epitopa (90, 91).

U etiopatogenezi AD-a ulogu ima prirodena i steCena imunost. Glavni nositelji
prirodene imunosti su keratinociti, antimikrobni peptidi (AMP), urodene limfoidne
stanice grupe 2 (engl. innate lymphoid cells group 2, ILC2) i Toll-like receptori
(TLR). Keratinocit luci dvije klase antimikrobnih peptida (katelicidin i humani-3-
defenzin) (90, 92). Kod bolesnika s AD-om se obje klase smanjeno luce, Sto
uzrokuje sklonost infekcijama (92, 93). Osim vazne antimikrobne uloge, ovi
peptidi poticu luCenje mnogih citokina/kemokina kojima keratinocit potice
imunoloske reakcije.

Bolesnici s AD-om imaju smanjenu ekspresiju TLR-a u kozi (94). Dokazano je da
ti receptori pojaCavaju integritet uskih spojeva, Cime utjeCu na integritet barijere i
igraju ulogu u obrani od bakterijskih i virusnih infekcija (94).

U etiopatogenezi AD-a centralnu ulogu ima ste€eni imunolodki odgovor s
glavhom ulogom Th2 stani€nog odgovora koji je karakteriziran izrazitom
ekspresijom Th2 citokina IL-4 i IL-13 (95). Klini¢ki nezahvacena, nelezionalna
koza takoder ima oStecCenu barijeru i pokazuje blagi upalni odgovor, pretezno Th2
upalnog citokinskog miljea s izrazenom ekspresijom IL-13 i visokoafinitetnog IgE
receptora (96). Od Th2 medijatora, IL-4 i IL-13 imaju klju€¢nu ulogu u patogenezi
AD-a, te su kod bolesnika s AD-om nadeni polimorfizmi IL-4 i IL-13 gena (97, 98).
Prvi signal dolazi iz oSte¢ene barijere. Kada antigeni prodru kroz oStecenu
barijeru dolaze do dendritickih stanica (antigen-prezentirajuéih stanica) koje
potom migriraju u regionalni limfni ¢vor i ostvaruju interakcije s T stanicama.
Medu njima je grupa CLA+ memorijskih/efektorskih T stanica (engl. cutaneous
lymphocyte associated-antigen, CLA+) koje proizvode IL-13 (99). Citokini i
kemokini iz keratinocita i dendritiCkih stanica nakon izlaganja antigenu stimuliraju
T limfocitne stanice- tzv. ILC koje potom proizvode cijeli spektar pretezito Th2

citokina s posljedi€nom proliferacijom i aktivacijom upalnih stanica kao Sto su T
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stanice, B stanice, eozinofili i mastociti (100, 101). IL-13 je klju¢ni citokin upalne
reakcije u AD-u, ukljuen u izazivanje svrbeza, remodeliranje tkiva, aktivaciju
eozinofila, reguliranje sinteze IgE a takoder promovira epikutanu senzibilizaciju
(102-104). IL-4 1 IL-13 su poviSeni u akutnim i u kroni¢nim lezijama AD. VazZnost
IL-4 i IL-13 u patogenezi potvrduju dva zapaZanja: Cinjenica da upalni odgovor
predvoden IL-4/IL-13 mozZe smanijiti kljuéne Th1 i Th17-ovisne obrambene
mehanizme u AD-u, kao i €injenica da dupilumab &iji se terapijski u€inak ostvaruje
blokiranjem IL-4 i IL-13 pokazuje uspjehe u lijeCenju. Ove dvije Cinjenice
potvrduju centralnu ulogu IL-4 i IL-13 u patogenezi AD-a (105).

lako se €ini da je imunologija AD-a nedvojbeno vezana uz strogu aktivaciju Th2
stani¢nog odgovora u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi, Th22, Th17/IL-23 i Thl
citokinski odgovor igra bithu ulogu, pogotovo u pojedinim podtipovima bolesti
(106, 107). Akutni poCetak AD-a je vezan uz Th2 i Th22 citokinske gene, s
izrazitim pojaCanjem ove osovine kako bolest napreduje u kroni¢nu fazu,
postajuci dijelom kroni¢ne faze (89). U akutnim lezijama nastup AD-a je
karakteriziran Th2 (IL-4, IL-5, IL-13, IL-31, CCL18) i Th22 (IL-22, S100A proteini)
odgovorima (89).

Th1, Th17, i Th22 stanice i njihovi citokini su prisutni u kozi bolesnika s AD-om i
imaju ulogu u stvaranju spongioze, stimulacije epidermalne hiperplazije i
remodeliranju epidermisa (108-110). Zanimljivo je da je AD s vrlo ranim pocetkom
u djetinjstvu karakteriziran sa znac¢ajnim Th17/Th22 odgovorom koji se pridruzuje
Th2 upalnom tipu (110).

T-stanicni podtip Thl7 je karakteriziran proizvodnjom IL-17 i IL-22, kao i
ekspresijom kemokinskog receptora 6 (eng. chemokyine receptor-6, CCR®6).
Smatra se da ima bitnu ulogu u autoimunosti i da predstavlja prvu liniju obrane
ljudskog organizma buduéi da djeluje na antimikrobne peptide ¢ime predstavlja
vaznu poveznicu izmedu steCene i prirodene imunosti (108, 111).

Th2 1 Th22 odgovori su izrazeni u kroni€nim lezijama, uz aktivaciju Th1-osovine
(IFN-y, CXCL9, CXCL10), te se vjerojatnije radi o paralelnoj aktivaciji Th2 i Thl
osovine, nego o isklju¢ivom Thl odgovoru. Thl odgovor je odgovoran za
kroni¢nost lezija (97).
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Od bitnih citokina potrebno je spomenuti jos i IL-22, koji je kljucni medijator
epidermalne hiperplazije, dok je IL-31 citokin odgovoran za svrbez i pokazuje
visoke vrijednosti u akutnim lezijama, pokazujuci korelaciju s tezinom bolesti (97,
112).

Th2 upalni odgovor uzrokuje snazne promjene epidermalne barijere, djelujuéi na
strukturu a time i funkciju. Th2 citokini ostvaruju ucinak i na strukturne proteine i
na ceramidni metabolizam. Th2 medijatori uzrokuju smanjenu ekspresiju gena
grupe strukturnih proteina terminalne diferencijacije u epidermisu i produkte uskih
sveza pridonoseci defektu barijere kod AD-a (113,114). Th2 (IL-4, IL-13, IL-31) i
Th22 (IL-22) citokini uzrokuju smanjenu ekspresiju filagrina i ostalih strukturnih
proteina (113-119). KC diferenciran u prisustvu IL-4 i IL-13 pokazuje znacajno
smanjenu ekspresiju FLG gena (116, 117). IL-4 smanjuje ekspresiju mnogih gena
epidermalnog diferencijacijskog kompleksa (118,119). Involukrin i lorikrin su
smanjeno izrazeni u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi djelovanjem IL-4 i IL-13, Sto
pridonosi defektu funkcije barijere (119). Takoder ima dokaza da IL-17 moze
pridonijeti smanjenoj ekspresiji FLG i djeluje na keratinocit djelovanjem na gene
odgovorne za stani¢nu adheziju (113).

TNF-a sam ili u kombinaciji s Th2 citokinima smanjuje vrijednosti dugolanc¢anih
slobodnih masnih kiselina i hidroksi ceramida, ¢ime se remeti lipidna organizacija
(77, 120).

IL-4 izaziva smanjenje ceramidne sinteze (121). IL-31 povisuje udio slobodnih
masnih kiselina i smanjuje udio ceramida. Sve ovo upucuje na €injenicu da Th2
upalni odgovor direktno djeluje i na strukturu i funkciju barijere (122).

Imunoloski odgovor je povezan i s mikrobiomom i antimikrobnom zastitom. Th2
polarizacija olakSava vezanje i kolonizaciju Staphyloccosus aureus-a (SA),
buduéi da IL-4 i IL-13 inhibiraju stvaranje antimikrobnih peptida (123-125). U
antimikrobnoj zastiti veliku ulogu igra IL-17 koji predstavlja poveznicu specificne
steCene i mikrobno-izazvane prirodene imunosti (108). Interakcija izmedu kozne

barijere, imunoloSkog odgovora i mikrobioma prikazana je u Slici 2.
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Slika 2. Interakcija izmedu koZne barijere i imunoloSkog odgovora u AD-u. Preuzeto iz rada
Gittler i sur. Progressive activation of T(H)2/T(H)22 cytokines and selective epidermal proteins
characterizes acute and chronic atopic dermatitis. J Allergy Clin Immunol 2012;130:1344-54.

1.15. ULOGA KOZNOG MIKROBIOMA | STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Komenzalni Staphylococcus epidermidis ima zastitnu ulogu buduci da smanjuje
rast patogenih vrsta stvaranjem antimikrobnih peptida i proteaza. Oko 90 %
akutnih lezija je kolonizirano SA, $to je daleko viSe u usporedbi s kroni¢nim
lezijama, nelezionalnom kozom i kozom zdravih pojedinaca gdje ga nalazimo u
samo 5-10 % lezija (93,126). Razlozi ove povecane kolonizacije koZe nalaze se
u poremecéenoj barijeri, oSte¢enom lipidnom sadrZaju, promjenjenom pH
(alkalizacija) i oStecenom prirodenom imunoloSkom odgovoru. SA ne samo da
kolonizira kozu, nego sudjeluje u patogenezi same bolesti (123, 127-129).
Mehanicko oStecenje grebanjem, okolidnim faktorima i detergentima pridonosi
daljnjem oStecenju barijere i olak§8anoj kolonizaciji (129). Sam SA stvara biofilm
od hidratiziranog matriksa sacinjenog od polisaharida i proteina koji olakSava

stani¢nu adheziju (93,125,129-131). Adhezija SA je posredovana fibronektinom i
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fibrinogenom. OStecenje barijere dovodi do izlaganja izvanstani€nog matriksa
SC-a, a adhezini matriksa ukljuCuju dermalni i epidermalni fibronektin i laminin
(131). Grebanje koze mehanicki ostecuje barijeru i pokrece oslobadanje citokina
koji reguliraju ekspresiju adhezina. IL-4 je klju&ni Th2 citokin koji poti¢e stvaranje
stafilokoknih adhezina (129, 132). Nadalje, poviSene vrijednosti pH potiu
kolonizaciju SA, a opazeno je da je optimalni pH za kolonizaciju izmedu 7 i 8
(133).

Promjena lipidnog sastava je sljedecdi faktor koji pridonosi pove¢anoj kolonizaciji
SA, buduci da povecana suhoca i grubost strukture takvog epidermisa pridonosi
kolonizaciji (64). SA stimulira daljnju hidrolizu ceramida djelovanjem bakterijske

ceramidaze (64).

Sfingozin je bitna lipidna komponenta barijere i u normalnim uvjetima iskazuje
jake antimikrobne ucinke protiv . SA. Bolesnici s AD-om imaju smanjene
vrijednosti sfingozina u SC-u, $to je posljedica pojacane aktivnosti ceramidaze i
smanjenih vrijednosti CER-a (70-75).

Bolesnici s AD-om pokazuju ostecenje prirodenog imunoloskog odgovora §to
rezultira smanjenim ograni¢avanjem rasta mikroorganizama. Dokazano je da SA
djeluje kao superantigen (134-136). Nadalje, oko 70% izoliranih lanaca proizvodi
egzotoksine koji djeluju kao superantigeni, a sam SA moze djelovati i kao alergen
(134-137).

1.16. UTJECAJ OKOLISA

Tijek bolesti ovisi i 0 okoliSnim faktorima. Do tre¢e godine zivota najvazniju ulogu
imaju nutritivnin alergeni. Nakon tre¢e godine Zivota na vaznosti dobivaju
inhalacijski alergeni, $to se ocituje progresijom atopijskog marsa i pojavom AA i
AR. Alergija moze, i ne mora biti udruzena s AD-om. Ipak, mali broj djece ima
IgE-posredovanu alergiju na hranu. Smatra se da se radi o 30 % djece i tada se
naj¢esce radi o ranoj pojavi bolesti i tezim kliniCkim slikama. Alergija na hranu je
iznimno rijetko prisutna u odraslih bolesnika (92, 138). Prisustvo alergije na hranu

u ranoj dobi upuéuje na tezi oblik AD-a. Oko 50-70 % djece s ranim pocetkom
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bolesti je senzibilizirano na jedan ili vise alergena, ve¢inom na kravlje mlijeko,
kokoSje jaje, kikiriki, a u kasnijoj dobi na prasinu, pelud i epitel Zivotinja (92, 138).
Primjerice, viSe od 85 % bolesnika pokazuje preosjetljivost na grinju kuc¢ne
prasine. Kod nekih bolesnika izrazito je naglaSsena sezonska varijacija bolesti
(92).

Okolis moze imati utjecaj putem epigenetskih alteracija, uklju€ujuc¢i microRNK i
DNK metilaciju (139-142). Metilacija moze modulirati transkriptne vrijednosti
gena uklju€enih u epidermalni diferencijacijski kompleks i prirodenu imunost, $to
potvrduje ulogu gensko-okoliSnih interakcija u AD-u (139-142). Od okoli$nih
Cimbenika koji utjeCu na tijek bolesti treba izdvojiti izlozenost alergenima
majke/fetusa tijekom fetalnog perioda, izloZenost iritansima, klimatske utjecaje
(temperatura, vlaznost, UV zracenje, vlaga), zagadenost, izlozenost duhanskom

dimu, tvrdoCu vode, urbana/ruralna sredina i prehrana (139-142).

1.17. SVRBEZ I NJEGOVA ULOGA U PODRZAVANJU BOLESTI

Patofiziologija svrbeZa je sloZena i nedostatno razjasnjena, no opc¢nito je poznato
da tzv. ciklus svrbeZa i grebanja podrzava bolest. Tipi€no je svrbez izrazen nocu
Sto dovodi do grebanja tijekom nodi i loSe kvalitete sna. Dokazano je da blokada
histaminskih receptora ne dovodi do smanjenja osjecaja svrbeza kao ni do
smanjenja upale kod bolesnika s AD-om (143-144).

Moderni koncepti razumijevanja odnosa Ziv€anog sustava i koZe temelje se na
Cinjenici da su oba organa nastala od iste osnove- ektoderma. Identificirana je
uloga neuropeptida kao $to su kalcitonin, ,gene-related peptide”, supstanca P,
kao i neutrotrofini kao $to je ,nerve growth factor“. Novije identificirani medijatori
svrbeZa ukljuCuju histamin-4 receptor i IL-31. Uloga opiodinih receptora, ostalih
citokina kao i proteinazno-aktiviranin receptora su istrazivane, ali nijedna
molekula ili put se nije nametnuo kao dominantni medijator svrbeza u AD-u.

IstraZivani su i histamin-neovisni kolinergi¢ni mehanizmi (143,144).
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1.18. UDRUZENOST S DRUGIM BOLESTIMA

Opisana je udruzenost AD-a s drugim bolestima (145-153). AD je udruzen s
povecanom sklono$c¢u bakterijskim i virusnim infekcijama koze, vec¢inom tezeg
tijeka, kao i tezim oblicima ekstrakutanih infekcija (125-127). Povezan je s brojnim
psihiCkim komorbiditetima, osobito tipa sindromom manjka paznje i
hiperaktivnosti (eng. attention-deficit hyperactivity disorder, ADHD), anksioznosti

i depresijom.

lako su podaci neujednaceni, €ini se da je dugotrajni, teski oblik AD-a povezan s
adultnim limfomima. Meta-analiza uCinjena 2015. godine je pokazala mali, ali
znacajno povecani rizik od razvitka limfoma kod bolesnika s AD-om (145,146).
Najznacajniji faktor rizika je tezina bolesti. Smatra se da kroni¢na upala, uz
odredene genetske ¢imbenike moze promovirati karcinogenezu, uz €injenicu da
Th2 odgovor skrece imunoloski odgovor od Th1 imunoloskog odgovora koji u
imunologiji predstavlja glavni tip odgovora protiv tumora (147). Sustavni
imunosupresivni lijekovi koji se koriste u terapiji umjerenog do teskog oblika
bolesti (ciklosporin i azatioprin) su povezani s pove¢anim rizikom od maligniteta
(148, 149).

AD moze biti povezan s pretiloS¢u, kardiovaskularnim bolestima, autoimunim
bolestima, osobito alopeciom areatom i gastrointestinalnim imunolosko-
posredovanim poremecajima (150). U posljednje vrijeme se sve viSe obraca
paznja na udruzeni poviSeni kardiovaskularni rizik, koji raste s teZzinom kliniCke

slike, Sto je potvrdeno meta-analizom (151).

UdruZenost AD-a i kontaktne preosjetljivosti je duzi niz godina kontroverzna
tema. Bolesnici s AD-om, ¢esto u odrasloj dobi, pate od uCestale pojave ekcema
ruku i alergijskog kontaktnog dermatitisa, iako se navedeno ne smatra dijelom
atopijskog marsa. Rezultati studija razliCitih autora su razli€iti, Sto je vjerojatno
posljedica razli€itog odabira izu€avane populacije (ambulantni vs. hospitalno
lijeCeni bolesnici; opca populacija ili selekcionirana populacija), tezine bolesti
bolesnika s AD-om, dobi u kojima su radena testiranja (razliCitosti pedijatrijske i

odrasle populacije), kao i specificnosti navika i okoli8a pojedinih populacija.
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Buduci da bolesnici s AD-om imaju trajno oste¢enu barijeru (oSte¢enost barijere
je prisutna i u lezionalnoj i nelezionalnoj koZi), koja zbog trajno prisutne upale
predstavlja “locus minoris” rezistencije, ova populacija predstavlja bolesnike s
vrlo visokim rizikom i olakSanim prolaskom alergena kroz barijeru. Takoder ne
treba zanemariti Cinjenicu da se radi o bolesnicima koji e cijeli zivot svakodnevno
koristiti razne lokalne pripravke tipa emolijensa, kortikosteroida i drugih lokalnih
pripravaka (152, 153).

1.19. POSTAVLJANJE DIJAGNOZE

Dijagnoza bolesti se postavlja na temelju kliniCke slike, a daljnja karakterizacija
bolesti se moze uciniti dopunskim pretragama, kao Sto su alergoloski testovi,
ukupni IgE i specifiéni IgE. Postoji viSe kriterija za postavljanje klinicke slike, a
najceSc¢e koristeni kriteriji su Hanifin i Rajka kriteriji i UK Working Party Criteria
(Tablica 1)(154, 155).
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Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji prema Hanifin i Rajka i The UK Working Party

Hanifin and Rajka Diagnostic Criteria for Atopic Dermatitis (AD)

Glavni kriterij: mora biti zadovoljeno 3 ili
vise

1. Pruritus

2. Tipi¢na morfologija i distribucija

-Lihenifikacija fleksura ili linearnost kod odraslih
-Zahvacanje lica ili ekstenzornih podrucja kod djece
3. Kroni¢an ili kroniéno-ponavljaju¢i dermatitis

4. Osobna ili obiteliska anamneza atopije (astma,

alergijski rinitis, atopijski dermatitis)

Mali kriterij: treba biti 3 ili vise:

oukrwbhpE

Kseroza

Ihtioza, palmarna hiperlinearnost ili keratosis pilaris

Rana reaktivnost u koznim testovima (tip 1)
Povisen serumski IgE
Rana dob nastupa

Sklonost koznim infekcijama (osobito S.aureusi herpes

simplex) ili oSte¢enje T-stani¢ne imunosti
Sklonost nespecifi¢nim ekcemima ruku ili stopala
Ekcem bradavica
Heilitis

. Rekurentni konjunktivitis

. Dennie-Morgan infraorbitalna brazda

. Keratokonus

. Anteriorna subkapsularna katarakta

. Periorbitalno zatamnjenje

. Bljedilo lica ili eritem lica

. Pitiriasis alba

. Nabori prednjeg dijela vrata

. Svrbez prilikom znojenja

. Intolerancija na vunu i lipidna otapala

. Perifolikularno naglasenje

. Intolerancija na hranu

. Tijek ovisan o okoli$nim ili emotivnim faktorima
. Bijeli dermografizam ili odgodeno blijedenje

“UK working party” kriteriji

1. Podatak o zahvaéaniju fleksura

2. Anamnesticki podatak o suhoci koze

3. Nastup prije dobi od 2 godine

4. Osobna anamneza astme

5. Anamnesticki podatak o pruritickoj leziji koze

6. Vidljivi dermatitis fleksura

Kako bi se bolest mogla okarakterizirati kao ekstrinzi€ki ili intrinziCki oblik bolesti,

osim klini¢ke slike, potrebno je uciniti dodatnu kliniCku i laboratorijsku obradu

(krvna slika, ukupni i specifiéni IgE u serumu, kozno alergolosko testiranje).

1.20. KLINICKI FENOTIPOVI

Ne postoji jedinstvena klasifikacija bolesti. Podjela, osim na ekstrinzi¢ki i
intrinziCki oblik, moze biti prema klini¢koj slici, dobi, dobi pojave i teZini kliniCke
slike (1). Razli¢iti imunoloski mehanizmi mogu biti uklju€eni u etiopatogenezu
bolesti. AD se klasi€no mozZe podijeliti u dva oblika bolesti, ekstrinzi¢ki (IgE-

posredovan, alergijski oblik, eAD) i intrinziCki (nealergijski, iAD). eAD je daleko




cesci oblik i nalazimo ga u 80 % bolesnika. Dok oba oblika bolesti pokazuju sli¢ni
klinicki fenotip, samo eAD pokazuje povezanost s tzv. alergijskim odgovorom
(156, 157). Bolesnici s eAD-om pokazuju visoke vrijednosti ukupnog IgE i
prisustvo specifiCnih IgE usmjerenih prema okoliSnim ili nutritivnim alergenima,
dok bolesnici s iIAD-om imaju normalne vrijednosti ukupnog IgE i odsustvo
alergen-specificnih protutijela. Danas se smatra da je LOF FLG glavni faktor
rizika za razvitak eAD-a. Bolesnici ovog tipa karakteristicno imaju rani nastup
bolesti, teze oblike bolesti, udruzenost s atopijom, prisutnost bolesti u odrasloj
dobi i veci stupanj razvitka komplikacija u kasnoj zZivotnoj dobi. Oblik iAD ¢e&ce
ima kasniji poCetak bolesti. Ipak, strogo razlikovanje ova dva oblika je ponekad
viSe akademske prirode i preklapanja nisu neuobiCajna, buduéi da jedan oblik
moze prijeci u drugi. Oblik iAD s vremenom moze prijec¢i u eAD, sto se tumadi
Cinjenicom da oSteCena barijera olakSava prodor alergena i olakSava
senzibilizaciju na okoliSne alergene. Takoder, opisan je trend pada ukupnih
vrijednosti IgE ovisno o dobi, Sto se moZe povezati s klinicki opazenim padom
uCestalosti alergijskih bolesti u odrasloj dobi. Periferna eozinofilija moze biti
prisutna u oba oblika bolesti. Dio autora smatra da je iIAD onaj koji se javlja kod
bolesnika kod kojih je senzibilizacija posredovana primarno stani¢nim, a ne IgE-

posredovanim odgovorom (156,157 ).

Klini¢ka slika AD-a se razlikuje ovisno o dobi bolesnika (1, 7). Klasifikacija prema
dobi je klasifikacija prema prirodnom tijeku bolesti, te razlikujemo infantilni AD,
AD djecje dobi, adolescentni/AD odrasle dobi i AD starije dobne grupe (1).

Intenzivan svbez je karakteristiCan simptom u svim dobnim grupama.

Infantilni AD (dob 3 mjeseca do 2 godine) Cini 60-80 % svih bolesnika (1). Prve
koZne promjene se javljaju nakon drugog mjeseca zivota, tipicno zahvacaju
obraze i prezentiraju se edematoznim papulama i papulovezikulama koje mogu
konfluirati u plakove koji vlaze i prekriveni su krustama (1). Osim obraza moze
biti zahvaceno vlasiste, vrat, ekstenzorne strane ekstremiteta i trup, uz postedu
pelenske regije. Oko 60 % bolesnika s ovim oblikom bolesti ulazi u remisiju bolesti
prije druge godine Zivota, dok 40 % ima bolest kroz dulji period i predstavlja

najrizi¢niju grupu za razvitak atopijskog marsa.
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AD djecCje dobi (2 do 12 godina) je karakteriziran kroni¢nim lezijama uz
lihenifikaciju, iako mogu biti prisutne i akutne lezije. Predilekcijska mjesta su
poplitealna, antekubitalna jama (fleksuralni ekcemi) kao i periorificijalna podrucja
glave (1). Na rukama i zapeS¢ima vrlo ¢esto opazamo numularne plakove s
vlazenjem i krustama, Sto odgovara numularnom obliku bolesti. Suhoc¢a koze je

izraZenija (1).

AD adolescenata i odrasle dobi (12 do 60 godina) se prezentira lezijama na
tipinim lokacijama kao $to su glava, vrat i fleksuralna podrucja. Takoder se moze
ocCitovati kao kroni¢ni dermatitis ruku, a kod bolesnica periorbitalnim promjenama.

Bolesnici s dugotrajnim oblikom bolesti mogu razviti i klinicku sliku eritrodermije.

AD trece zivotne dobi (dob > 60 godina) se smatra podcijenjenim oblikom bolesti.
Radi se o obliku bolesti koji je karakteriziran pojavom opseznih ekcematoidnih
lezija, sve do kliniCke slike eritrodermije sa snaznim osjecajem svrbezZa. Naj¢esée
se dijagnoza postavlja isklju¢enjem drugih dermatoloskih dijagnoza, kao Sto su
diseminirani alergijski kontaktni dermatitis i primarni kozni oblik T-stani¢nog

limfoma (1).

Ukoliko analiziramo dob prve pojave bolesti, tada razlikujemo 6 grupa (1). Grupa
vrlo rane pojave bolesti (3 mjeseca - 2 godine), grupa rane pojave (2-6 godina),
grupa pojave u djecjoj dobi (6-12 godina), grupa pojave u adolescentnoj dobi (14-

18 godina) i grupa pojave u odrasloj dobi (20-60 godina).

Danas je poznato da oblik bolest koji se javlja nakon kasne djecje dobi nije vezan
uz mutacije FLG-a (63, 158). U grupi vrlo kasne pojave bolesti razlikujemo grupu
onih koji su imali AD ranije u Zivotu (naj¢eSce u djecjoj dobi), a potom je uslijedio
dugi period remisije i ponovna pojava bolesti u odrasloj dobi, i grupu bolesnika
kod koje se AD po prvi puta javlja u ovoj zivotnoj dobi. Cesto se radi o teskim

oblicima bolesti uz visoke vrijednosti ukupnog IgE (1).

AD se moZe prezentirati spektrom od blagih promjena do izrazito teSke klinicke
slike. U procjeni tezine kliniCke slike najCeSce se koristi dvije ljestvice, SCORAD
»Severity scoring of atopic dermatitis (SCORAD) ili ,Eczema Area and Severity
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Index Scores* (EASI) (1, 159, 160). Tezina bolesti je trenutno jedini kriterij prema
kojem se bolesniku propisuje terapija. NazZalost svi sustavi stupnjevanja bolesti

podlijeZu subjektivnosti ispitivaCa, te postoji potreba za definicijom objektivnih,

1.21. ENDOTIPOVI BOLESTI | VAZNOST BIOMARKERA U
STRATIFIKACIJI BOLESTI

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji biomarkeri su ,bilo koja tvar, struktura
ili proces koja moze biti mjerena u tijelu a koja utjeCe ili predvida incidenciju ili
ishod bolesti“ (1). Prema definiciji National Institutes of Health Biomarker
Definition Working Group, biomarker je karakteristika koja se objektivno mjeri i
evaluira kao indikator normalnog bioloSkog procesa, patogenog procesa ili
farmakoloSkog odgovora na terapijsku intervenciju, stoga svaka mijerljiva
karakteristika koja ima dijagnosticku, prognosticku ili prediktivhu vrijednost se
moze smatrati biomarkerom (1). Endotip se definira kao mijerljiva komponenta
nevidljiva golim okom unutar etiopatoloS§kog puta izmedu bolesti i genotipa, stoga
se endotip sastoji od kolekcije biomarkera izmedu klini¢kog fenotipa i genotipa
(1). Naime, danas se smatra da su fenotip, biomarkeri i endotipovi osnovni
instrumenti koji nam omogucuju podijelu visoko etioloski sloZzenih poremecaja,
kao $to je i AD, u podgrupe, prema ¢emu je moguce precizno odrediti prevenciju
i razvijati terapijske strategije (1). Ovaj princip se ve¢ naveliko koristi u podrucju
moderne onkologije koja danas na tome bazira svoje terapijske pristupe (1).
Danas jo$ nisu jasno definirani endotipovi za AD, ali postoje kandidatni
biomarkeri. AD je heterogena bolest i trenutna klasifikacija AD-a nije dovoljno
precizna i ne omoguéava predvidanje terapijskog odgovora kod primjene
pojedinih bioloskih lijekova. Odredivanje endotipova i biomarkera je od iznimne
vaznosti za razvoj terapijskih opcija buduci da zadnjih desetljeca nije bilo osobitog
napretka u terapiji, sve do pojave dupilumaba kao terapijske opcije(89).
Pravovremena i uCinkovita terapija AD-a je od velike vaznosti iz viSe razloga,

ponajprije zbog snaznog utjecaja na kvalitetu Zivota bolesnika i obitelji,
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ekonomsko-socijalnih razloga, udruzenosti s komorbiditetima i Cinjenice da 1/5
op¢e populacije je zahvacena boleS¢u Sto predstavlja veliki teret svakom
zdravstvenom sustavu (5). Prema trenutnim europskim smjernicama za lije€enje,
terapijski pristup bolesniku mora biti individualno prilagoden uzimajucéi u obzir
specificnosti bolesti pojedinca te se strogo pridrzavanje standardiziranim
terapijskim shemama ne savjetuje (161, 162). Odluka o uvodenju terapije bazira
se na vrijednostima SCORAD/EASI i odgovoru na dosada$nju terapiju.
Napomenimo da SCORAD predstavlja mjerenje tezine bolesti na dan kontrole,
ukljuCuje subjektivni dojam bolesnika, te moze varirati ovisno o ispitivacu, stoga
se savjetuje da procjenu SCORAD-a uvijek radi isti lijeCnik. U nedostatku
objektivninh parametara, SCORAD je trenutno jedini kriterij prema kojem se
odreduje terapija, te se vecina istrazivackih napora danas polaze na odredivanje
objektivnih pokazatelja tezine bolesti, odnosno odredivanju biomarkera bolesti
(159).

Tablica 2. Potencijalni biomarkeri kod atopijskog biomarkera, prema radu Bieber T i sur. Allergy
2012; 67:969-75.

GRUPA BIOMARKERA | POTENCIJAL UPOTREBE BIOMARKERI
Dijagnosticki biomarkeri | Potvrda entiteta IgE, FCERI=DC
Biomarkeri tezine bolesti | Implementacija klini¢kog CCL17/TARC
stupnjevanja bolesti na CCL26/Eotaxin-3
endotipskom stupnju IL/16
CCL22/MDC
IL-31
sCD-30
NaPCA, UcA
ECP
IgE
TSLP
Prognostiéki biomarkeri StratlflkaCIja unutar k||n|ékog FLG
fenotipa koja sugerira IgE
progresiju bolesti
Prediktivni biomarkeri Stratifikacija odgovora na Nije odredeno dosad
primjenjenu terapiju
Farmaceutski dinamicki | Stratifikacija metabolizma i Nije odredeno dosad
_ _ procjena rizika razvijanja
biomarkeri nuspojava
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Sve ovo upucuje na Cinjenicu da je AD izrazito kliniCki heterogeni poremecaj, s
razli€itim kliniCkim slikama ovisno o zivotnoj dobi bolesnika, uz ¢injenicu da
postoje mnogobrojni dijagnosticki kriteriji, kao i kriteriji za procjenu tezine bolesti
koji su vrlo subjektivni i ovise o procjenama ispitivaca, s vrlo oskudnim terapijskim
opcijama u najteZzoj grupi bolesnika koja predstavlja veliki socioekonomski
problem svakog zdravstvenog sustava. Bolest znaCajno oStecuje kvalitetu Zivota
bolesnika i udruzena je s drugim ozbiljnim komorbiditetima. Stoga, odredivanje
biomarkera, odnosno panel markera koji bi dijagnosticki, prognosticki i u

terapijskom smislu bolje rasvijetlili ovu bolest predstavlja izuzetno vazan zadatak.
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2. HIPOTEZA

Prisustvo mutacije filagrinskog gena, koli¢ina degradacijskih produkata filagrina,
lipidni sadrzaj, kolonizacija koze sa SA, vrijednost pH i TEWL-a bitni su

biomarkeri kozne barijere Ciji je poremecaji najznacajniji etioloski faktor za

razvitak atopijskog dermatitisa.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

oPCI CILJ
Opéi cilj ovog istrazivanja je odrediti vaznost razliCitih biomarkera epidermalne
barijere kod bolesnika s atopijskim dermatitisom i njihovu povezanost s klinickim

karakteristikama i FLG genotipom.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. odrediti prisustvo, uCestalost i tip mutacije FLG u bolesnika s atopijskim
dermatitisom

2. odrediti sadrzaj NMF-a, evaluirati pH i TEWL koZze kao parametre
funkcionalnosti barijere

3. usporediti bolesnike s alergijskim (ekstrinzi¢kim) i nealergijskim (intrinzi¢kim)
tipom atopijskog dermatitisa

4. korelirati mutacije filagrinskog gena i poremecaje ostalih biomarkera barijere s
fenotipom bolesnika

5. na temelju rezultata definirati najvaznije biomarkere atopijskog dermatitisa
Glavna svrha ovog istrazivanja je ispitati odnos izmedu filagrinskih mutacija,

funkcijskih i kliniCkih parametara te sastava NMF-a i lipida u stratum corneum-u

kao mogucih biomarkera atopijskog dermatitisa.
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. ISPITANICI

U studijsku populaciju uklju¢eno je ukupno 150 ispitanika, od ¢ega 100 odraslih
bolesnika s AD-om i 50 zdravih ispitanika. Bolesnici su uklju€ivani u razdoblju od
sije€nja 2016. do srpnja 2017. godine.

Ukljuéni kriteriji su bili postavljena dijagnoza AD-a od strane dermatologa,
minimalno trajanje bolesti 3 godine i zivotna dob iznad 16 godina. Dijagnoza
AD-a je morala biti potvrdena od strane dermatologa, kako bi se iskljuCile druge
dermatoze koje se ubrajaju u diferencijalnu dijagnozu AD-a. Bolesnici su prije
samog uzorkovanja morali biti minimalno tjedan dana bez neutralne terapije
(emolijensa), lokalnog kortikosteroida i lokalnog imunomodulatora. Bolesnici koji
su bili u tijeku lijeCenja fototerapijom, sustavnom kortikosteroidnom terapijom,
ciklosporinom, metotreksatom ili bioloSkom terapijom nisu ukljuCivani, a
minimalno vremensko razdoblje od prethodne fototerapije ili sustavne terapije do
ukljucivanja u studiju je bilo mjesec dana.

Kontrolna grupa studijskih ispitanika sastojala se od 50 zdravih pojedinaca koji
nisu imali osobnu anamnezu AD-a ili drugih atopijskih bolesti i nisu bolovali od
drugih upalnih dermatoloskih ili teZih sustavnih bolesti. Dobna grupa za kontrolnu
grupu je definirana na isti nacin kao i za bolesnike, te su uklju€ivani ispitanici
stariji od 16 godina. Ispitanicima u kontrolnoj grupi data je uputa da ne koriste
emolijense u njezi koze tjedan dana prije ispitivanja. Svi ispitanici iz kontrolne
grupe podvrgnuti su klinickom pregledu dermatologa, kako bi se osiguralo da
ispitanici nemaju blazu, neprepoznatu kliniCku sliku AD-a, dodatno je uzeta

detaljna anamneza o eventualnim podacima o ekcemima u dojenackoj dobi.

4.2. ETICKA NACELA

Ispitivanje je provedeno u skladu sa Helsinskom deklaracijom (163) i odobreno
je od strane Etickog povjerenstva Kilinickog bolnickog centra Zagreb i
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Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Prije uklju€ivanja u studiju svi su

ispitanici potpisali informirani pristanak.

4.3. KLINICKA PROCJENA BOLESNIKA

Dijagnoza AD-a je postavljena prema Hanifin i Rajka i UK working party kriterijima
(154, 155). Dijagnoza bolesti, klinicka procjena, procjena tezine bolesti kao i
lije€Cenje svih bolesnika provedeno je od strane jednog dermatologa. Zabiljezena
je dob pojave AD-a, pojavnost alergijske astme, alergijskog rinitisa i
konjunktivitisa. Osim klini€kih kriterija u dijagnostici bolesti, u€injena je i dodatna
dijagnostiCka obrada (krvna slika, ukupni i specificni IgE u serumu, kozZno
alergolo8ko testiranje), koja predstavlja zlatni standard obrade i pracenja

bolesnika s AD-om.
Tablica 3. Nacin bodovanja tezine bolesti (SCORAD), prema Severity scoring of atopic dermatitis:

the SCORAD index. Consensus Report of the European Task Force on Atopic Dermatitis.
Dermatology 1993;186:23-31.

A. STUPANJ ZAHVACENOSTI
Navesti zahvaéenu povrsinu

B. INTENZITET SCORAD = A/5+7B/2+C
C. SUBJEKTIVNI SIMPTOMI

SVRBEZ+GUBITAK SNA

NACIN

KRITERIJ INTENZITET RACUNANJA
Eritem 0 = ODSUTNOST
Edem/papule 1 =BLAGO
VlazZenje/kruste 2 = UMJERENO
Ekskorijacije 3 =TESKO
Suhoc¢a*
*procjenjuje se na nelezionalnoj kozi

VIZUALNA ANALOGNA SKALA | SVRBEZ
UkljuCuje zadnja 3 dana i nodi Minimalno 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 Maksimalno

GUBITAK SNA
Minimalno 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 Maksimalno
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Za procjenu tezine bolesti koriStena je SCORAD ljestvica. Procjena tezine bolesti
provedena je prilikom dermatoloSkog pregleda. Bolesnici koji su imali manje od
15 bodova prema SCORAD ljestvici okarakterizirani su kao grupa bolesnika s
blagim oblikom bolesti. Bolesnici koji su imali 15 do 40 bodova okarakterizirani
su kao grupa s umjerenim oblikom bolesti, dok su bolesnici s viSe od 40 bodova

okarakterizirani kao grupa s teSkim oblikom bolesti (159).

Mjerenja i izuzimanje uzoraka za analizu provedena su na kliniCki zahvacenoj
(lezionalnoj) i kliniCki nepromijenjenoj (nelezionalnoj) kozi, a ukoliko je bolesnik
bio u remisiji, mjerenja i izuzimanje uzoraka provedena su na Klinicki

nepromijenjenoj Kozi.

4.4. LABORATORIJSKA | DIJAGNOSTICKA OBRADA BOLESNIKA

Za S$to bolju karakterizaciju bolesti, usmjerenu prvenstveno prema jasnom
razlikovanju ekstrinzi€nog i intrinzi€nog oblika bolesti, evaluacija klinicke slike je
dopunjena dijagnostickom obradom. Od bolesnika su zatraZzeni na uvid podaci o
prethodno ucinjenoj laboratorijskoj obradi ili je dana preporuka da se ucine
sljedece laboratorijske pretrage: kompletna i diferencijalna krvna slika, vrijednosti
ukupnog i specificnog IgE na inhalacijske alergene, ubodno testiranje na
inhalacijske i nutritivne alergene i epikutani test na standardnu seriju alergena.
Ukoliko bolesnik nije ulazio u remisiju zbog prirode bolesti, alergolo$ko testiranje
nije ucinjeno zbog nemogucénosti provodenja testiranja na koZi zahvacdenoj

ekcemom te zbog utjecaja lokalne ili sistemske terapije.

4.5. KVANTITATIVNA KULTURA STAPHYLOCOCCUS AUREUS 1Z
BRISEVA KOZE

Uzorci su uzimani brisom ovlazenim u fizioloSkoj otopini u Klinici za
dermatovenerologiju i istog dana dostavljani na obradu u Kilini¢ki zavod za
klinicku i molekularnu mikrobiologiju KBC Zagreb. Za svakog ispitanika oznacene

su 3 ploCe krvnog agara. Nakon $to je bris stavljen je u 5 mL Ringerove otopine
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i vorteksiran, bris je baCen, a na svaku od 3 ploCe krvnog agara pipetorom je
kapnuto 1 pL, 10 pL i 100 pL Ringerove otopine. Plastichom ezom ploCe su
razmazane u 3 smjera, na svakoj je obiljezeno razrjedenje i stavljene su u
termostat do drugog dana. PloCe su se ocitavale nakon 24, odnosno 48 sati.
Sumnijive kolonije identificirane su klasicnom metodom (preparat, pozitivan DNA
testy i MALDI-TOF metodom (bakterijska identifikacija ~masenom
spektometrijom). Kolonije su brojane na onoj ploci krvnog agara na kojoj se
mogao izbrojati to€an broj kolonija, a zatim se ukupan broj kolonija u brisu
racunao na slijedeci nacin: broj kolonija (npr. 7) x 5 (otopina za homogenizaciju)
x 102 (razrjedenje na krvnom agaru) = 35-10%, odnosno 3,5-10* CFU/brisu (164).

4.6. MJERENJA TRANSEPIDERMALNOG GUBITKA VODE (TEWL) i pH

Mjerenja transepidermalnog gubitka vode (eng. trans-epidermal water loss,
TEWL) i pH provedena su pri standardiziranim uvjetima (uvijek u istoj prostoriji,
kod temperature prostorije od 22-25 °C i relativnoj vliaznosti 30-33 %) na klinicki
zahvacéenoj (lezionalnoj), kliniCki nepromijenjenoj kozi (nelezionalnoj) kozi kod
bolesnika s AD-om, odnosno zdravoj koZi kod zdravih ispitanika. Ispitanici su prije
samog mjerenja bili aklimatizirani u vremenskom razdoblju od najmanje
10 minuta. Odabir lokalizacija na kojima su izvr§ena mjerenja ovisio je o prisustvu
lezija kod pojedinog bolesnika. Kod zdravih ispitanika mjerenja su provedena na
zdravoj kozZi podlaktice desne ruke. Za mjerenje TEWL-a i pH vrijednosti koristen

je Tewameter 300 (Courage + Khazaka electronic GmbH, Kdln, Njemacka).

4.7. FLG GENOTIPIZACIJA

Svim ispitanicima uzet je bukalni bris (Isohelix Swab Pack, UK) u kojem su zatim
odredene tri mutacije na genu za filagrin s naju€estalijom pojavnosti u europskoj
populaciji i to: R501X, 2282del4, R2447X. Odredivanje prisutnosti mutacija u
stanicama bukalnih briseva potpunosti je provedeno prema postupku detaljno

opisanom u radu Sandilands i sur. (165).
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4.8. UZORKOVANJE KOZE

RozZnati sloj je uzorkovan komercijalno dostupnim adhezivnim vrpcama (3,8 cm?,
D-Squame; Monaderm, Monako, Francuska). Adhezivne vrpce bile su pritisnute
na povrsinu koZe uredajem za kontrolu pritiska (225 g cm=2, CuDerm, Dallas, TX,
SAD) u trajanju od 10 sekundi radi smanjenja varijacije koliine izuzetog roznatog
sloja. Ukupno je izuzeto 8 uzastopnih adhezivnih vrpci s istog mjesta, a prve dvije
vrpce su odbacene zbog mogucée kontaminacije na samoj povrsini koze. Uzorci
koze izuzeti su s lokacije kliniCki zahvacene (lezionalne) i klinicki nezahvacene
koze kod bolesnika (nelezionalne), odnosno na podlaktici zdravih ispitanika.
Adhezivne vrpce pohranjene su individualno u mikroepruvetama od 2 mL
(Sarstedt, Etten-leur, Nizozemska) na —80 °C na nacin da je povrSina vrpce koja
je obloZena adhezivnim ljepilom okrenuta prema unutrasnjosti do provodenja

analiza.

Slika 3. Uzorkovanje stratum corneum-a adhezivnim vrpcama s lezionalne (L) i nelezionalne
koZe (NL).

4.9. ODREBPIVANJE KOMPONENATA PRIRODNOG OVLAZIVACA KOZE

Za odredivanje razine prirodnog ovlazivaCa koze, provedena je analiza produkata
razgradnje proteina filagrina i to, histidina, piroglutaminske kiseline te trans- i
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cis-izomera urokanske kiseline primjenom tekuéinske kromatografije u sprezi s
detektorom s nizom dioda. Za analizu je uzeta peta uzastopna vrpca. Modificirani
postupak ekstrakcije komponenata NMF-a iz roznatog sloja izuzetog adhezivnom
vrpcom proveden je dodatkom 600 uL ultra iste vode i snaznim mijeSanjem (IKA
vibrax-VXR Model 2200, IKA-works Inc., Wilmington, NC, SAD) tijekom 30 minuta
prema metodi detaljno opisanoj u radu Dapic i sur. (166). S obzirom na ¢injenicu
da koli¢ina SC izuzeta adhezivnim vrpcama varira, koncentracija komponenata
NMF-a u SC izuzetom svakom adhezivnhom vrpcom normalizirana je za ukupnu
koliCinu proteina odredenu u pojedinom uzorku. Ekstrakcija proteina vodom
takoder nije potpuna, pa je u tu svrhu provedena i dodatna ekstrakcija s vodenom
otopinom jake baze, natrijevim hidroksidom. Ukupna koli€ina proteina u oba
ekstrakta odredena je pomocu Pierce Micro BSA eseja (Thermo Fischer
Scientific, Rockford, IL, SAD) Razina NMF-a u roznatom sloju koZe izraZena je u

jedinicama mmol NMF-a/g proteina.

4.10. ODREDIVANJE RAZINE CITOKINA

Razina citokina odredena je u roznatom sloju izuzetom osmom adhezivhom
vrpcom. Za ekstrakciju citokina svakom individualnom uzorku dodano je 1,2 mL
fosfatnog pufera koji je sadrzavao 0,005 % Tween 20 (Sigma-Aldrich,
Zwijndrecht, Nizozemska). Ekstrakcija citokina i topljivih proteina provedena je uz
pomoc¢ ultrazvucnih valova (Salm & Kipp, Breukelen, Nizozemska) u ledenoj vodi
kroz 15 minuta. Razina ukupno 21 citokina izmjerena je na unaprijed
konfiguriranim, komercijalno dostupnim multi-plex plo€ama (U-Plex assays,
MSD, Rockville, MA, SAD) na instrumentu MESO QuickPlex SQ 120 (MSD,
Rockville, MA, SAD) slijedeci upute proizvodaca. Citokini su odredeni u izvornim
ekstraktima bez razrjedenja i to: CCLL11 (Eotaxin), CCL26 (Eotaxin-3), CXCL8
(IL-8(HA)), CXCL10 (IP-10), CCL2 (MCP-1), CCL13 (MCP-4), CCL22 (MDC),
CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B3), CCL17 (TARC), IL-18, IL-17A, IL-18 CCL20
(MIP-3 a), IL-31, TLSP, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27, IL-33. Isto kao i slu€aju

odredivanja NMF-a, koncentracija citokina u roZznatom sloju normalizirana je za
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ukupnu koli€inu topljivin proteina pojedinom uzorku. Koncentracija topljivih
proteina odredena je pomocu Pierce Micro BSA eseja (Thermo Fischer
Scientific, Rockford, IL, SAD), a konacna razina citokina izrazena je u jedinicama

pg citokina/pg proteina.

Za statistiCku analizu podataka koncentracije citokina ispod granice detekcije (ali
unutar raspona kalibracijske krivulje) ili iznad granice odredivanja koriStene su
kao nepromijenjene vrijednosti. U svrhu oCuvanja koncentracijskog poretka,
citokinima Cija je koncentracija bila ispod donjeg dijela kalibracijske krivulje (bez
dodijeljene vrijednosti koncentracije) dodijeljena je vrijednost koncentracije
jednaka polovici vrijednosti najnize koncentracije za pojedini citokin u uzorcima.
Granica detekcije za svaki pojedini citokin izraCunata je primjenom softvera
Discovery Workbench 4.0 software (MSD, Rockville, MA, SAD) kao 2,5
standardne devijacije iznad pozadinskog signala. Buduéi da su koncentracije
citokina IL-22, IL-23 i IL-31 imali veliki broj vrijednosti ispod granice detekcije ili

ispod donjeg dijela kalibracijske krivulje (> 30 %), isklju€eni su iz daljnje analize.

4.11. ODREDIVANJE CERAMIDA

Odredivanje pojedinih klasa ceramida, odnosno sfingoidnih baza provedeno je
samo na dijelu studijske populacije, i to 25 bolesnika i 23 zdravih ispitanika.
IstraZivane lipidne skupine ukljuCivale su slobodne sfingoidne baze sfingozin
(d18:1) i sfinganin (d18:0), ceramide koji su sintetizirani iz te dvije sfingoidne baze
(Cer (d18:0) i Cer (d18:1)), glukozil-ceramid (GlcCer (d18:1)) i glukozil-kolesterol.
Ceramidi su mjereni kao slobodne sfingoidne baze nakon termic¢kog uklanjanja
lanaca masnih kiselina. Odredivanje je provedeno prema metodi detaljno
opisanoj u radu Gold i sur. (167) a koja se temelji na teku¢inskoj kromatografiji u
sprezi s tandemskom spektrometrijom masa. Koncentracija ceramida i
sfingoidnih baza u SC normalizirana je za ukupnu koli¢inu proteina u pojedinom
uzorku. Koncentracija proteina odredena je pomocéu Pierce Micro BSA eseja
(Thermo Fischer Scientific, Rockford, IL, SAD), a kona¢na razina ceramida i

sfingoidnih baza izrazena je u jedinicama pg/ug proteina (167).

34



4.12. STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka analiza provedena je u programima Prism 7 (GraphPad, La Jolla, CA,
SAD) i SPSS 23 (IBM, Armonk, NY, SAD). Raspodjela podataka testirana je
primjenom Shapiro-Wilksovog testa. Za odredivanje razlike u razini NMF-a, pH,
TEWL-a, citokina, ceramida i sfingoidnih baza izmedu zdravih ispitanika i
bolesnika s AD-om koristen je dvostrani Studentov t-test ili dvostrani Mann-
Whitney test u sluCaju asimetricne raspodjele podataka. Razlike izmedu
lezionalne i kliniCki zdrave kozZe kod bolesnika testirane su primjenom dvostranog
parnog t-testa ili dvostranog Wilcoxonovog testa u slu¢aju asimetri¢ne raspodjele
podataka. Povezanost izmedu izmedu KkliniCke tezine bolesti (SCORAD-a),
NMF-a i TEWL-a i razine citokina, ceramida i sfingoidnih baza kod bolesnika i
zdravih ispitanika ispitana je primjenom dvostranog Spearmanovog
neparametrijskog testa. Povezanost izmedu teZine bolesti, SCORAD-a
(nezavisna varijabla) i veceg broja biomarkera (ovisne varijable) testirana je
primjenom viSestruke linearne regresije metodom isklju€ivanja prema unatrag.
Vrijednost razine statisticke znacajnosti (P) postavljena je na P < 0,05, a za
viSestruku korekciju P-vrijednosti koriStena je Benjamini-Hochbergova korekcija

viSestrukih testiranja, osim u slu€aju viSestruke linearne regresije (168).
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5. REZULTATI

5.1 KLINICKA | DEMOGRAFSKA OBILJEZJA POPULACIJE

Klinicka i demografska obiljeZja izuCavane populacije su prikazana u Tablici 4.
Od ukupno 100 bolesnika uklju€enih u studiju, 31 su bili muskarci, a 69 Zene.
Raspon dobi bolesnika je bio od 17 do 43 godine, u kontrolnoj skupini od 29 do
45 godina. Srednja dob bolesnika je iznosila 25 godina, kontrolne skupine 32

godine.

Prema dobi pojave bolesti bolesnici su podijeljeni u sljedeée grupe: vrlo rana
pojava (0-3 godine), rana pojava (3-5 godina), pojava u djetinjstvu (5-18 godina),
odrasla dob (18-40 godina) i grupa kasne pojave (> 40 godina). Vecina bolesnika
je imala pojavu bolesti nakon 3. mjeseca Zivota. U grupi vrlo ranog nastupa
bolesti nadeno je 72 % bolesnika, u grupi ranog nastupa 9 % bolesnika, grupi
nastupa u djetinjstvu 15 % bolesnika i u grupi nastupa u odrasloj dobi 4 %
bolesnika. U ispitivanoj populaciji nije bilo bolesnika s kasnom pojavom bolesti
(Tablica 4).

Procjena tezine bolesti u€injena je od strane jednog dermatologa, te je koristen
SCORAD. Prema vrijednostima SCORAD-a bolesnici su podijeljeni u 3 grupe:
blagi oblik AD-a (< 15 bodova), srednje teski oblik AD (16-40 bodova), teski oblik
AD-a (> 40 bodova). U na$oj ispitivanoj populaciji blagu bolest je imalo 10 %
bolesnika, 40 % bolesnika srednje tesSki oblik AD-a, a teski oblik AD-a 50 %
bolesnika. Raspon vrijednosti za SCORAD je iznosio 0-87,3, a srednja vrijednost
SCORAD-a 40,17 (Tablica 4).

Udruzene alergijske bolesti AA, AR, AC su odredivane na temelju upitnika,
prethodno ucinjenih dijagnostic¢kih laboratorijskih pretraga i alergoloSkog

testiranja (Tablica 5).
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Tablica 4. Demografska obiljezja ispitivane populacije

Bolesnici s AD-om Kontrolna
skupina

UKUPNI BROJ, n 100 50
Spol

Zenski 69 27

Muski 31 23
Dob (godine), srednja vrijednost i 25 (17 - 43) 32 (29 - 45)
raspon vrijednosti
Dob pojave AD-a (godine)

Vrlo rana pojava (0 - 3) 72 -

Rana pojava (35) 9 -

Djetinjstvo (5 - 18) 15 -

Odrasla dob (18 - 40)

Kasna pojava (> 40)

SCORAD, srednja vrijednost (raspon)
Blagi AD (< 15 bodova), n
Umijereni AD (15 - 40 bodova), n
Teski AD (> 40 bodova), n

40,17 (0 - 87,3)
10
40
50
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Tablica 5. Prikaz udruzenih alergijskih bolesti, osobne i obiteljske atopijske dijateze

UDRUZENA ATOPIJSKA BOLEST postotak
Astma 36 %
Alergijski rinitis 51 %
Alergijski konjunktivitis 11 %
Osobna atopijska dijateza 71 %
Obiteljska atopijska dijateza 66 %

(razmatrane sve atopijske bolesti zajedno)

Kontaktni alergijski dermatitis 35%

Osobna atopijska dijateza je bila pozitivha u 71 % bolesnika. AA je imalo tijekom
zivota ili i dalje ima u osobnoj anamnezi 36 % bolesnika, AR 51 % bolesnika i
AC u 11 % bolesnika. Dio bolesnika je imao viSe od jedne atopijske bolesti.

NajCeSc¢a udruzena atopijska bolest je bio AR, a nakon toga AA.

Obiteljska atopijska dijateza za jednu ili viSe atopijskih bolesti (AD, AA, AR, AC)
je bila pozitivha u 66 % bolesnika. U ovoj grupi bolesnici navode podatke o
atopijskoj bolesti u obitelji: u 50 % slu€ajeva 1 bliski srodnik, 13 % ima 2 bliska
srodnika, 4 % bolesnika ima 3 ili viSe bliskih srodnika pozitivno na atopijske
bolesti (Tablica 5).

Dokazani kontaktni alergijski dermatitis je imalo 35 % bolesnika s AD-om, §to je
potvrdeno s pozitivnim epikutanim testom na standardnu seriju alergena. 23 %
bolesnika je imalo negativan epikutani test u osnovnoj seriji, dok 42 % bolesnika
nije imalo ucinjen epikutani test, najéesSée zbog prirode bolesti (kontinuirani

ekcemi i nemogucnost provodenja testa).

Pozitivan ubodni test imalo je 65 % bolesnika, negativan test 16 % bolesnika, dok
19 bolesnika nije imalo u€injen test. Vrijednosti ukupnog IgE i specificnog IgE su
zatrazene kod svakog bolesnika. PoviSen ukupni IgE je imalo 36 % bolesnika.

PoviSen specificni IgE je imalo 31 % bolesnika.
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EkstrinziCki oblik bolesti je imalo 79 % bolesnika, intrinzicki 21 % bolesnika. Nije
bilo znaCajne razlike u SCORAD vrijednostima izmedu grupa bolesnika sa

intrinziCkim i ekstrinzickim oblikom (P > 0.05; dvosmjeran Mann-Withney test).

Prema pojavnosti ekcema (pogor8anja bolesti) tijekom godine nasa ispitivana
populacija je u najvecem postotku imala bolest tijekom cijele godine. U remisiji

bolesti je bilo 8 % bolesnika u tijeku ukljucivanja u istrazivanje.

5.2 FUNKCIJA KOZNE BARIJERE

Funkcija kozne barijere odredena je mjerenjem transepidermalnog gubitka vode
(TEWL). PoviSene vrijednosti TEWL-a ukazuju na oStecenje funkcije kozne
barijere. Slika 4 pokazuje vrijednosti TEWL-a mjerene u lezionalnoj i
nelezionalnoj kozZi i u zdravoj kozi kontrolne skupine. U naSoj izuCavanoj
populaciji TEWL je znacajno poviSen u kozi bolesnika u usporedbi sa zdravom
kozom, te je porast TEWL-a izrazeniji u lezionalnoj kozi. Isti obrazac se opaza
kod pH vrijednosti mjerene na povrsini kozZe, te su vrijednosti pH znacajno
povisene kod bolesnika u usporedbi s pH zdrave koze (Slika 4). Nije bilo znac¢ajne
razlike u funkciji kozne barijere (TEWL) i pH izmedu bolesnika s iAD-om i eAD-

om, bilo da je analizirana lezionalna ili nelezionalna koza.
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Slika 4. Razine TEWL-a i pH vrijednosti u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te nelezionalnoj (ADnL) i
lezionalnoj (ADL) kozi bolesnika s AD-om. Razlike u razinama TEWL-a i pH vrijednosti kozi
zdravih kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj kozi bolesnika odredene su primjenom
dvosmjernog Mann-Whitney testa. Prikazane P-vrijednosti (****P < 0,0001, ***P < 0,001)
korigirane su primjenom Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih testiranja.
Vrijednosti su prikazane kao medijan i kvartile.

PoviSena koli€¢ina SA nadena je u lezionalnoj kozi u 28 od 98 bolesnika (28 %) te
u nelezionalnoj kozZi u 6 bolesnika (6 %). Kako bismo istrazili moguce razlike u
teZini bolesti i funkciji koZne barijere u bolesnicima sa i bez prisutnosti
SA usporedene su vrijednosti SCORAD-a, TEWL-a i NMF-a za te dvije grupe,
uzevsi u obzir bolesnike kod kojih je SA bio prisutan bilo u nelezionalnoj ili
lezionalnoj kozi. Kao $to je prikazano na Slici 5, bolesnici kod kojih je nadena
povisena koli¢ina SA imaju oslabljenu koznu barijeru, teZi oblik bolesti i nize

razine NMF-a.
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Slika 5. Vrijednosti SCORAD-a te TEWL-a i NMF-a u lezionalnoj kozi kod bolesnika s prisutnosti
(S. aureus (+), n = 28) i bez prisutnosti (S. aureus (-), n = 70) S. aureus. Razlike u vrijednosti
SCORAD-a i TEWL-a izmedu dvije grupe bolesnika s AD-om odredene su primjenom
dvosmjernog t-testa, dok je za odredivanje razlike u vrijednosti NMF-a koriSten dvosmjerni Mann-
Whitney test. Prikazane P-vrijednosti (****P < 0,0001, **P < 0,01) korigirane su primjenom
Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih testiranja. Vrijednosti su prikazane kao
medijan i kvartile.

5.3 UCESTALOST MUTACIJA FILAGRINSKOG GENA

Rezultati ucCestalosti izu€avanih mutacija FLG-a su prikazani u Tablici 6.
Kombinirana frekvencija u grupi bolesnika je iznosila 4 %, dok u kontrolnoj grupi
nije pronaden niti jedan nositelj FLG mutacija. NajéeS¢a FLG mutacija kod
bolesnika u izu€avanoj populaciji je 2282del4 (3 %), zatim R501X (1 %).
Interesantno je da su svi bolesnici s otkrivenim mutacijama bili homozigoti za

nadenu mutaciju. U nasoj grupi ispitanika nije detektirana R2447X.

Tablica 6. Rezultati genotipizacije FLG mutacija kod bolesnika s AD-om i zdravih ispitanika.

AD Ctrl
2282del4 3/91 (3,2 %) 0
R501X 1/91 (1,1 %) 0
R2447X 0 0
Kombinirana frekvencija mutacija 4,3 % 0
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5.4 BIOMARKERI U STRATUM CORNEUM-U

5.4.1 Degradacijski produkti filagrina

Vrijednosti NMF-a su pokazane u Slici 6. NajviSe vrijednosti su nadene u zdravoj
koZi kontrolne skupine, dok su najviSe snizene vrijednosti opazene u lezionalnoj
kozi bolesnika. Razlika izmedu zdrave kozZe kontrolne skupine i lezionalne koze
bolesnika je znacajna. Nositelji FLG mutacija imaju nize srednje vrijednosti
NMF-a u usporedbi s bolesnicima bez nul-mutacije (Slika 6). Nije bilo znac¢ajne
razlike u vrijednostima NMF-a izmedu bolesnika s iAD-om i eAD-om kako za

lezionalnu ili nelezionalnu kozu.
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Slika 6. Vrijednosti NMF-a u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te nelezionalnoj (ADnL) i lezionalnoj (ADL)
kozi bolesnika s AD-om. Bolesnici s AD-om koji su nositelji FLG mutacija oznaceni su crnim
zvjezdicama. Razlike u razinama NMF-a u koZi zdravih kontrola i nelezionalnoj i lezionalnoj koZi
bolesnika odredene su primjenom dvosmjernog Mann-Whitney testa. Prikazane P-vrijednosti
(****P < 0,0001) korigirane su primjenom Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih
testiranja. Vrijednosti su prikazane kao medijan i kvartile.
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5.4.2 Lipidi

Za analizu pojedinih lipidnih klasa nisu ukljuCeni svi bolesnici, veC je ucinjen
odabir bolesnika. U analizu je uklju€eno 25 bolesnika i 23 zdrava ispitanika.
Uklju€eni su bolesnici samo s umjereno teSkim do teSkim oblikom bolesti.

Karakteristike ispitanika prikazane su u Tablici 7.

Tablica 7. Demografski i klinicki podaci o ispitanicima

Bolesnici s AD-om Zdravi ispitanici

Ukupni broj, n 25 23
Spol

Zenski 19 15

Muski 6 8
Dob (godine)* 26 (17 - 43) 32 (23 - 45)
SCORAD* 55,77 (33,75 - 81,1)

Blagi (< 15 bodova), n 0 -

Umijereno teski (15 - 40 bodova), n 3 (12 %) -

Teski (> 40 bodova), n 22 (88 %) -
FLG mutacija (n) 3 0

* srednja vrijednost i raspon

43



Slika 7 pokazuje vrijednosti TEWL-a i pH mjerene na lezionalnoj, nelezionalnoj i
zdravoj kozi kontrolne skupine. Slicno vrijednostima koje su nadene u cijeloj
ispitivanoj populaciji, TEWL vrijednosti su viSe i u lezionalnoj i nelezionalnoj nego
zdravoj kozi, ali su vrijednosti bile izraZenije u lezionalnoj kozi. Sli¢an obrazac, ali

manje izrazen je opazen za pH vrijednosti (Slika 7).
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Slika 7. Razina TEWL-a i pH vrijednosti u kozi zdravih kontrola (Ctrl) i nelezionalnoj (ADnL) i
lezionalnoj (ADL) kozi bolesnika s AD-om. Razlike u razinama TEWL-a i pH vrijednosti u kozi
zdravih kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj koZi bolesnika odredene su primjenom dvosmjernog
Mann-Whitney testa. Prikazane P-vrijednosti (****P < 0,0001, *P < 0,05) korigirane su primjenom
Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih testiranja. Vrijednosti su prikazane kao
medijan i kvartile.

Istrazivane lipidne skupine ukljuCivale su slobodne sfingoidne baze sfingozin
(d18:1) i sfinganin (d18:0), ceramide koji su sintetizirani iz te dvije sfingoidne baze
(Cer (d18:1) i Cer (d18:0)), glukozil-ceramid (GlcCer 8d18:1)) i glukozil-
kolesterol. Vrijednosti slobodnih sfingoidnih baza i njihov omjer prikazan je u Slici

8 za bolesnike i zdrave kontrole.
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Slika 8. Vrijednosti slobodnih sfingoidnih baza sfingozina (sfingozin (d18:1)) i sfinganina
(sfinganin (d18:0)), odnosno omjera sfinganina i sfingozina (R) u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te
nelezionalnoj (ADnL) i lezionalnoj (ADL) koZi bolesnika s AD-om. Razlike u razinama slobodnih
sfigoidnih u kozi zdravih kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj kozi bolesnika odredene su

primjenom dvosmjernog Mann-Whitney testa (****P < 0,0001, *P < 0,05). Vrijednosti su prikazane
kao medijan i kvartile.

U usporedbi sa zdravom kozom, vrijednosti slobodnih sfingoidnih baza
(sfingozina i sfinganina) su povisene, ali samo u lezionalnoj kozi (Slika 8). Odnos
baza sfinganin/sfingozin pokazuje trend sniZzenja od zdrave, preko nelezionalne
do lezionalne kozZe bolesnika gdje je sniZenje najizraZenije. Lezionalna kao i

nelezionalna koza pokazuju smanjene vrijednosti navedenih parametara u
usporedbi s zdravom kozom.
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Slika 9. Vrijednosti sfingozin- i sfinganin-baziranih ceramida, (Cer (d18:1) i Cer (d18:1)), te
glikozil-ceramida (GlcCer (d18:1)) u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te nelezionalnoj (ADnL) i
lezionalnoj (ADL) koZi bolesnika s AD-om. Vrijednosti su prikazane kao medijan i kvartile. Razlike
u razinama sfingozin- i sfinganin-baziranih ceramida te glikozil-ceramida u kozi zdravih kontrola
te nelezionalnoj i lezionalnoj kozi bolesnika odredene su primjenom dvosmjernog Mann-Whitney
testa (****P < 0,0001, ***P < 0,001, **P < 0,01). Vrijednosti su prikazane kao medijan i kvartile.
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U usporedbi sa zdravom koZom, vrijednosti svih istraZivanih ceramida i glukozil-
ceramida su poviSene i u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi (Slika 9), s izuzetkom
sfinganin-povezanog ceramida (Cer (d18:1)) koji je postigao grani¢nu statistiCku
znacajnost (P = 0.09). Sliéno glukozil-ceramidu i glukozil-kolesterol je pokazao
poviSene vrijednosti u AD kozi, lezionalnoj i nelezionalnoj (Slika 10). Nadalje,

glukozil-ceramid i glukozil-kolesterol pokazuju zna€ajnu povezanost (Slika 10).
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Slika 10. Vrijednosti glukozil-kolesterola u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te nelezionalnoj (ADnL) i
lezionalnoj (ANL) kozi bolesnika s AD-om. Razlike u razinama glukozil kolesterola u kozi zdravih
kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj kozi bolesnika odredene su primjenom dvosmjernog Mann-
Whitney testa (****P < 0,0001, *P < 0,05). Odnos izmedu glukozil-kolesterola i glukozil-ceramida
odreden primjenom linearne regresije (R? — koeficijent odredivanja). Vrijednosti (lijeva slika) su
prikazane kao medijan i kvartile.

Korelacijska analiza po Spearmanu je ucinjena kako bi se usporedili pojedinacni
lipidni biomarkeri s tezinom bolesti (SCORAD) i funkcijom kozne barijere (TEWL).

Rezultati su pokazani u tablici 8.

Odnos sfinganin/ sfingozin je bio jedini biomarker koji je pokazao znacajnu
korelaciju sa SCORAD-om, kako za lezionalnu i nelezionalnu kozu (Tablica 8).
Osim toga, pokazao je i najjau povezanost sa SCORAD vrijednostima
(r =-0,69; P = 0,0004 za nelezionalnu kozu i r = -0,43 i P < 0,05 za lezionalnu

kozu).

46



Sfingozin je znacajno korelirao sa SCORAD vrijednostima u nelezionalnoj, ali ne
i u lezionalnoj kozi. U lezionalnoj kozi, sfingozin-ceramid Cer (d18:1) je zna€ajno
korelirao sa SCORAD vrijednostima, dok je glukozil-ceramid pokazao tendenciju

korelacije bez statistiCki znaCajne razlike (P = 0,076).

Tablica 8. Korelacija (dvostrani Spearmanov test) izmedu SCORAD-a i sfingoidnih
baza/ceramida u nelezionalnoj (ADnL) i lezionalnoj (ADL) kozi bolesnika. Prikazane
P-vrijednosti korigirane su primjenom Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih
testiranja.

SCORAD
ADn (*n = 24) AD_ (*n = 24)
r P-value 95 % C.1. r P-value 95 % C.I.
Sfinganin-(d18:0) -0,261 0,219 -0,609 do 0,172 -0,173 0,419 -0,548 do 0,260
Sfingozin-(d18:1) 0,413 0,045 -0,002do 0,706 0,199 0,351 -0,234 do 0,567
R (sfinganin-(d18:0)/Sfingozin-(d18:1)) -0,686 0,0004 -0,862 do -0,360 -0,434 0,034 -0,719do -0,024
Cer-(d18:1) 0,057 0,793 -0,366 do 0,460 -0,504 0,012 -0,760do -0,114
DHCer-(d18:0) -0,231 0,279 -0,588 do 0,203 -0,334 0,110 -0,657 do 0,092
GlcCer-(d18:1) -0,267 0,208 -0,613 do 0,166 -0,369 0,076 -0,679do 0,053

*kemijska analiza uzorka jednog pacijenta nije uspjela.
C.l. — interval pouzdanosti, r — Spearmanov korelacijski koeficijent, R — omjer koncentracija

Kako bi se istrazila udruzenost lipidnih biomarkera s funkcijom barijere (TEWL)
ucinjena je linearna regresijska analiza za svaki pojedini lipidni biomarker. Kako
je pokazano na Slici 11 nakon pretvorbe u logaritamske vrijednosti, s izuzetkom
odnosa sfinganin/sfingozin, svi izu€avani biomarkeri su pokazali znacCajnu
povezanost s koeficiientom determinacije (R?) koji je varirao od 0,41 (za

sfinganin) do 0,60 (za glukozil-ceramid).
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Slika. 11. Linearna regresijska analiza odnosa TEWL-a (log-vrijednosti) i sfingoidnih baza (log-
vrijednosti), odnosno njihovih odgovoraju¢ih ceramida u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te
nelezionalnoj (ADnL) i lezionalnoj (ADL) kozi bolesnika s AD-om. Regresijska analiza odnosa
TEWL-a i omjera sfinganina (d18:0) i sfingozina (d18:1) provedena je na netransformiranim
vrijednostima. P-vrijednost < 0,05 uzeta je kao znacajna.

5.5 BIOMARKERI IMUNOLOSKOG ODGOVORA

Odredivanje biomarkera imunoloSkog odgovora je ucinjeno u cijeloj studijskoj
populaciji a obiliezja te populacije su navedena u Tablici 4. Odredili smo
vrijednosti citokina u kozi bolesnika i zdravih ispitanika. Osamnaest od dvadeset
jednog analiziranog upalnog biomarkera je bilo moguce kvantitativno odrediti u
viSe od 70 % uzoraka: CCL11 (Eotaxin), CCL26 (Eotaxin-3), CXCL8 (IL-8(HA)),
CXCL10 (IP-10), CCL2 (MCP-1), CCL13 (MCP-4), CCL22 (MDC), CCL3 (MIP-
1a), CCL4 (MIP-1B), CCL17 (TARC), IL-18, IL-17A, IL-1B, CCL20 (MIP-3a),
TLSP, IL-21, IL-27, 1L-33. Buduci da su IL-22, IL-23 i IL-31 nadeni u velikom
broju uzoraka ispod praga otkrivanja (> 30 %), isklju€eni su iz daljnje analize.
Vrijednosti mjerenih citokina u zdravoj i kozi bolesnika (nelezionalna i lezionalna
kozZa) su prikazane u Slici 12 podijeljeni u 5 grupa: markeri prirodene imunosti
(CXCLS, IL-18, IL-1B, TLSP), Th17 markeri (IL-17A, IL-21), Th2 markeri (CCL2,
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CCL17, CCL22, CCL11, CCL26, IL-33), Thl markeri (CXCL10) i grupa ostalih
citokina (CCL13, CCL4, CCL20, CCL3 i IL-27).
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Slika 12. Razine citokina i kemokina u kozi zdravih kontrola (Ctrl) te u nelezionalnoj (ADnL) i
lezionalnoj (ADL) kozi bolesnika s AD-om. Razlike u razinama citokina i kemokina u kozi zdravih
kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj kozi bolesnika s AD-om odredene su primjenom
dvosmjernog Mann-Whitney testa. Prikazane P-vrijednosti (****P < 0,0001, **P < 0,001, **P <

0,01 *P < 0,05) korigirane su primjenom Benjamini-Hochbergove metode korekcije videstrukih
testiranja.

Veliki broj citokina (14 od 18) je pokazao statistiCki znacajne razlike kod
bolesnika, u usporedbi s zdravom koZzom (Slika 12). Od ovih 14 citokina, 3
citokina su bili zna¢ajno drugaciji samo u nelezionalnoj kozi CCL13, CCL4 i
CCL20. Vecina citokina je pokazala povisene vrijednosti u koZi bolesnika i ovo
povecanije je bilo izrazenije u lezionalnoj koZi.

Iz grupe biomarkera prirodene imunosti, nadene su znacajno povisene vrijednosti

za CXCLS8, IL-18 i IL-1B kod bolesnika s AD-om, a opazene promjene su bile
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izrazenije u lezionalnoj kozi. NajizraZzenija razlika izmedu zdrave koze i bolesnika
je nadena u lezionalnoj kozi za dva biomarkera, IL-18 i CXCLS.

Medutim, TSLP je pokazao drugaciji obrazac, te je nadeno da su vrijednosti bile
znacajno povisene u lezionalnoj kozi, a u nelezionalnoj kozi je nadeno upravo
suprotno, odnosno smanjene vrijednosti.

U grupi Th17 biomarkera koja se sastojala od IL-17A i IL-21, samo je IL-21
pokazao znacajnu razliku izmedu koZe bolesnika i zdrave koze. IL-21 vrijednosti
u koZi bolesnika su bile nize nego vrijednosti u zdravoj koZi i nadena je veca
razlika u lezionalnoj koZi u usporedbi s nelezionalnom kozom.

Cetiri od Sest citokina koji su ukljuéeni u Th2 odgovor je pokazalo statisticki
znacajne vrijednosti u usporedbi koze bolesnika i zdrave koze, i to za lezionalnu
i nelezionalnu kozu. CCL2, CCL17, CCL22, i IL-33 su pokazali poviSene
vrijednosti u koZi bolesnika u odnosu na zdravu kozu, dok je IL-33 pokazao
suprotan trend.

CXCLA10, jedini izu€avani Th1 marker, je pokazao znacajnu razliku u odnosu na
zdravu kozu, i to za lezionalnu i nelezionalnu kozu, a razlika je bila daleko
izrazenija u lezionalnoj kozi.

Iz grupe ostalih citokina, samo IL-27 je pokazao znacajnu razliku u lezionalnoj i
nelezionalnoj kozi, u usporedbi sa zdravom koZzom. IL-27 je bio zna¢ajno nizi u
nelezionalnoj i lezionalnoj kozi u usporedbi s zdravim kontrolama.

Vrijednosti CCL13 i CCL20 su znacajno poviSene samo u nelezionalnoj kozi,
CCL4 samo u nelezionalnoj dok nisu nadene znacCajne razlike za vrijednosti
CCL3 izmedu koze bolesnika i zdrave koze.

Odnos u razinama biomarkera izmedu bolesnika (za lezionalnu i nelezionalnu
kozu) i zdravih kontrola je izrazena kao faktor razlike te je pokazana na slici 12 i
13.
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Slika 13. Omjer vrijednosti citokina u nelezionalnoj (ADnL) i lezionalnoj (ADL) koZi bolesnika s
AD-om i koZi zdravih kontrola. Vrijednosti su izraZene kao srednja vrijednost +/- SEM (standardna
pogreska aritmeti¢ke sredine, eng. standard error of the mean). Omjer vrijednosti izraCunat je na
nacin da su individualne vrijednosti citokina i kemokina podijeljene sa odgovarajuéom srednjom
vrijednoscu citokina i kemokina u koZi zdravih kontrola i prikazane kao logaritamske vrijednosti.
Razlike u razinama citokina i kemokina u koZzi zdravih kontrola te nelezionalnoj i lezionalnoj koZi
bolesnika s AD-om odredene su primjenom dvosmjernog Mann-Whitney testa. Prikazane
P-vrijednosti (****P < 0,0001, **P < 0,001, **P < 0,01 *P < 0,05) korigirane su primjenom
Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih testiranja.

51



Kako je vidljivo iz slike 12 i 13, vecina citokina, s izuzetkom TSLP, IL-21, IL-27, i
IL-33 su pokazali poviSene vrijednosti u kozi bolesnika. Opcenito govoreci,
lezionalna koza pokazuje izrazeniji odgovor od nelezionalne, ali ve¢inom u istom
smijeru (poviSenje ili smanjenje). Iznimka od ovog pravila je TSLP koji je pokazao
nize vrijednosti u nelezionalnoj kozi u usporedbi sa zdravom kozom, dok je
lezionalna koza pokazala suprotni obrazac. Najizrazeniji faktor razlike citokine iz
nelezionalne koze je naden za IL-1B, IL-18, CXCL8 i IL-21. U lezionalnoj kozi
najvisi faktor razlike naden je za IL-18, CXCL8 i CXCL10.

Spearmanova korelacijska analiza je ucinjena kako bi se analizirala povezanost
vrijednosti biomarkera s tezinom bolesti (SCORAD) i markera koZne barijere
(TEWL i NMF). Rezultati za nelezionalnu i lezionalnu kozu bolesnika su prikazani

u obliku ,heat-map“u Slici 14.
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Slika 14. Vrijednosti Spearmanovih korelacijskih koeficijenata kao mjere povezanosti SCORAD-
a,TEWL-a te NMF-a i biomarkera u nelezionalnoj i lezionalnoj koZi bolesnika s AD-om. Prikazane
P-vrijednosti (****P < 0,0001, **P < 0,001, **P < 0,01 *P < 0,05) korigirane su primjenom
Benjamini-Hochbergove metode korekcije viSestrukih testiranja.
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Pronadena je zna€ajna povezanost izmedu vecine biomarkera s tezinom bolesti
(SCORAD) i s funkcijom barijere (TEWL i NMF). Interesantno je da je korelacija
izmedu biomarkera sa SCORAD-om, TEWL-om i NMF-om imala drugacije
obrasce u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi. Drugim rije€ima, u nelezionalnoj kozi
nadena je pozitivha korelacija izmedu citokina i SCORAD-a i TEWL-a, dok je
vecina citokina u lezionalnoj koZi pokazala suprotan trend (Slika 14).

Iznimka su poneki citokini, kao $to su CXCL8, CXCL10 i CCL2 koji su pokazali
pozitivnu korelaciju sa SCORAD-om i TEWL-om i u lezionalnoj i nelezionalnoj
kozi.

Analizom snage povezanosti, najjaa pozitivna korelacija (P < 0,0001), izmedu
biomarkera i SCORAD-a u nelezionalnoj kozi nadena je za Th2 biomarkere CCL2
i CCL17, Thl biomarker CXCL-10iza CCL13, CCL4 i CCL20.

U lezionalnoj koZi, najsnaznija, ali suprotna od nelezionalne kozZe, negativna
povezanost je nadena za CCL13i CCL11 (P < 0,0001).

Nadalje, znaCajna povezanost za neke biomarkere je samo nadena iskljucivo
samo u nelezionalnoj ili samo u lezionalnoj kozi. Primjerice, IL-18, IL-1[3, IL-17A,
CCL17, i CCL22 su znacajno povezani sa SCORAD-om u nelezionalnoj kozi, ali
ne i lezionalnoj kozi.

Suprotan trend je opazen za TSLP, IL-21, IL-27, CCL3 i IL-31.

NMF je znacajno korelirao s ve¢inom citokina, a snaga povezanosti je bila vec¢a
za nelezionalnu koZu u usporedbi s lezionalnom koZzom. Za jedan dio biomarkera,
znacCajna povezanost je nadena samo u nelezionalnoj kozi (IL-18, IL-13, CCL17,
CCL22) ili lezionalnoj kozi (TSLP, IL-27, IL-21).

Suprotan trend znacajne korelacije biomarkera i NMF-a je opisan za CCL13,
CCL20, CCL4, IL-17A i CCL11, odnosno nadena je negativha korelacija u
nelezionalnoj koZi i pozitivna u lezionalnoj kozi. Vrijednosti NMF-a su negativno

korelirale sa SCORAD vrijednostima, u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi.
TEWL je znacajno korelirao s manjim brojem citokina u usporedbi s SCORAD

vrijednostima. Najjaca snaga udruzenosti (P <0,01) je nadena za CXCLS, IL-18
i CCL17 u nelezionalnoj kozi i CCL13, CCL20, CXCL10 i CCL11 u lezionalnoj
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koZi. Medutim, TEWL je bio snazno udruzen s NMF vrijednostima (P < 0,01 u

nelezionalnoj i P < 0,0001 u lezionalnoj kozi).

Ucinjena je usporedba razine biomarkera u bolesnika s eAD-om i iAD-om, te su
pronadene odredene razlike u tipu citokinskog odgovora. Bolesnici s eAD-om su
imali zna€ajno vece koncentracije CXCL8 i TSLP u lezionalnoj kozi i TSLP i IL-

33 u nelezionalnoj kozi (P < 0,05).

Kako bi se izu€ile moguce razlike u profilu biomarkera izmedu bolesnika s i bez
prisutnosti SA usporedene su njihove vrijednosti. Kao Sto je prikazano na slici 15,
od 18 istrazenih biomarkera imunoloskog odgovora, 9 je pokazalo znacajnu

razliku izmedu bolesnika sa ili bez poviSenog broja SA.
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Slika 15. Vrijednosti biomarkera imunoloskog odgovora u lezionalnoj kozi kod bolesnika s
prisutnosti (S. aureus (+), n = 28) i bez prisutnosti (S. aureus (-), n = 70) S. aureus. Razlike u
vrijednosti biomarkera izmedu dvije grupe bolesnika s AD-om odredene su primjenom
dvosmjernog Mann-Whitney testa. Prikazane P-vrijednosti (****P < 0,0001, **P < 0,001, **P <
0,01, *P < 0,05) korigirane su primjenom Benjamini-Hochbergove metode korekcije visestrukih
testiranja. Vrijednosti su prikazane kao medijan i kvartile.
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Kako bi se istrazilo moze li ukljuCivanje viSe biomarkera moze poboljsati
prognozu SCORAD-a, uCinjena je multivarijantna linearna regresija. U
regresijsku analizu ukljueni su kao nezavisne varijable citokini i lipidni biomarkeri
koji su pokazali individualne korelacijske koeficijente, P > 0,05, i SCORAD kao
zavisna varijabla. Na slici 16 prikazane su vrijednosti za predvidene i mjerene
vrijednosti  SCORAD-a u nelezionalnoj i lezionalnoj kozi, dobivene
multivarijantnom regresijskom analizom. Regresijska analiza i pripadajuci
koeficijent odredivanja (R?) su pokazali da model objasnjava tek 31-33 %
varijacije u nelezionalnoj i lezionalnoj kozi (Slika 16). Medutim, ukoliko se modelu
dodaju ceramidi, uspjesnost modela raste (R? = 0,50 u nelezionalnoj i 0,63 u
lezionalnoj koZi), usprkos Cinjenici da je kod ceramida ukljuceno samo 25

ispitanika.
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Slika 16. Podudarnost mjerenih (stvarnih) vrijednosti SCORAD-a s vrijednostima predvidenim
matemati¢kim modelom dobivenim primjenom multivarijantne linearne regresije koja ukljuuje
citokine ili citokine i ceramide kao nezavisne varijable. Znacajni prediktori SCORAD-a navedeni
su za svaki model ispod pojedinog grafickog prikaza rezultata slaganja izmedu mjerene i

predvidene vrijednosti SCORAD-a.
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6. RASPRAVA

Ovaj doktorski rad po prvi puta istrazuje profil biomarkera kozne barijere i
imunoloskog odgovora u populaciji bolesnika s AD-om u Hrvatskoj. Siroki spektar
biomarkera odreden je u stratum corneumu (SC) koristec¢i neinvazivnu i bezbolnu
metodu tzv. .tape-stripping”. Nadalje, odredena je ucestalost nul mutacija
filagrinskog gena (FLG), najznacajnijeg poznatog genetskog faktora za AD, koji

dosad nije bio istraZivan u hrvatskoj populaciji bolesnika s AD-om.

U nadem su istraZivanju uklju€eni bolesnici s umjerenim do teSkim oblikom bolesti
(SCORAD srednja vrijednosti 40,2)(raspon 0 — 87,3), ve¢inom s ranim nastupom
bolesti i s trajanjem do u odraslu dob (72 %). Vecina je bolesnika uz primjenu
emolijentne terapije i lokalnih kortikosteroida, zbog tezine bolesti u nekom
trenutku morala primati jedan od oblika sustavne terapije $to je u skladu s tezinom
bolesti (161, 162).

Vecina bolesnika (71 %) je imala udruzenu osobnu anamnezu atopijske bolesti,
najcesce se radilo o alergijskom rinitisu (51 %), dok je alergijsku astmu imalo 36
% bolesnika. Prema podacima o udruzenim alergijama, ukupnom, specificnom
IgE i alergoloSkom testiranju, ekstrinzi¢ki oblik bolesti je imalo 79 % bolesnika,

intrinzi¢ki 21 % bolesnika, §to je u skladu s literaturnim podacima (169).

Buduc¢i da je u etiopatogenezi AD-a prepoznata vaznost SA, odredivana je
kolonizacija SA na kozi koja je bila prisutna u 28 % bolesnika, vec¢inom u

lezionalnoj kozi.

Opcéenito je prihvaéeno da je oStecCenje barijere kljucno u etiopatogenezi AD-a,
medutim postoje razlike u misljenjima jesu li su promjene u barijeri posljedica
imunolodkih promjena (in-out hipoteza), ili primarne, odnosno posljedica
primarnih promjena barijere i potom sekundarne imunoloSke reakcije (out-in
hipoteza) (21).

U ovom istrazivanju, kao biomarkeri koZzne barijere ukljuCene su mutacije gubitka

funkcije filagrinskog gena (LOF FLG), degradacijski produkti filagrina i odredene

58



klase lipida. Filagrin je jedan od najvaznijih strukturnih proteina u epidermisu (25).
Filagrin pridonosi odrzavanju koZne barijere na viSe nacCina, on povezuje
keratinske filamente Sto je od velike vaznosti za mehaniCka svojstva stratum
corneum-a. Nadalje, degradacijski produkti filagrina su sastojci grupe
higroskopnih spojeva tzv. prirodnih ovlazivaca (NMF) koji su vazni za hidrataciju
koZe. Razina NMF-a ovisna je o genetskim ¢imbenicima od kojih su najznacajnije

mutacije gubitka funkcije filagrinskog gena (FLG) (25, 50).

Rezultati naseg istrazivanja pokazuju nisku u€estalost FLG mutacija u Hrvatskoj
Sto ide u prilog hipoteze postojanja sjeverno-juznog gradijenta mutacija u Europi
(170). Svi ispitanici, ukljuCujuci bolesnike i zdrave kontrole ispitani su na 3
najceS¢e mutacije FLG u europskoj populaciji (2282del4, R501X, R2447X).
Medu bolesnicima je nadeno samo 4 nositelja mutacije (4 %), dok u kontrolnoj
grupi zdravih ispitanika nijedna mutacija nije nadena. Sva Cetiri bolesnika su bili
homozigoti za mutacije (3 za 2282del4 i 1 za R501X mutacije). U ispitivanoj

populaciji nije nadena nijedna R2447X mutacija.

Prije naSeg istrazivanja skupina istrazivaca ucinila je epidemiolo$ko istraZivanje
filagrinskih mutacija kod atopijskih bolesti, medutim selekcija studijske populacije
se temeljila na upitniku kojim je ispitivana prisutnost udruzene atopije, bez
pregleda dermatologa i postavljene dijagnoze atopijskog dermatitisa. U
istrazivanju je sudjelovalo 439 studenata, kod kojih je provedeno alergolosko
testiranje, spirometrija s bronhodilatatornim testom i genotipizacija FLG-
a, ispunjavanje upitnika o zdravstvenom stanju i nacinu Zivota te prehrambenoga
upitnika. Navedena epidemioloSka studija je nasla nisku u€estalost filagrinskih
mutacija (2.6%) u opisanoj populaciji (171).

Nasi podaci ucinjeni na bolesnicima s atopijskim dermatitisom pokazuju takoder
nisku u€estalost mutacije filagrina, no ipak viSu s obzirom da se radi ve¢inom o
bolesnicima s umjerenim do teSkim oblikom bolesti i to najceSce ekstrinzickoga
tipa bolesti. Time smo pokazali da su na$i podaci originalni na nasoj genetski
ulogu u patofiziologiji AD-a, Sto otvara nova pitanja etiologije ove bolesti te

upucuje na potrebu daljnjeg istraZivanja.
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Otkako je pronadeno da su mutacije gubitka funkcije u FLG najsnazniji faktor
rizika za razvitak AD-a u irskoj populaciji, u€injene su mnoge studije u brojnim
drugim europskim populacijama i nadena je Siroka varijabilnost u prevalenciji i
tipu mutacija u raznim etni¢kim skupinama (25, 31, 45, 36, 37, 172-177). FLG
gen je izrazito polimorfan i otkriveno je viSe od 80 varijanti koje su udruzene s
etiopatogenezom bolesti. NajviSe studija genetskih udruzenosti za AD je ucinjeno
u populaciji sjeverne Europe i prijavljena ucCestalost mutacije je iznosila 17-50 %
(176,177). U sjevernoj Europi su najcesS¢e mutacije R501X i 2282del4 i Cine do
80 % svih mutacija (31, 37, 45, 178). Poznato je da 8-10 % zdravih pojedinaca
sjevernoeuropskih zemalja su heterozigotni nositelji FLG mutacija (25, 170).
Velika varijabilnost u ucCestalosti mutacija se moZzZe objasniti razlikama u
postavkama studija, osobitostima studijskin populacija, broju istrazivanih
mutacija, nacinu dijagnosticiranja bolesti (koriStenje upitnika ili dijagnoza

postavljena od strane dermatologa).

Potvrdena je povezanost FLG mutacija i teZih oblika bolesti, ranog nastupa i
trajanja bolesti u odraslu dob, kao i udruZenost s diSnim oblicima atopije. U nasoj
kohorti vecina bolesnika je imala umjereno teski do teski oblik bolesti (90 %), rani
nastup (72 %) i pozitivnu osobnu anamnezu za jednu ili viSe atopijskih bolesti.
Nadalje, nadena je jaka oStec¢enost funkcije barijere (TEWL). Odabirom ovakve
studijske populacije vjerojatnost pronalazenja FLG mutacija je bila visoka, a niska
uCestalost koja je nadena upucuje na to da ostali faktori, a ne mutacija FLG sama

po sebi, utjeCu na etiopatogenezu bolesti u hrvatskoj populaciji.

Za razliku od sjevera Europe, podaci za zemlje juzne i istoCne Europe veéinom
nedostaju. Ucinjene su dvije studije u poljskoj populaciji (180, 181). Debinska i
sur. (180) su nasli FLG mutacije u 2,8 % zdravih ispitanika i 13,8 % kod bolesnika
s blagim do umjerenim oblicima bolesti. Wozniak i sur. su nasli R501x i 2282del

kod 30 % bolesnika s AD-om, dok mutacije nisu nadene u kontrolnoj grupi (181).

Niska prevalencija FLG mutacija je takoder nadena u talijanskoj populaciji (182,
183). Giardina i sur. su nasli nisku prevalenciju R501X i R2447X mutacija kod
talijanskih bolesnika s AD-om od 1,4 %, dok je u€estalost kod zdravih ispitanika

iznosila 0,5 % (182). Cascella i sur. (183) su uc€inili kompletno sekvencioniranje
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FLG gena i pronasli 3 nove rijetke mutacije, u€estalost od < 1 % Sto sugerira da
slicno podacima iz naSe studije, mutacije FLG u talijanskoj populaciji ne
predstavljaju bitan faktor rizika za razvitak AD-a. Nedavno objavljena Spanjolska
studija je pokazala kombiniranu u€estalost mutacije od 1,9 % u kontrolnoj grupi,
a u grupi bolesnika od 12,6 % (184).

Razlog ove velike razlike u u€estalosti mutacije unutar Europe nije potpuno jasan.
Thyssen i sur. (170) smatraju da bi ovaj sjeverno-juzni gradijent mogao biti
evolucijski uvjetovan, te da bi FLG mutacija mogla predstavljati evolucijsku
prednost pojedincima na sjevernim dijelovima Europe. Kako je FLG od presudne
vaznosti za funkciju barijere, smanjenje vrijednosti FLG bi moglo olaksati
apsorpciju UVB i sintezu D vitamina (170). Niska ucestalost mutacija FLG gena
u nasoj izu€avanoj populaciji podupire tvrdnju da je AD multifaktorijalna bolest i
etiologija same bolesti je rezultat mnogobrojnih genetskih i okolisnih utjecaja (31,
36, 185).

Kako je u€injena genotipizacija na samo 3 najceSce europske mutacije, nismo
mogli iskljuCiti mogu¢nost da nasSa populacija ne sadrzi druge populacijsko-
specificne mutacije FLG. Ekspresija FLG je i pod utjecajem broja kopija gena,
ali, ipak, utjecaj kopija gena je daleko manji od same mutacije gubitka funkcije
(48). |z tog razloga smo odredivali vrijednosti degradacijskih produkata FLG,
odnosno sadrzaj NMF-a u SC, za koji je dokazano da predstavlja primjeren
biomarker FLG genotipa (176). Vrijednosti NMF-a lezionalne koze bolesnika s
AD-om su znacajno smanjene u usporedbi s NMF-om zdravih ispitanika, dok za
nelezionalnu kozu bolesnika vrijednosti jesu bile snizene, ali razlika u odnosu na
kontrolnu grupu nije bila statistiCki znacajna. Ove spoznaje dovode do zakljucka
da mutacije FLG gena ne igraju znacajnu ulogu kod bolesnika s AD-om u
hrvatskoj populaciji i da su sniZzene vrijednosti NMF-a u lezionalnoj kozi steCene
I nastale kao posljedica Th2 posredovanog odgovora i utjecaja upale na
ekspresiju FLG, $to je u skladu s podacima iz ve¢ postojece literature (25, 50,
114).
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Smanjene vrijednosti NMF-a su negativno povezane s funkcijom barijere Sto ima
za posljedicu suhu i ljuskavu koZu, a to je vazno obiljeZje koze bolesnika s
AD-om i naglasava potrebu kontinuiranog koristenja emolijensa. Uz vaznost za
hidrataciju koze, NMF pridonosi kiselom pH koze, Sto je bitno za antimikrobnu
obrambenu funkciju koze (25). U novijem radu, Feulliie i sur. su pokazali da
snizene kolicCine NMF-a pogoduju prianjanju SA na korneocite (186). To je u
skladu s rezultatima iz naSeg istrazivanja gdje je pokazano je da bolesnici s
povec¢anom kolicinom SA imaju poviSene vrijednosti pH, uz sniZzene vrijednosti
NMF-a u lezionalnoj kozi Sto govori u prilog vaznosti NMF-a za barijernu i

antimikrobnu obrambenu funkciju (186).

Funkcija koZne barijere u znatnoj je mjeri ovisna o sastavu i strukturi lipidnih
slojeva u SC-u (187). Naj¢eSc¢e istrazivana skupina lipida su ceramidi Kkoji
pokazuju znatne promjene u bolesnika s AD-om (187). Ove promjene lipidnog
sadrzaja su povezane sa smanjenjem barijerne funkcije (187). Do danas je u SC-
u otkriveno viSe stotina ceramida koji su podijeljeni u 12 glavnih grupa prema
sfingoidnoj bazi i lancu masnih kiselina (187). Uobi¢ajna praksa dosad je bila
odredivanje pojedina¢nih ceramida prema sfingoidnim bazama ili prema duljini
lanaca slobodnih masnih kiselina unutar odredene klase ceramida (80, 188).
Medutim, ovo predstavlja veliki izazov budu¢i da ne postoji standard za
kvantifikaciju za sve ceramidne vrste i postoje razlike u ekstrakciji pojedinih
ceramida (188). Buduci da se koncentracije pojedinih ceramida ne mogu odrediti,
rezultati se Cesto izrazavaju kao relativna koli¢ina izu¢avane ceramidne vrste. U
ovom istrazivanju pristupili smo na jedan novi nacin koji se temelji na uklanjanju
lanca masne kiseline poslije ¢ega se ceramid odredi kao sfingoidna baza. U
istrazivanje su uklju€eni ceramidi koji kao bazu imaju sfingozin ili sfinganin. Ova
grupa ceramida (takozvani NS, AS, EoS, NdS, AdS i EOdS ceramidi) €ini 32 %
od ukupnih ceramida u SC-u (190).

Prednost ovog pristupa je kvantitativno odredivanje ukupne koli€ine svih
ceramida koji sadrze sfingozin ili sfinganin kao bazu, sto analiticko odredivanje

¢ini mnogo jednostavnijim, to€nijim i daje uvid u apsolutnu koli€inu ceramida. Uz
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ceramide odredene su slobodne sfingoidne baze, prete€a ceramida glukozil-

ceramid i glukozil-kolesterol.

Analizom lipida u ovom istrazivanju pokazali smo da lezionalna i nelezionalna
koza bolesnika pokazuje poremecene vrijednosti sfingoidnih baza, sfingozin- i
sfinganin-pripadaju¢ih ceramida, glukozil-ceramida i glukozil-kolesterola.
Nadalje, viSe izuCavanih lipidnih biomarkera je pokazalo udruzenost s tezinom
bolesti i funkcijom barijere. Sfingozin i sfinganin kao slobodne baze su nadene u
viS§im vrijednostima kod bolesnika s AD-om u usporedbi sa zdravom koZzom. Ovo
zapazanije je primjeceno iskljucivo u lezionalnoj kozi. Medutim, odnos sfinganina
i sfingozina je bio znacajno promijenjen kod bolesnika, kako u lezionalnoj, tako i
nelezionalnoj koZi. Stovi$e, odnos izmedu baza se pokazao udruzenim s teZinom
bolesti i funkcijom barijere i u lezionalnoj i u nelezionalnoj kozi. Ovi rezultati
potvrduju podatke koji su objavili Loiseau i sur. u eksperimentalnom modelu za
AD (191). Potvrda da je omijer sfingozina i sfinganina poremecen u AD-u je od
velike vaznosti. Poznato je da je slobodni sfingozin ukljuen u antimikrobnu
obranu (192-193), odrzavanje integriteta lamelarnih slojeva (191) i regulaciju

stani¢ne proliferacije i diferencijacije (190).

Osim slobodnih sfingoidnih baza, njihovi pripadajuéi ceramidi su pokazali
povisene vrijednosti u kozi bolesnika, Sto je u skladu s rezultatima prijasnjih
studija (71, 81). Danso i sur. su nasli poviSene vrijednosti sfingozin-ceramida (NS
i AS) u lezionalnoj, ali ne i nelezionalnoj kozi (194). U naSem istrazivanju je
nadena znacajna razlika izmedu zdrave i koze bolesnika, ¢ak i za nelezionalnu
kozu, i to ne samo za sfingozin-ceramide, nego i za sfinganin-ceramide,

vjerojatno zbog vece osjetljivosti naSe metode.

Ovo istrazivanje predstavlja prvo odredivanje glukozil-ceramida u bolesnika s
AD-om. Glukozil-ceramid je preteCa ceramida i ovaj korak u biosintezi je reguliran
enzimom  glukozil-ceramidnom-B-glukozidazom (GBA). Rezultati ovog
istrazivanja su pokazali da su glukozil-ceramidi poviSeni u koZzi bolesnika, i u
skladu s istrazivanim ceramidima, ovaj efekt je bio izrazeniji u lezionalnoj kozi,
Sto sugerira da su ove promjene velikim dijelom steCene i nastaju kao posljedica

imunolo$kog odgovora i upale. Moguci razlog poveéane razine glukozil-ceramida
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je promijenjena aktivhost GBA enzima koji je ovisan o pH vrijednosti (195,196).
U ovom istrazivanju nadene su znacajno povecane vrijednosti pH u lezionalnoj
koZi. Kako bi nadalje istrazena moguéu povezanost s GBA, odredena je
vrijednosti glukozil-kolesterola Cija je sinteza takoder posredovana enzimom
GBA. Podaci o glukozil-kolesterolu su u slaganju s onima o glukozil-ceramidima
Cije su vrijednosti takoder bile povisSene u kozi bolesnika. Nadalje, nadena je
snazna udruzenost njihovih vrijednosti (R?= 0,77; P < 0,0001), $to potvrduje
ulogu GBA u poviSenju vrijednosti glukozil-kolesterola i glukozil-ceramida u koZi
bolesnika. lako je izravan dokaz naSe hipoteze mogu¢ tek mjerenjem aktivnosti
ili ekspresije GBA u normalnoj i kozi bolesnika s AD-om, dobra suglasnost

rezultata izmedu glukozil-ceramida i glukozil-kolesterola je znac¢ajna.

Jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja je bio procijeniti primjenjivost lipidnih
biomarkera u procjeni tezine bolesti i stupnja oStecenja funkcije barijere. Upravo
je odnos sfingozina i sfinganina pokazao najvecu udruzenost sa SCORAD
vrijednostima i to za u lezionalnu i nelezionalnu kozu. U nelezionalnoj kozi
sfingozin je znacajno udruzen sa SCORAD vrijednostima, dok je u lezionalnoj
koZzi najsnaznija udruzenost nadena sa sfingozin-udruzenim ceramidima. Kada
je analiziran odnos s TEWL-om, gotovo sve izu€avane lipidne komponente su
pokazale snaznu korelaciju. Najsnaznija korelacija je nadena za glukozil-ceramid
(R?=0,60; P < 0,0001).

Iz nasih rezultata nije moguce dati odgovor jesu li su promjene u lipidnom sastavu
steéene ili predstavljaju etioloski faktor. Cinjenica da su promjene zna&ajno jace
izrazene u lezionalnoj kozZi i snazna povezanost s tezinom bolesti govore u prilog
pretpostavke da su te promjene posljedica imunoloskih promjena u AD-u. Zbog
vremenskih i financijskih ogranicenja u istraZivanju lipida ukljuéeno je samo 25
osoba. Medutim, rezultati su jednoznacni, razina znacajnosti u usporedbi skupina
i korelaciji s tezinom bolesti i koZnom barijerom postignuta je za veliki broj lipidnih
komponenti te smatramo da su reprezentativni za cijelu populaciju. Bitno je
istaknuti da u ovom ispitivanju nisu ukljuCene sve grupe ceramida i metoda ne
omogucava uvid u promjene uzrokovane duzinom lanca masnih kiselina koje su

vazne u etiopatogenezi AD-a (81). Medutim, glavni cilj ovog istraZivanja bila je
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identifikacija biomarkera koji su povezani s promjenama u koznoj barijeri i jacini
bolesti, a ne sveobuhvatna analiza lipida. Smatramo da su lipidni biomarkeri
pronadeni u nasem istrazivanju relevantni i da ¢e jednostavnost njihovog
odredivanja pridonijeti Sirem koriStenju lipidnih biomarkera u istrazivanju i

klinickoj praksi.

Imunoloski odgovor u AD-u je slozen i ukljuCuje mnoge mehanizme prirodene i
steCene imunosti. NaSe istraZivanje predstavlja prvo istraZivanje koje je izuavalo
profil velikog spektra citokina u odraslih bolesnika s AD-om u Hrvatskoj, €iji je cilj
bilo istraZziti njihov utjecaj na koznu barijeru te identificirati primjenjive biomarkere
za AD.

Vecina odredivanih citokina (14 od 18 istrazivanih) je pokazala znacajnu razliku
u vrijednostima izmedu zdrave i koZe bolesnika. Opcenito govoreci, opazene
razlike su u vecini sluCajeva bile izrazenije u lezionalnoj kozi. Ukoliko se analizira
citokinski ,potpis“, odnosno pripadnost grupi markera, rezultati naseg istraZivanja
su potvrdili prijaSnje studije ucinjene u drugim etnickim populacijama.
Najizrazenija je razlika nadena za markere prirodene imunosti, CXCL8 i IL-18,
¢ime smo potvrdili bithu ulogu prirodene imunosti u patogenezi AD-a (197-199).
Ovo zapazanje je u slaganju s rezultatima studija u€injenih u populacijama irske
(199) i nizozemske djece s AD-om (200). IL-18 nastaje kao odgovor na izlaganje
alergenu/patogenu i on je kljuéni citokin u stvaranju spontanih lezija nalik AD-u
stoga nije iznenadujuce da je upravo IL-18 pokazao ovakav odgovor u lezionalnoj
kozi.

Sljedeci biomarker prirodene imunosti koji je pokazao veliku razliku izmedu
zdrave i koze bolesnika s AD-om je CXCLS8, Sto je u slaganju s prethodno
u€injenim studijama djece (199, 200) i odraslih s AD-om (201). Ovaj citokin je
predlozen, zajedno s CCL17, kao obecavajuéi kandidatni biomarker pracenja

u€inka lokalne terapije (201).

Th2 citokini CCL2 i CCL17 su pokazali znacajne razlike izmedu koZe bolesnika i
zdravih ispitanika i snaznu korelaciju (P < 0,0001) sa SCORAD vrijednostima. U

nedavno ucinjenoj metaanalizi biomarkera AD-a izdvojen je CCL17 (TARC) i
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istaknuta je njegova vrijednost kao najvjerojatnijeg pojedinathog markera za
tezinu bolesti (202).

CXCL10 (IP-10) je Th1 citokin koji je pokazao znacajnu razliku izmedu koze
bolesnika i zdrave koze, te je ova razlika bila izrazenija u lezionalnoj kozi.
CXCL10 snazno korelira s tezinom bolesti. U prethodno ucinjenoj studiji kod
odraslih bolesnika s AD-om nadene su 10 puta povisene vrijednosti CXCL10 u
transdermalnoj tekucini iz lezionalne koze, u usporedbi s nelezionalnom i
zdravom kozom, uz dokazanu korelaciju CXCL10 sa SCORAD-om (203). Bitna
uloga CXCL10 je migracija aktiviranih Thl stanica na periferna mjesta upalnog
odgovora gdje dalje reguliraju interakcije efektorskih stanica. Medutim, rezultati
studija ucinjenih u pedijatrijskoj populaciji (199, 200) nisu pokazali razlike u
CXCL10 izmedu lezionalne i zdrave koze, Sto sugerira razlike u ekspresiji Th1
citokina izmedu djece i odraslih. To dalje potvrduje i zapazanje Brunner i sur. koji

su pronasli odsutnost Th1l reakcije kod djece (204-205).

Medu pet odredivanih citokina iz grupe Th17 citokina, samo su se IL-17A i IL-21
mogli kvantitativno odrediti. IL-21 je pokazao znacajno nize vrijednosti u kozZi
bolesnika (lezionalnoj i nelezionalnoj), u usporedbi sa zdravom koZzom, no
medutim negativna, znacajna korelacija sa SCORAD vrijednostima je nadena
samo u lezionalnoj koZzi. Interesantno je za napomenuti da neki citokini, kao Sto
su CCL11, CCL13, CCL4, u lezionalnoj i nelezionalnoj kozi pokazuju drugacije
smjerove udruzenosti sa SCORAD vrijednostima. Ovi citokini su pokazali

znacajno niZe vrijednosti u kozi bolesnika u usporedbi sa zdravom kozom.

Usporedili smo imunoloske odgovore kod bolesnika s eAD-om i iIAD-om. Nismo
nasli razlike u vrijednostima TEWL-a, SCORAD-a i NMF-a, §to potvrduje i klinicka
zapazanja da se ovi bolesnici klini¢ki ne razlikuju. Ovi podaci su u slaganju s
prethodno objavljenom literaturom (206, 207). Medutim, nadene su razlike u
nekim citokinima kao Sto su CXCL8 (lezionalna koza), TSLP (lezionalna i
nelezionalna koza) i IL-33 (nelezionalna koza). Interesantno je da biomarkeri koji
su povecani kod eAD-a pripadaju prirodenom imunoloSkom odgovoru koji imaju

vaznu signalnu funkciju (tzv. alarmini).

66



Nasi rezultati koji se odnose na razliku izmedu iAD-a i eAD-a se razlikuju od nekih
literaturnih podatka (169, 208). U naSoj kohorti ne postoji razlika u Th2
citokinskom izri¢aju izmedu iAD-a i eAD-a, vec jedino u citokinima prirodene
imunosti. Razlog tome moze biti viSestruki. Poznato je da su vrijednosti ukupnog
IgE (koje odreduju klasifikaciju u iAD ili eAD) ovisne o dobi bolesnika. Takoder,
poznato je da iAD moZe prije¢i u eAD, te da bolesnici s eAD-om kroz godine
mogu izgubiti svoj pozitivitet u testovima, uci u remisije sa svojim atopijskim
bolestima i imati negativizaciju i pad titra u vrijednostima ukupnog i specifi€nog
IgE. Stoga smo danas stava, da je razlikovanje eAD-a i iIAD-a viSe akademske
prirode i da je rije€ o prirodnom tijeku bolesti koji kod raznih pojedinaca moze biti
razligit (156-157). Sto se ti€e Th2 odgovora, nasli rezultati su u slaganju s radom
Suarez-Farifias i sur., medutim, mi nismo nasli razlike u Th17 odgovoru izmedu
IAD-a i eAD-a (156). Opcenito, usporedba rezultata biomarkera izmedu
literaturnih podataka je teSka zbog razlika u populaciji bolesnika (djeca vs. odrasli
bolesnici, tezina bolesti), uzorkovanje lezionalne ili nelezionalne koze,
odredivanje iz bioptata ili uzorka uzetog adhezivnim vrpcama te vrsta izu€avanih
biomarkera (ekspresija proteina ili RNK ekspresija). U par recentnih studija o
biomarkerima AD-a u stratumu corneumu odredivana je ekspresija gena, umjesto
vrijednosti samih proteina (citokina) i otkriven je veliki broj gena koji se razlikovao
u zdravoj i kozi djece s umjerenim do teSkim oblikom AD-a (209). Sukladno
rezultatima naseg istrazivanja, CXCL8 i CCL17 ekspresija gena je poviSena u
lezionalnoj i nelezionalnoj koZi u usporedbi sa zdravom koZom. StoviSe, u
slaganju s rezultatima naseg istrazivanja, podaci su pokazali da je nelezionalna
koza karakterizirana s promjenama u citokinskom miljeu, $to i korelira s tezinom
bolesti. Prednost studija koje analiziraju gensku ekspresiju je u njihovom velikom
potencijalu otkrivanja gena koji su pojatano/smanjeno izrazeni (tzv.“down/up*“
regulacija). Nadalje, u kontrastu s ekspresijom mRNK, neki citokini kao $to su
IL-13 i IL-4 pokazuju niske vrijednosti u SC i stoga ih je teSko odrediti na nivou
proteinskih vrijednosti (199-201). Medutim, nedostatak studija temeljenih na
MRNK ekspresiji je niska rata uspjednosti sekvencioniranja transkriptoma, te je
moguce da je mMRNK manje stabilna od proteina koji kodira (209). Stoga, jasan

odnos izmedu ekspresije gena i proteina koji je odgovoran za bioloSku funkciju
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tek treba odrediti. Osim toga, kako bi se dobila dostatna kolicina mRNA potrebno
je uzorkovati dublje razine SC-a Sto metodu Cini invazivnijom i vremenski
zahtjevnijom. Na kraju, ekstrakcija mRNK je laboratorijski zahtjevnija metoda s
ogranicenim brojem laboratorija koji metodu mogu uciniti, Cime se ograniCava
njena Sira primjena u praksi (209).

Jedan od cilieva ovog istrazivanja je bila identifikacija biomarkera koZe i
imunoloSkog odgovara u bolesnika s AD-om i njihova povezanost s tezinom
bolesti (SCORAD). lako je veliki broj citokina pokazao znacajnu razliku u
usporedbi sa zdravom kozom, povezanost pojedinac¢nih citokina sa SCORAD
vrijednostima je bila umjerena, €ak i kad je uklju€eno viSe citokina. Medutim, kad
su u statistiCku analizu uz citokine dodani ceramidi i sfingoidne baze
(multivarijantna linearna regresija), to¢nost modela je znatno poboljSana, Sto
ukazuje na vaznost uklju€ivanja viSe biomarkera funkcije kozne barijere uz
biomarkere imunoloskog odgovora. Ovakvi rezultati takoder duboko potvrduju
potrebu za razvijanjem terapijskih opcija koje bi pokrivale set veceg broja kriticno

vaznih ¢imbenika u etiopatogenezi bolesti.

Nasi rezultati su pokazali nisku ucestalost mutacije FLG, potvrdujuéi hipotezu
sjeverno-juznog gradijenta FLG mutacije. Niske vrijednosti degradacijskih
produkta FLG, u nelezionalnoj koZi podrzavaju misljenje da je uloga FLG u
etiologiji AD-a kod hrvatskih bolesnika niska. Medutim, vrijedno je napomenuti
jako snizene razine filagrinskih degradacijskih produkata (NMF) u lezionalnoj kozi
kao posljedice Th2 posredovanog upalnog odgovora. Ovo zapazanje, osim
akademske vrijednosti, ima i svoju kliniCku primjenu, te je kod bolesnika kod kojih
je snizena vrijednost NMF-a moguce ponuditi primjenu emolijensa koji imaju

ulogu ovlazivac€a (pripravci s urejom).

Osim same identifikacije mogucéih biomarkera za AD, naSe istraZzivanje je
omogucilo dublji uvid u patofiziologiju bolesti kod hrvatskih bolesnika umjerenog
do tesSkog oblika AD-a. Istrazivanje je pokazalo promjene u NMF-u, specifiCnim
lipidnim klasama i citokinima iz grupe prirodene i steCene imunosti ukljuCujudi
Th1, Th2, i Th17 citokine. Buduci da su ovi citokini terapijske ciline molekule u

bioloSkim terapijama, odredeni biomarkeri mogu biti od koristi u razvoju i pracenju
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uspjeha ovih terapije. Kompleksnost imunoloskog odgovora upucuje na to da je
nuzna detekcija citokinskih profila i razvitak ili terapije koja djeluje na veci broj

citokina (,multi-cytokine therapy®) ili primjena kombinacije lijekova.

Metoda uzorkovanja stratum corneum-a adhezivhom vrpcom (tzv. ,tape
stripping“) se pokazala izrazito pogodnom metodom za odredivanje parametara
funkcije barijere i imunoloSkog odgovora. Radi se 0 neinvazivhoj metodi,
bezbolnoj, koja je primjenjiva i kod odraslih i djece. Tehnicki je nezahtjevna, nije
skupa, dostupna je i primjenjiva u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Uzorci stratum
corneum-a daju informacije iz ciljnog organa koji je zahvacen upalom a te
navedene informacije nije mogucée dobiti odredivanjem biomarkera iz krvi bududéi
da se time odreduje samo tip sustavnog imunoloskog odgovora. Razlike izmedu
lezionalne i nelezionalne koze su jasno pokazane, Sto kliniCki moze biti
primjenjivo u praksi u smislu prac¢enja primjene odredene terapije. Nelezionalna
koZa se pokazala boljim indikatorom za tezinu bolesti (SCORAD) te je pogodnija
za pracenje sustavne terapije, dok lezionalna koza ima veliku vaznost za
procjenu ucinkovitosti lokalne terapije. Ovo istraZivanje predstavlja tek prvi korak
u razvoju biomarkera u AD-u. Njihova vrijednost za odredivanje tezine bolesti i
pracenje ucinka terapije treba biti potvrdena u slijedecim studijama s bolesnicima

Sireg raspona jacine bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

e Koza bolesnika s AD-om pokazuje smanjenu funkciju barijere ¢ak i u
nelezionalnoj kozi.

e Lezionalna koza pokazuje poviSene pH vrijednosti i povecanu koliinu SA.

e Bolesnici s pove¢anim brojem Staphylococcus aureus pokazuju oslabljenu
koZnu barijeru, teZi oblik bolesti i nize razine NMF-a.

e Rezultati ovog istrazivanja pokazuju po prvi put nisku u¢estalost FLG mutacija
s gubitkom funkcije i razinu filagrinskih degradacijskih produkata u hrvatskoj
populaciji bolesnika s AD-om. Ovi rezultati potvrduje hipotezu sjeverno-juznog
gradijenta FLG mutacija i sporednu ulogu filagrina u etiologiji AD-a u hrvatskoj
populaciji.

e Vrijednosti NMF-a u lezionalnoj kozi bolesnika su znacajno smanjene u
usporedbi s NMF-om zdravih ispitanika vjerojatno kao posljedica Th2
posredovanog odgovora. Smanjene vrijednosti NMF-a su negativho
povezane s funkcijom barijere (TEWL) Sto pridonosi suhoj i ljuskavoj koZi, Sto
je vazno obiljeZje koze kod bolesnika s AD-om.

e Koza bolesnika s AD-om pokazuje poremecene vrijednosti slobodnih
sfingoidnih baza, sfingozin- i sfinganin- pripadaju¢ih ceramida, glukozil-
ceramida i glukozil-kolesterola, sto je za neke biomarkere pronadeno po prvi
puta kod bolesnika s AD-om. Buducéi da su promjene izrazenije u lezionalnoj
kozi te da je razina istrazivanih lipida udruzena s jainom bolesti moze se
zakljuCiti da su nadene promjene steCene i uzrokovane imunoloskim
promjenama u kozi. Povecane vrijednosti glukozil-kolesterola i glukozil-
ceramida u koZzi bolesnika i njihova udruzenost, upucuje na isti uzrok buduci
da je njihov metabolizam kontroliran istim enzimom (B-glukocerebrozidaza).

e |strazivani lipidi su znaCajno udruzeni s vrijednostima TEWL-a $to dokazuje
njihovu vaznost za koznu barijeru.

e Razina biomarkera prirodene i steCene imunosti pokazuje znacCajnu razliku
izmedu zdrave i koze bolesnika. Opazene razlike su u vecini slu€ajeva bile
izrazenije u lezionalnoj kozi, medutim, nelezionalna koza korelira bolje s

tezinom bolesti. Najizrazajnija razlika izmedu zdrave i koZe bolesnika je
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nadena za markere prirodene imunosti, CXCL8 i IL-18, medutim znacajne
razlike nadene suiza Th1, Th2, TH22 i Th17 citokine.

Nelezionalna koza bolesnika pokazuje smanjenu funkciju kozZne barijere
mjerene kao TEWL, promjene u razinama citokina i lipida, Sto upucuje na
promjene i u Klinicki normalnoj kozi. Nelezionalna koza pokazuje bolju
korelaciju s tezinom bolesti kada se analiziraju biomarkeri imunoloskog
odgovora, medutim za biomarkere kozne barijere, ceramide i NMF, korelacija
s jaCinom bolesti je bolja u lezionalnoj koZi.

Korelacija s tezinom bolesti (SCORAD) znatno je bolja kad se kombiniraju
biomarkeri kozne barijere i imunoloSkog odgovora $to ukazuje na vaznost
njihove interakcije u AD-u.

Metoda uzorkovanja stratum corneuma adhezivnom trakom je pogodna
metoda za odredivanje parametara funkcije barijere i imunoloSkog odgovora.
Neinvazivna je, bezbolna, primjenjiva kod odraslih i djece u svakodnevnoj

klinickoj praksi.
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8. KRATKI SADRZAJ NA HRVATSKOM
JEZIKU

U ovoj studiji odredivani su genotipski i fenotipski biomarkeri koZne barijere kod
bolesnika s atopijskim dermatitisom (AD). U studiju je uklju¢eno 100 odraslih
bolesnika i 50 zdravih ispitanika u razdoblju od sije€nja 2016. do srpnja 2017.
godine u Klinici za dermatovenerologiju KBC Zagreb. Za odredivanje mutacije
filagrinskog gena koriSten je bukalni bris. Uzorkovanjem SC-a uzet je materijal za
odredivanje NMF-a, citokina i lipida. Funkcija barijere je mjerena odredivanjem
NMF-a, TEWL-a, pH i SA. Nadena je niska uCestalost filagrinskih mutacija (4%)
i normalne razine filagrinskih degradacijskih produkata ¢ime zaklju¢ujemo da
nedostatak filagrina ne igra znacajnu ulogu u etiologiji AD-a u hrvatskoj populaciji.
Lipidi pokazuju znaCajne razlike izmedu bolesnika i zdravih ispitanika i
povezanost s tezinom bolesti i funkcijom kozne barijere. Promjene su izrazenije
u lezionalnoj kozi.

Odredivanje imunoloskih markera potvrdilo je prisutnost velikog broja citokina
prirodene i steCene imunosti. NajznaCajnija razlika izmedu zdrave i koze
bolesnika nadena je za citokine prirodene imunosti IL-18 i CXCLS8, ali znacajne
razlike nadene su i za Th1, Th2, Th17 i Th22 citokine. Razina citokina povezana
je s tezinom bolesti i funkcijom kozne barijere, a za razliku od lipida povezanost
je izrazenija u nelezionalnoj kozi. Provedena studija pokazuje pogodnost SC u
odredivanje Sirokog spektra biomarkera koji mogu doprinijeti razvoju ciljane

terapije prilagodene bolesniku.
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9. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM
JEZIKU

Determination of genotypic and fenotypic biomarkers of skin barrier in skin
of patients with atopic dermatitis

Ruzica Juraki¢ Tondgi¢, 2020

We studied genotype and phenotype biomarkers of epidermal barrier in atopic
dermatitis (AD) patients. Study population included 150 individuals, 100 patients
and 50 healthy controls from 2016 to 2017 at University Department of
Dermatovenereology Clinical Hospital Centre Zagreb. Buccal swab was used for
genotypization and the other biomarkers were determinated in stratum corneum
(SC). We found low prevalence of filaggrin mutations (4%) and normal levels of
filaggrin degradation products suggesting that filaggrin does not play major role
in pathogenesis of AD in our cohort. Lipid levels are significantly changed when
compared AD skin and healthy skin, and significant correlation with disease
severity and barrier function was found. More prominent changes were found in
lesional skin suggesting that majority of observed changes are secondary due to
inflammation. We determinated great number of cytokines of innate and adaptive
immune response. The most significant difference between healthy and AD skin
was found for innate imunity cytokines IL-18 and CXCLS8, but significant response
was found for also for Thl, Th2, Th1l7 and Th22. Cytokine levels were associated
with disease severity and barrier function, and opposite to lipids, correlation was
more prominent in non-lesional skin. This study confirmed that SC is suitable for
determination of wide range of biomarkers which can contribute for development

of precise, patient-based therapy.
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