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1. UVOD

IgA wvaskulitis u djece bolest je s jasno prepoznatljivim klinickim obiljezjima, ali s
neujednaenim tijekom i ishodom. U veéine bolesnika simptomi se povuku bez trajnih
posljedica, no kod dijela djece dolazi do recidiva, tezeg oblika bolesti ili komplikacija koje
zahtijevaju dulje pracenje i lijeCenje. Zbog takvih razlika vazno je istraziti cimbenike koji mogu
objasniti zbog ¢ega bolest kod dijela bolesnika prolazi blaze, a kod drugih poprima tezi oblik
[1-5]. Sve je vise podataka koji upucuju na povezanost upale krvnih Zila s poremecajem redoks-
ravnoteze i pojacanim oksidacijskim optere¢enjem. Redoks-ravnoteza oznacava odnos izmedu
stvaranja reaktivnih spojeva i sposobnosti organizma.da ih ukloni ili neutralizira. Tijekom upale
nastaju reaktivni metaboliti koji mogu pojacati-ostecenje endotela. Endotel je unutarnji sloj
krvnih Zila koji odrzava njihovu funkciju i propusnost. Kada dode do njegova osteéenja, upalni
proces moze trajati dulje i zahvatiti viSe organskih sustava. U takvim uvjetima vazan je
glutationski sustav. Glutation je mali unutarstani¢ni spoj koji stiti stanice od oksidativnog stresa
1 sudjeluje u uklanjanju Stetnih metabolita. Enzimi povezani s glutationom smanjuju posljedice
oksidativnog opterecenja i pomazu u detoksikaciji reaktivnih spojeva [6-8]. Glutation-S-
transferaze, skra¢eno GST, skupina su enzima koji vezu glutation na elektrofiliéne spojeve i
produkte lipidne peroksidacije. Elektrofili¢ni spojevi kemijski su reaktivne molekule koje mogu
oStetiti-stani¢ne sastavnice. Lipidna peroksidacija oznaava o$teCenje masnih sastavnica
stani¢nih smembrana djelovanjem reaktivnih“spojeva. GST enzimi ne uklanjaju pocetne
reaktivne kisikove spojeve, nego smanjuju sekundarno stani¢no osteéenje nastalo tijekom
upale. Osim_detoksikacije, sudjeluju i u regulaciji signalnih putova povezanih sa stresnim
odgovorom 1 upalom. Zbog toga GST sustav predstavlja mogucu poveznicu izmedu
biokemijskih promjena tijekom upale i klinicke. slike bolesti [6—7]. VaZnost oksidacijskog
opterec¢enja u IgA vaskulitisu podupiru i radovi u kojima su u djece s boles¢u opisane promjene
u antioksidacijskim enzimima, produktima lipidne peroksidacije i drugim biljezima

oksidacijskog stresa [9-13].

Genetska varijabilnost GST gena moze promijeniti zastitni kapacitet stanice. Gen je odsjecak
DNA koji nosi uputu za sintezu odredenog proteina. Delecije GSTM1 i GSTT1 mogu dovesti
do potpunog izostanka enzimskog proizvoda. SNP-ovi, odnosno polimorfizmi jednog
nukleotida, u genu GSTP1 mogu promijeniti gradu i aktivnost proteina. Varijante u
promotorskoj regiji GSTAL mogu sniziti ekspresiju enzima. Promotorska regija dio je gena koji



regulira koli¢inu nastalog proteinskog proizvoda. Takve genetske razlike ne moraju same
uzrokovati bolest, ali u uvjetima izraZzene upale mogu utjecati na tezinu klinicke slike i ishod
bolesti [7, 14-16]. U hrvatskoj populaciji nedostaju opsezniji sustavni podatci koji povezuju
GST polimorfizme s klini¢kim obiljezjima IgA vaskulitisa u djece. Zbog toga postoji jasna
potreba za istraZivanjem koje Ce ispitati povezanost polimorfizama GSTM1, GSTT1, GSTP1 i
GSTAL s pojavom bolesti i unaprijed definiranim podfenotipovima.. Takav /pristup moze
pridonijeti preciznijoj procjeni rizika i boljem razlikovanju djece s blazim i tezim tijekom

bolesti [1, 17-20].

1.1. IgA vaskulitis kao klini¢ki i znanstveni problem

IgA wvaskulitis u djece bolest je s jasno prepoznatljivim klinickim obiljezjima, ali s
neujednaenim tijekom i ishodoms U veéine bolesnika simptomi se povuku bez trajnih
posljedica, no kod dijela djece dolazi do recidiva, tezeg oblika bolesti ili komplikacija koje
zahtijevaju dulje pracenje 1 lijeCenje. Zbog takvih razlika vazno je istrazZiti cimbenike koji mogu
objasniti zbog cega bolest kod dijela bolesnika prolazi blaze, a kod drugih poprima tezi oblik
[1-5]. Sve je viSe podataka koji upucuju na povezanost upale krvnih Zila s poremecajem redoks-
ravnoteze i pojacanim. oksidacijskim optere¢enjem. Redoks-ravnoteza oznacava odnos izmedu
stvaranja reaktivnih spojeva i sposobnosti organizma da ih ukloni ilineutralizira. Tijekom upale
nastajureaktivni metaboliti koji mogu pojacati oStecenje endotela. Endotel je unutarn;ji sloj
krynih Zila koji odrzava njihovu funkciju i propusnost. Kada dode do njegova osteéenja, upalni
proces moze trajati dulje i zahvatiti viSe organskih sustava. U takvim uvjetima vaZan je
glutationski sustav. Glutation je mali unutarstani¢ni spoj koji Stiti stanice od oksidacijskog
stresa 1 sudjeluje u uklanjanju $tetnih metabolita. Enzimi povezani s glutationom smanjuju

posljedice oksidacijskog optereé¢enja i pomazu u detoksikaciji reaktivnih spojeva [6-8].

Glutation-S-transferaze, skraceno GST, skupina su enzima koji vezu glutation na elektrofilicne
spojeve i produkte lipidne peroksidacije. Elektrofilicni spojevi kemijski su reaktivne molekule
koje mogu ostetiti stanicne sastavnice. Lipidna peroksidacija oznacava oStecenje masnih
sastavnica stanicnth membrana djelovanjem reaktivnih spojeva. GST enzimi ne uklanjaju
pocetne reaktivne kisikove spojeve, nego smanjuju sekundarno stani¢no oStecenje nastalo
tijekom upale. Osim detoksikacije, sudjeluju i u regulaciji signalnih putova povezanih sa

stresnim odgovorom i upalom. Zbog toga GST sustav predstavlja mogucu poveznicu izmedu



biokemijskih promjena tijekom upale i1 klinicke slike bolesti [6—7]. Vaznost oksidacijskog
opterecenja u IgA vaskulitisu podupiru i radovi u kojima su u djece s boles¢u opisane promjene
u antioksidacijskim enzimima, produktima lipidne peroksidacije i drugim biljezima
oksidatcijskog stresa [9-13, 21-24]. Delecije gena GSTM1 i GSTT1 mogu rezultirati potpunim
izostankom enzimskog produkta. Polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) u genu GSTP1 mogu
uzrokovati promjene u strukturi i funkcionalnoj aktivnosti proteina. Varijacije u promotorskoj
regiji gena GSTA1 mogu dovesti do smanjene ekspresije enzima, pri cemu promotorska regija
ima kljuénu ulogu u regulaciji razine sinteze proteinskog produkta. lako takve genetske
varijacije same po sebi ne moraju biti dovoljne za razvoj bolesti, u uvjetima izrazenog upalnog

odgovora mogu modulirati tezinu klinicke slike i utjecati na ishod bolesti [7, 14-16].

Na slici 1. prikazane su cetiri glavne skupine klinickih manifestacija IgA vaskulitisa prema
zahva¢enim organskim sustavima: koza (palpabilna purpura), zglobovi (bol i/ili otok),
gastrointestinalni sustav (bol u trbuhu, krvarenje) te bubrezi (hematurija, proteinurija). Shema
omogucuje brz uvid u Sirinu fenotipa i‘tipicne simptome koji se mogu javiti izolirano ili u
kombinaciji [25].

© <
0..

KOZA ZGLOBOVI GASTROINTESTINALNI SUSTAV
Palpabilna purpura Bolni artritis Bol u trbuhu

Krvarenje

BUBREZI

Hematurija

Proteinurija

Slika 1. Shematski prikaz klinickih manifestacija IgA vaskulitisa (organ-sustavi)

lzvor: lzrada autorice.



1.2. Epidemioloska obiljezja IgA vaskulitisa

IgA vaskulitis naj¢es¢i je sistemski vaskulitis u djece. Bolest se javlja znatno ¢esée u djecjoj
nego u odrasloj dobi, $to upucuje na povezanost s razvojem imunoloskog sustava. Imunoloski
sustav u djece prolazi kroz sazrijevanje, a tijekom tog razdoblja dolazi do ¢escih kontakata s
infektivnim 1 okoliSnim podrazajima. Zbog toga djecja dob predstavlja razdoblje povecane
osjetljivosti za razvoj bolesti [2, 26-28].

Najveca pojavnost biljezi se izmedu Cetvrte i desete godine zivota. U tom razdoblju djeca ¢esce
borave u kolektivima 1 izloZena su respiratornim infekcijama. Respiratorne infekcije Cesto
prethode pocetku bolesti, $to upucuje na mogucu povezanost izmedu aktivacije sluznicne
imunosti 1 sustavne upalne reakcije u stijenkama malih krvnih zila [1, 29].

U vecini istrazivanja bolest je nesto ¢eséa u djecaka nego u djevojcica. Razlika nije velika, ali
se ponavlja u razli¢itim populacijama. Takva raspodjela upucuje na mogu¢ utjecaj bioloskih
¢imbenika povezanih sa'spolom, iako mehanizmi jo$ nisu potpuno razjasnjeni [2].

Sezonski raspored bolesti podupire povezanost s infekcijama. Veéi broj slucajeva biljezi se
tijekom jeseni i zime, kada je ucestalost respiratornih infekeija veca. Infekcija se ne smatra
odgovorom [18]. Geografska raspodjela pokazuje da se bolest pojavljuje u razli¢itim dijelovima
svijeta, ali s razlikama u ucestalosti i tijeku. Takve razlike upucuju na medudjelovanje genetske
podloge i okolisnih ¢imbenika. U nekim populacijama c¢es¢e se biljeze tezi oblici bubreznog

zahvacanja, Sto dodatno povecava zanimanje za genetske 1 imunoloske odrednice bolesti [2].

Tijek bolesti nije jednak kod sve djece. Vecina bolesnika ima jednu epizodu bolesti koja se
povuce kroz nekoliko tjedana. Unato€ tomu, kod dijela djece javljaju se recidivi. Recidiv
oznacava ponovnu pojavu simptoma nakon prividnog smirivanja bolesti. Recidivi produljuju
razdoblje pracenja i povecavaju potrebu za ponovnim klini¢kim procjenama [3]. Najvaznije
epidemiolosko pitanje odnosi se na bubrezno zahvacanje. Promjene u mokra¢i mogu se pojaviti
kod znatnog broja djece, ali klini¢ki vazan nefritis razvija se kod manjeg dijela bolesnika.
Nefritis oznacava upalno zahvacanje bubrega. BubreZzne komplikacije mogu nastati 1 nakon
povlacenja koznih i zglobnih simptoma, zbog ¢ega je potrebno dulje pra¢enje mokraénog

statusa i bubrezne funkcije [30].



1.3 Klini¢ka heterogenost i varijabilni tijek bolesti

IgA vaskulitis ne prolazi jednako kod sve djece. Dvoje bolesnika moze imati slican pocetak
bolesti, a posve razlicit tijek i ishod. Razlike ne proizlaze iz dijagnosti¢ke nejasnoce, nego iz
same prirode bolesti. Na klinicku sliku utje€u imunoloska reaktivnost, okolisni podrazaji i
bioloska obiljeZja bolesnika. Zbog toga IgA vaskulitis u pedijatrijskoj praksi trazi pazljivo

pracenje od pocetka bolesti do potpunog smirenja simptoma [1, 31].

Pocetak bolesti najéesée je obiljezen koznim promjenama. Purpura nastaje zbog upalne
promjene stijenki malih krvnih Zila, pri ¢emu eritrociti izlaze u potkozno tkivo. Eritrociti su
crvene krvne stanice, a njihovo izlazenje iz krvne Zile uzrokuje vidljive koZne promjene. Osip
je palpabilan jer upala uzrokuje zadebljanje stijenke krvne zile 1 okolnog tkiva. Kod dijela djece
osip ostaje jedina manifestacija bolesti i‘povlaci se bez komplikacija. Kod druge djece kozne
promjene postaju izrazenijeli se ponovno javljaju nakon privremenog smirenja [18, 32].
Zglobne tegobe Ceste su u ranom tijeku bolesti. Najc¢eS¢e su prisutni bol i oticanje velikih
zglobova donjih ekstremiteta. Takve promjene povezane su S upalom sinovije, odnosno
unutarnje ovojnice zgloba. Tegobe mogu privremeno -ograni€iti kretanje i svakodnevne
aktivnosti,ali se najcesce povlace bez trajnog oStecenja zglobova [33].

Probavne manifestacije unose dodatnu nepredvidivost u klinicki tijek. Bolovi u trbuhu nastaju
zbog edema i.upale crijevne stijenke. Edem oznacava nakupljanje tekucine u tkivu. U blazim
oblicima tegobe su prolazne, dok se u tezim sluc¢ajevima mogu javiti gastrointestinalno
krvarenje, povracanje ili invaginacija. Invaginacija.je stanje u kojem se dio crijeva uvuce u
susjedni segment 1 uzrokuje opstrukciju. Takve komplikacije traZe hitnu procjenu i lijecenje
[34].

Najvaznije mjesto u procjeni tezine bolesti ima bubrezno zahvacanje. Promjene na bubrezima
Cesto prolaze bez jasnih subjektivnih simptoma i zato mogu ostati neprepoznate bez
laboratorijskog prac¢enja. Prvi znakovi Cesto se otkrivaju analizom urina, pri ¢emu se biljeze
eritrociti ili proteini. Proteini u urinu upuéuju na poremecaj propusnosti glomerula, sitnih
bubreznih struktura u kojima zapocinje filtracija krvi. Kod dijela djece promjene ostaju blage i
prolazne, dok se kod drugih razvija nefritis s produljenim tijekom i rizikom trajnog osStec¢enja

bubrezne funkcije [30, 35-43].



Varijabilnost bolesti o€ituje se i u vremenskom slijedu simptoma. Kozne promjene mogu
prethoditi drugim manifestacijama, ali se ponekad javljaju nakon zglobnih ili probavnih tegoba.
Bubrezne promjene mogu nastati i nekoliko tjedana nakon povlacenja pocetnih simptoma. Zbog
toga privid klinickog smirenja ne znaci uvijek zavrSetak bolesti. Dugotrajan nadzor mokra¢nog

statusa ostaje vazan dio prac¢enja bolesnika [3, 44].

Kod dijela djece dolazi do recidiva. Recidiv oznafava ponovnu pojavu simptoma nakon
razdoblja smirenja bolesti. Ponavljanje simptoma ¢esto se povezuje s novom infekcijom ili
drugim imunoloSkim podrazajem. Svaka nova epizoda moze imati druké€iji intenzitet 1 druk¢iji
raspored organskog zahvacdanja, §to dodatno otezava procjenu dugorocnog ishoda [3]. Razlike
u klinickom tijeku potaknule su istrazivanja ¢cimbenika koji bi mogli objasniti zbog ¢ega bolest
kod dijela djece prolazi blago, a kod druge ostavlja trajne posljedice. IstraZzivanja upucuju na
povezanost klini¢ke raznolikosti s imunoloSkim mehanizmima, aktivacijom komplementa i
promjenama na razini endotela. Komplement je skupina proteina koja sudjeluje wimunoloskom
odgovoru, a endotel unutarnji sloj krvnih zila. Sve viSe paZnje privlac¢i i oksidacijski stres,
odnosno neravnoteZa izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva i.antioksidativne zastite.
Takva neravnoteza moZze produljiti upalu 1 pojacati oStecenje krvnih Zila [17, 45]. Klinicka
heterogenost IgA vaskulitisa. pokazuje da bolest nema jedinstven obrazac. Raznolikost
simptoma, promjenjiv-tijek i moguénost kasnih komplikacija razlog su zbog kojega pracenje
bolesnika ~ima' jednaku ' vaznost kao i postavljanje dijagnoze. Upravo zbog takve
neujednacenosti postoji potreba za istrazivanjima ‘bioloskih i genetskih ¢imbenika koji mogu

pomoci u procjeni rizika i predvidanju tijeka bolesti [ 18].

Tablica 1 prikazuje tipican vremenski slijed IgA .vaskulitisa: akutnu fazu s dominantnim
manifestacijama (osip/purpura, zglobne smetnje, gastrointestinalne tegobe), zatim prozor za
pojavu promjena u urinu kroz tjedne do mjesece (hematurija, proteinurija), uz naznacenu
mogucénost recidiva. Na zavrsetku je istaknuta skupina bolesnika kod kojih se razvijaju kasne

bubrezne promjene odnosno klini¢ki znacajno zahvacanje bubrega.

Tablica 1. Vremenska linija tijeka bolesti i mogu¢ih kasnih bubreznih promjena,

Faza / razdoblje Klini¢ke znacajke / promjene
Akutna faza Osip (purpura)
Akutna faza Smetnje sa zglobovima




Akutna faza Gastrointestinalne tegobe

Prostor za promjene u urinu Promjene u urinu
Prostor za promjene u urinu Hematurija
Prostor za promjene u urinu Proteinurija
Vremenski tijek Tjedni / mjeseci
Moguce kasne bubrezne promjene Zahvacanje bubrega

1.4. Etiopatogeneza IgA vaskulitisa

IgA vaskulitis ne nastaje zbog jednoga uzroka. Bolest se razvija kroz viSe povezanih
imunoloskih i1 upalnih procesa. U sredistu bolesti nalazi se imunoglobulin A, protutijelo koje
sudjeluje u zastiti sluznica. Kod dijela bolesnika dolazi do poremecaja u gradi podtipa IgAl.
NajviSe se istrazuje galaktozno-deficitarni IgAl, oblik molekule s promijenjenom
glikozilacijom. Glikozilacija ozna€ava vezanje Secernih lanaca na proteinsku molekulu, a
promjene u tom procesu mogu utjecati na nacin na koji imunoloski sustav prepoznaje vlastite
strukture [2, 30, 46-49]. Takav promijenjeni IgAl moze potaknuti stvaranje protutijela
usmjerenih protiv.vlastitog imunoglobulina. Nastaju imunokompleksi koji cirkuliraju u krvi i
zadrzavaju se u stijenkama malih krvnih Zila te u glomerulima bubrega. Imunokompleksi su
spojevi antigena i protutijela, a glomeruli su sitne bubrezne strukture u kojima zapocinje
filtracija krvi. Njihovo talozenje pokrece lokalnu upalnu reakeijui ostecenje tkiva [30]. Nakon
zadrzavanja imunokompleksa dolazi do aktivacije komplementa. Komplement je skupina
proteina koji sudjeluju u imunolo§kom edgovoru i pojacavaju upalu. U IgA vaskulitisu vazni
su alternativni i lektinski put aktivacije. Posljedica je stvaranje upalnih medijatora koji
povecavaju propusnost krvnih zila i poti¢u dolazak leukocita u zahvaéeno tkivo. Leukociti su
bijele krvne stanice koje sudjeluju u obrani organizma, ali tijekom upale mogu pridonijeti i
oSte¢enju tkiva [18]. Vazna poveznica s nastankom bolesti nalazi se na razini mukoznog
imuniteta. Sluznice diSnog i probavnog sustava prvo su mjesto kontakta organizma s vanjskim
antigenima. IgA je glavno protutijelo na tim povrSinama. Poremecaj regulacije mukoznog
odgovora moZe dovesti do pojac¢ane proizvodnje strukturno promijenjenog IgAl. Takav
poremecaj Cesto se povezuje s infekcijama gornjih diSnih putova, §to objasnjava zasto bolest
¢esto pocinje nakon infektivne epizode [2]. Endotel krvnih Zzila aktivno sudjeluje u razvoju

bolesti. Endotel je unutarnji sloj krvne Zile koji odrzava ravnotezu izmedu prohodnosti zile,



koagulacije 1 imunoloske stabilnosti. Nakon kontakta s imunokompleksima endotelne stanice
mijenjaju ekspresiju adhezijskih molekula i oslobadaju citokine. Adhezijske molekule
omogucuju prianjanje leukocita, a citokini su signalne molekule koje usmjeravaju upalni
odgovor. Zbog tih promjena pojacava se vaskularna upala i oste¢enje zilne stijenke [18, 30]. U
odrZavanju bolesti sudjeluju 1 mehanizmi urodene imunosti [50]. Tijekom oSte¢enja tkiva iz
stanica se oslobadaju molekule koje djeluju kao signali opasnosti. Medu njima se istice
HMGBI, protein koji moze pojacati upalni odgovor vezanjem na receptore imunoloskih i
endotelnih stanica. Takav mehanizam omogucuje nastavak upale 1 nakon prestanka pocetnog
podrazaja [45]. Vazan dio etiopatogeneze ¢ini i oksidacijski stres. Oksidacijski stres oznac¢ava
neravnotezu izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva i sposobnosti organizma da ih
ukloni. Tijekom upale nastaje veca koli¢ina reaktivnih spojeva Koji mogu ostetiti endotelne
stanice i pojacati propusnost krvnih zila. U normalnim uvjetima djeluju antioksidacijski zastitni
sustavi, medu kojima sredi$nje mjesto ima glutation. Glutation je mali unutarstani¢ni spoj koji
pomaze u neutralizaciji Stetnih metabolita [6]. Glutation-S-transferaze sudjeluju.u detoksikaciji
reaktivnih metabolita i produkata lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija oznacava
oSte¢enje masnih sastavnica stani¢nih membrana djelovanjem reaktivnih spojeva. lako GST
enzimi ne uklanjaju izravno reaktivne kisikove spojeve, njihova aktivnost smanjuje sekundarno
ostecenje stanica. Genetske razlike u GST sustavu mogu utjecati na sposobnost-organizma da
ograni¢i upalno 1 oksidacijsko opterec¢enje tijekom bolesti [7, 17]. Etiopatogeneza IgA
vaskulitisa-Cesto se prikazuje konceptom visestrukog udara. Taj koncept znaci da za nastanak
bolesti nije dovoljan samo jedan poremecaj. Potrebno je preklapanje viSe procesa: stvaranje
promijenjenog IgAL, nastanak protutijela protiv takve molekule, stvaranje imunokompleksa,
njihovo talozenje u krvnim zilama i bubrezima, aktivacija komplementa te odrzavanje upale
putem endotelne disfunkcije 1 oksidativnog stresa. [zostanak pojedinog koraka mozZe sprijeciti
razvoj pune klinicke slike bolesti{2, 30]. Sli¢ni mehanizmi opisani su i u IgA nefropatiji, bolesti
bubrega obiljezenoj talozenjem IgA u glomerulima. Zbog zajednickih patogenetskih obiljezja
IgA vaskulitis se sve CeS¢e promatra unutar Sireg spektra IgA-posredovanih poremecaja.
Razlike medu bolesnicima nastaju zbog medudjelovanja imunoloskih, genetskih i1 okoli$nih

¢imbenika, $to objasnjava neujednacen klinicki tijek bolesti [51-55].

Dijagram slike 2 prikazuje slijed patogenetskih koraka koji vode od mukoznog podraZaja do
klini¢ke ekspresije bolesti: (1) mukozni poticaj, (2) nastanak galaktozno-deficitarnog IgAl
(Gd-I1gAl), (3) stvaranje protutijela na Gd-IgA1l, (4) nastanak cirkuliraju¢ih imunokompleksa,

(5) taloZenje u stijenkama malih krvnih Zila i/ili glomerulima, (6) aktivacija komplementa, (7)



endotelna aktivacija i vaskularna upala te (8) razvoj klini¢kih manifestacija (koza, zglobovi,
GIT/ gastrointestinalni trakt, bubrezi). Shema sazima “multi-hit” okvir i povezuje molekularne

dogadaje s fenotipom.

@ Mukozni @ Gd-1gAT e Antl Gd-IgA1 @) Imunokompleksi @ Talozenje u zilama /
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Slika 2. “ViSestruki udar”-konceptualni dijagram patogeneze (multi-hit), Izvor: izrada

autorice

1.5. Antioksidacijski obrambeni sustavi u ¢ovjeka

Zivot u oksidirajuéem okruZenju zahtijeva stalnu prilagodbu: Svaka stanica proizvodi reaktivne
metabolite tijekom normalnog metabolizma, a intenzitet njihova nastanka raste u stanjima
pojacane imunoloske aktivnosti. Da bi se‘o¢uvala stabilnost stani¢nih struktura, organizam
raspolaze sloZzenim 0brambenim sustavima koji ograni€avaju Stetno djelovanje takvih spojeva.
Antioksidacijska obrana ne djeluje kao izolirani mehanizam, nego kao mreza medusobno
povezanih procesa koji zajedno odrzavaju redoks-ravnotezu unutar stanica i tkiva [6, 46].
Antioksidacijski sustavi mogu se podijeliti na enzimske i neenzimske, iako se u stvarnim
bioloskim uvjetima njihove funkcije ispreplicu. Enzimski sustavi ¢ine skupine proteina koji
ubrzavaju pretvorbu reaktivnih kisikovih spojeva u manje stetne molekule. Navedeni enzimi
djeluju brzo i u¢inkovito, sprjecavajuéi nakupljanje reaktivnih metabolita u stani¢cnom prostoru.
Njihova aktivnost ovisi o pravilnoj strukturi enzima i dostupnosti supstrata, Sto ih cini
osjetljivima na promjene u stanicnom okruzenju [7]. Neenzimski antioksidacijski sustavi
djeluju druk¢ijim putem. Rije¢ je o malim molekulama koje mogu izravno neutralizirati

slobodne radikale ili sudjelovati u regeneraciji drugih antioksidacijskih tvari. Medu njima se



istice glutation, tripeptid prisutan u visokoj koncentraciji u veéini stanica. Glutation djeluje kao
univerzalni stani¢ni pufer, jer se lako oksidira i reducira, ¢ime prihvacéa i otpusta elektrone
prema potrebi. Takva svojstva omoguéuju mu sudjelovanje u Sirokom rasponu zastitnih reakcija
[6]. Enzimski i neenzimski sustavi ne djeluju odvojeno. Njihova uc¢inkovitest proizlazi iz
medusobne suradnje, pri cemu neenzimski antioksidansi ¢esto sluze kao supstrati ili kofaktori
za enzimske reakcije. Glutation, primjerice, sudjeluje u reakcijama koje kataliziraju glutation-
S-transferaze, enzimi ukljuceni u detoksikaciju reaktivnih metabolita i produkata lipidne
peroksidacije. Takva povezanost omogucuje fleksibilan odgovor na promjenjivo oksidativno
optereCenje [8]. Unato¢ slozenosti i prilagodljivosti, antioksidacijska obrana ima svoja
ograni¢enja. U stanjima produljene ili izrazite upale koli¢ina reaktivnih kisikovih spojeva moze
premasiti kapacitet dostupnih zastitnih mehanizama. Kada se to dogodi, dolazi do oksidacijskog
oSte¢enja stani¢nih komponenti, §to se odcituje promjenama u membranskim lipidima,
proteinskim strukturama i genetskom materijalu. Takva oste¢enja ne nastaju naglo, nego se
akumuliraju tijekom vremena, ¢ime se produljuje razdoblje oporavka stanica i tkiva [7]. Granice
antioksidacijske obrane postaju osobito vidljive u tkivima izloZzenima stalnom metabolickom i
imunoloskom opterec¢enju. Endotelne stanice krvnih zila, koje neprestano reagiraju na
mehanicke i biokemijske podrazaje, 0sjetljive su na promjene u redoks-ravnotezi. Kada zastitni
sustavi ne uspijevaju_neutralizirati nastale reaktivne metabolite, dolazi -do produljene
disfunkcije stanica i sporijeg povratka u stanje stabilnosti. Takva situacija pogoduje odrzavanju
upalnih procesa [18]. U dje¢joj dobi antioksidacijska obrana djeluje unutar organizma koji je u
stalnom. razvoju. Metabolicki zahtjevi rastu¢ih® tkiva visoki su, a sustavi zaduZeni za
neutralizaciju.oksidacijskog opterec¢enja prolaze kroz faze sazrijevanja. Takve okolnosti ne
zna¢e manju otpornost, nego druk¢iju raspodijelu resursa i prilagodbu promjenjivim potrebama
organizma. U uvjetima sustavne upale, ravnoteza izmedu-<Stvaranja i uklanjanja reaktivnih
metabolita moze se lakSe poremetiti, ¢ime se produljuje trajanje oksidacijskog stresa [56].
Povezanost antioksidacijske obrane s genetskom varijabilno$¢u objasnjava individualne razlike
u osjetljivosti na oksidacijskog opterec¢enje. Geni koji kodiraju enzime ukljucene u redoks-
regulaciju pokazuju varijacije koje mogu utjecati na koli¢inu, strukturu ili aktivnost tih proteina.
Takve razlike ne dovode nuzno do bolesti u mirnim uvjetima, ali u situacijama pojac¢anog
metabolickog 1 imunoloSkog stresa mogu postati vidljive kroz produljeno trajanje upale ili
sporiji oporavak tkiva [16]. Glutation-S-transferaze predstavljaju dobar primjer povezanosti
genetske varijabilnosti i ucinkovitosti antioksidacijske obrane. Razlike u genskoj strukturi

mogu dovesti do potpune odsutnosti enzima ili do promijenjene enzimske aktivnosti [8].
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Tablica 2 sazima glavne komponente antioksidacijske obrane organizma i razdvaja ih na

enzimske 1 neenzimske sustave. Za svaki sustav navodi se reprezentativan primjer, najéesce

mjesto djelovanja (npr. citosol, mitohondrij, peroksisomi, plazma, membrane) te vrsta

reaktivnih kisikovih spojeva ili sekundarnih produkata oksidacijskog oSte¢enja koje neutralizira

ili ¢ije u¢inke ogranicava.

Tablica 2. Antioksidacijski sustavi (enzimski i neenzimski)

Sustav Primjer Gdje djeluje Sto neutralizira / ograni¢ava
Superoksid- .
dismutaza mi(t::)tf?(s)(rjlldgﬁo(lsa C:)%Z) superoksid (O2*") — pretvorba u H20-
(SOD1/SOD2) J
Katalaza peroksisomi vodikov peroksid (H202) — H20 + O:
Glutation-
peroksidaza citosol i mitohondrij H20: i lipidni hidroperoksidi (LOOH)
(GPx)
Peroksiredoksini CI?OSOI/mItOhond”J/ H20: i organski peroksidi; fina “koentrola”
jezgra (ovisno o .
(Prx) izoformi) peroksida
v, Tioredoksin / redukcija oksidiranih proteina (disulfidne
% tioredoksin- < citosol i mitohondrij J prot
= dukt veze), posredno smanjuje ROS-efekte
= reduktaza _ _ T
W Glutation- citosol i mitohondrii regenerira GSH iz GSSG/ oksidirani
reduktaza (GR) J glutation (odrzava redoks-ravnotezu)

GST (glutation-
S-transferaze)

jetra, krvne stanice,
endotel i druga
tkiva

konjugira GSH na elektrofili¢ne spojeve i
sekundarne produkte lipidne peroksidacije

NQO1
(NAD(P)H:kinon
oksidoreduktaza

sprjecava redoks-cikliranje kinona i

citosol nastanak ROS iz kinonskih spojeva

Neenzimski

1)
G6PD / pentoza- citosol (osobito osigurava NADPH za GR/TrxR; posredno
fosfatni put eritrociti) ¢uva GSH i tioredoksin u reduciranom
(NADPH) stanju
visoka

Glutation (GSH)

“pufer” redoks-stanja; hvata reaktivne
metabolite, sudjeluje u GPx/GST
reakcijama

koncentracija u
citosolu; prisutan i u
mitohondriju

Vitamin C vodena faza plazme  neutralizira radikale u vodenom okruzenju;
(askorbat) i citosola obnavlja vitamin E
Vitamin E membrane i prekida lanc¢anu lipidnu peroksidaciju
(tokoferoli) lipoproteini (radikali u lipidnoj fazi)
Urat (mokra¢na hvata oksidanse u cirkulaciji (u fizioloSkim
A~ plazma .
kiselina) koncentracijama)
Bi IIrubI_n / plazma antioksidacijska zastita u cirkulaciji,
albumin

vezanje reaktivnih spojeva
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Proteini vezanja

(tr?ne;gﬁn plazma i stanice ograni¢ava Fentonovu kerpiju (Fe/Cu) i
ferritin, ’ nastanak *OH radikala
ceruloplazmin)
Koenzim Q10, membrane, hvatanje radikala u lipidnoj fazi; potpora
karotenoidi mitohondrij membranskoj stabilnosti

Izvor: Izrada autorice prema [6-8].

1.6. Glutation kao srediSnja molekula stani¢ne zastite

U unutrasnjosti svake stanice odvija se tihi, ali neprekidni proces odrzavanja ravnoteze izmedu
kemijskih reakcija koje omogucuju zivot i onih koje ga mogu ugroziti. U sredistu tog procesa
nalazi se glutation, mala molekula sastavljena od tri aminokiseline koja se pojavljuje u gotovo
svim stanicama ljudskog organizma. Njegova rasprostranjenost nije slucajna. Glutation
sudjeluje u zastiti stani¢nih struktura od oStecenja nastalih tijekom normalnog metabolizmai u
uvjetima pojacanog bioloskog opterecenja, Cime Se potvrduje njegova temeljna povezanost sa
stani¢énom stabilnos¢u [6]. Bioloska vrijednost glutationa proizlazi iz njegove kemijske grade.
Molekula posjeduje tiolnu skupinu koja lako reagira s reaktivnim spojevima, pri ¢emu se
oksidira bez trajnog gubitka funkcije. Takva sposobnost omoeguc¢uje glutationu prihvacanje i
neutralizaciju reaktivnih metabolita nastalih tijekom 'stani¢nih procesa. Nakon oksidacije
glutation se moze regenerirati u svoj aktivni oblik, ¢ime Se osigurava kontinuirana zastita
stanice. Taj kruzni proces daje glutationu osobit polozaj medu molekulama uklju¢enima u
stani¢nu obranu [6]. Pojam redoks-homeostaze odnosi se na ravnotezu izmedu oksidacijskih i
redukeijskih reakcija u stanici. Glutation djeluje kao jedan od glavnih regulatora tog stanja, jer
izravno sudjeluje u prijenosu elektrona. Omjer reducirane i oksidirane forme glutationa
odrazava unutarnje stanje stanice i njezinu sposobnost da se nosi s metaboli¢ckim opterec¢enjem.
Kada se taj omjer pomakne. prema oksidiranom obliku, stanica ulazi u stanje povecane
osjetljivosti na ostecenja, §to moze utjecati na njezinu funkciju i prezivljenje [7]. Glutation ne
djeluje izolirano, nego u bliskoj povezanosti s enzimskim sustavima koji koriste njegov
redukcijski potencijal. Takva suradnja omogucuje preciznu regulaciju redoks-stanja u razli¢itim
dijelovima stanice. U mitohondrijima, gdje se proizvodi najveéi dio reaktivnih metabolita,
glutation pomaze U ogranicavanju ostecenja nastalih tijekom stvaranja energije. U citoplazmi
sudjeluje u detoksikaciji Stetnih spojeva, dok u jezgri pomaze u o¢uvanju stabilnosti genetskog

materijala [7]. Povezanost glutationa i upale ocituje se kroz njegov utjecaj na stanic¢ne signalne
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putove. Promjene u redoks-stanju mogu utjecati na aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika Koji
reguliraju ekspresiju upalnih medijatora. U uvjetima smanjene dostupnosti reduciranog
glutationa dolazi do pojacane aktivacije upalnih signala, §to moze produljiti trajanje
imunoloskog odgovora. Navedeni mehanizam objas$njava zas$to poremecaji-u glutationom
sustavu prate brojna upalna stanja [18]. U imunoloskim stanicama glutation ima veéu vaznost.
Aktivacija limfocita i fagocita zahtijeva intenzivne metabolicke promjene, koje su pracene
stvaranjem reaktivnih kisikovih spojeva. Glutation sudjeluje u o¢uvanju funkcionalnosti tih
stanica, omogucuju¢i im da odgovore na imunoloske podrazaje bez prelaska u stanje
nekontroliranog ostec¢enja. Njegova dostupnost utje¢e naproliferaciju limfocita, proizvodnju
citokina i sposobnost fagocita da reguliraju vlastiti oksidacijski odgovor [57]. Imunoloske
stanice pokazuju osjetljivost na promjene u glutationnom sustavu zbog svoje uloge u obrani
organizma. U uvjetima produljene upale, potro$nja glutationa raste, a sposobnost njegove
regeneracije moze biti smanjena. Takva neravnoteza ne dovodi samo do osteéenja samih
imunoloskih stanica, nego moze promijeniti nacin na koji one komuniciraju s okolnim tkivima.
Posljedica je produzena ili poja¢ana upalna reakcija, koja se tesko vraca u stanje ravnoteze [7].
Promatranje glutationa kao sredisnje molekule stani¢ne zaStite omoguéuje povezivanje
metabolic¢kih, imunoloskih i upalnih procesa u jedinstvenu cjelinu. Njegova prisutnost u
razli¢itim stani¢nim..odjeljcima i sudjelovanje u brojnim zaStitnim reakecijama c¢ine ga
osjetljivim pokazateljem stanja stanice. Takva sredi$nja pozicija objasnjava zasto poremecaji U
glutationom sustavu mogu imati Siroke posljedice koje nadilaze pojedini organ ili sustav [6].

Slika 3. daje prikaz glutationskog sustava-tijekom oksidativnog stresa i upale. Upalni proces
potice nastanak reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), medu kojima su superoksidni anion (O2") i
vodikov peroksid (H20:). Reducirani glutation (GSH), tripeptid graden od glutamata, cisteina i
glicina (y-Glu-Cys-Gly), sudjeluje u neutralizaciji reaktivnih spojeva i pritom prelazi u
oksidirani oblik glutationa (GSSG). Oksidirani glutation nastaje povezivanjem dviju molekula
GSH disulfidnom vezom. Enzim glutation-reduktaza ponovno pretvara GSSG u GSH i tako
obnavlja antioksidacijski kapacitet stanice. Glutation-S-transferaze (GST) sudjeluju u
detoksikaciji sekundarnih produkata lipidne peroksidacije nastalih tijekom oksidativnog
ostecenja. Shema prikazuje medusobnu povezanost upale, nastanka ROS, oksidacije glutationa

1 enzimskih mehanizama koji odrzavaju redoks-ravnotezu.
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Slika 3. Glutation i GST “na jednoj stranici” (redoks krug). GSH - reducirani glutation,
GSSG - oksidirani glutation, GST - glutation-S-transferaze, H-O: - vodikov peroksid, O™ -

superoksidni anion, ROS - reaktivne kisikove vrste. Izvor: izrada autorice

1.7. Glutation-S-transferaze - funkcionalni okvir

Stani¢na zaStita-ne ovisi samo 0. prisutnosti glutationa, nego-i 0 enzimima koji omogucuju
njegovo ucinkovito koristenje. Medu njima se isti¢u glutation-S-transferaze, skupina enzima
koji sudjeluju.u procesima detoksikacije i regulacije staniénog odgovora na Stetne podrazaje.
Njihova funkcija nadilazi jednostavno vezanje glutationa na toksi¢ne spojeve i ukljucuje
sudjelovanje u sirem spektru stani¢nih procesa [8]. U fazi Il biotransformacije glutation-S-
transferaze omogucuju konjugaciju glutationa s elektrofilicnim spojevima nastalim tijekom
metabolizma ili unesene iz okolisa. Takva reakeija cini spojeve topljivima u vodi, ¢ime se
olaksava njihovo izlucivanje iz stanice. Proces ne sluzi samo uklanjanju stranih tvari, nego i
neutralizaciji endogenih metabolita koji mogu nastati tijekom oksidacijskog stresa. Time GST
enzimi doprinose oc¢uvanju stani¢ne stabilnosti u uvjetima pojacanog metaboli¢kog opterecenja
[7]. Razlika izmedu glutation-S-transferaza i primarnih antioksidacijskih enzima lezi u nacinu
djelovanja. Dok enzimi poput superoksid-dismutaze ili katalaze izravno uklanjaju reaktivne
kisikove spojeve, GST enzimi djeluju na sekundarne produkte oksidacijskog ostecenja. Njihova
aktivnost usmjerena je na spojeve nastale peroksidacijom lipida i oksidacijom drugih
biomolekula. Navedeni polozaj u obrambenom sustavu omogucuje im da ogranice Sirenje

oSte¢enja unutar stanice [8]. Lipidni peroksidi predstavljaju skupinu spojeva nastalih
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oksidacijom membranskih lipida. Njihovo nakupljanje moze ozbiljno narusiti integritet
stanicnih membrana i promijeniti funkciju membranskih proteina. Glutation-S-transferaze
sudjeluju u detoksikaciji tih spojeva vezanjem glutationa, ¢ime se sprjecava daljnja propagacija
oSte¢enja. Navedeni mehanizam ima osobitu vaznost U Stanicama izloZenima stalnom
oksidacijskom opterecenju, poput endotelnih i imunoloskih stanica [7]. Funkcija GST enzima
ne zavr$ava na detoksikaciji. Istrazivanja ukazuju na njihovo sudjelovanje u regulaciji signalnih
putova povezanih s upalom i stanicnim stresom. Interakcija GST enzima S proteinima
uklju¢enima u signalizaciju moze utjecati na aktivaciju ili inhibiciju odredenih upalnih kaskada.
Na taj nac¢in GST enzimi sudjeluju u modulaciji odgovora stanice na stresne podrazaje, bez
izravnog uklanjanja reaktivnih spojeva [7]. U imunoloskim stanicama takva regulacijska
funkcija dobiva povecu vaznost. Aktivacija signalnih putova koji kontroliraju proizvodnju
citokina i proliferaciju stanica ovisi o redoks-stanju unutar stanice. Glutation-S-transferaze
sudjeluju u odrzavanju tog stanja, ¢ime neizravno utjecu na intenzitet i trajanje imunoloskog
odgovora. Promjene u aktivnosti tih enzima mogu dovesti do produljene aktivacije upalnih
putova ili do smanjene sposobnosti stanice da se prilagodi stresnim uvjetima [6]. Genetske
razlike u genima koji kodiraju GST enzime mogu rezultirati potpunim izestankom enzimske
aktivnosti ili promijenjenom funkcijom proteina. Takve razlike postaju osobito vazne u
uvjetima pojacanog-oksidacijskog i upalnog opterecenja, kada se kapacitet detoksikacijskih
sustava priblizava svojim granicama. U tom kontekstu GST enzimi predstavljaju vezu izmedu

genetske podloge i‘individualne osjetljivosti stanica na ostecenja [8].

1.8. Razredi GST enzima i njihova bioloska vaznost

Glutation-S-transferaze ne ¢ine jedinstvenu cjelinu, nego obitelj enzima koji se razlikuju prema
strukturi, mjestu djelovanja i vrsti supstrata koje prepoznaju. Ta raznolikost omogucéuje
prilagodbu stani¢ne zaStite razliCitim metabolickim zahtjevima i vrstama oksidacijskog
optereéenja. Razredi GST enzima oznaceni su prema sekvencijskoj i strukturnoj srodnosti, a
medu njima se u ljudskom organizmu najcesée isticu GSTA, GSTM, GSTP i GSTT [8].

Razred GSTA obuhvaca enzime koji se pretezno izrazavaju u jetri, ali su prisutni i u drugim
tkivima uklju¢enima u metabolizam i detoksikaciju. Njihova struktura omogucuje uéinkovito
vezanje glutationa na Sirok raspon endogenih i egzogenih spojeva. GSTA enzimi sudjeluju u

neutralizaciji produkata oksidacijskog ostecenja lipida i proteina, ¢ime pridonose ocuvanju
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stabilnosti stani¢nih membrana. Zbog takvih obiljezja, razred GSTA ¢&esto Se povezuje s opom
stani¢énom otpornoséu na kemijski i oksidacijski stres [6].

Razred GSTM Kkarakterizira izrazena varijabilnost medu pojedincima. GSTM enzimi prisutni
su u razlic¢itim tkivima, ukljucujucéi krvne stanice i endotel, gdje sudjeluju u obradi reaktivnih
metabolita nastalih tijekom upale. Njihova bioloska vaznost proizlazi iz sposobnosti prilagodbe
promjenjivim uvjetima unutar stanice. U situacijama pojac¢anog oksidacijskag opterecenja
GSTM enzimi pomazu U ograni¢avanju sekundarnog ostecenja, §to 1h €ini relevantnima u
bolestima obiljeZenima produljenom upalom [7].

GSTP enzimi pokazuju druk&iji obrazac izrazavanja. Cesto su prisutni u tkivima izlozenima
okoli$nim podrazajima i u stanicama uklju¢enima u imunoloski odgovor. Osim detoksikacijske
funkcije, GSTP enzimi sudjeluju u regulaciji signalnih putova povezanih sa stani¢nim stresom.
Njihova interakcija s proteinima uklju¢enima u signalizaciju omogucuje modulaciju upalnog
odgovora, sto ih izdvaja od drugih razreda GST enzima [8].

Razred GSTT obuhvaca enzime koji'sudjeluju u obradi manjih molekula i spojeva s izrazenim
elektrofilicnim svojstvima. Njihova tkivna distribucija ukljucuje jetru, bubrege i krvne stanice,
Sto ih povezuje s procesima filtracije i sistemske detoksikacije. lako kvantitativno manje
zastupljeni u odnosu na neke druge razrede, GSTT enzimi imaju vaznu zada¢u u obrani od
specifi¢nih metabolickih izazova [6].

Tkivna distribucija GST enzima odrazava metaboli¢ke potrebe pojedinih organa. Jetra pokazuje
visoku raznolikost GST razreda zbog svoje sredisnje uloge u biotransformaciji. Bubrezi i krvne
stanice.izrazavaju GST izoenzime povezane s filtracijom i transportom metabolita. U
imunoloskim stanicama prisutnost odredenih razreda GST povezana je s regulacijom upalnog
odgovora i prilagodbom oksidacijskom opterecenju [7]. Funkcionalne razlike medu razredima
GST enzima proizlaze iz njihove strukture i specifi¢nosti prema supstratima. Neki izoenzimi
pokazuju visoku aktivnost prema lipidnim peroksidima, dok su drugi usmjereni prema
metabolitima lijekova ili okolisnih toksina. Takva specijalizacija omogucuje stanicama da
odgovore na razlicite vrste kemijskog stresa bez oslanjanja na jedinstveni mehanizam obrane
[8]. Klini¢ka relevantnost pojedinih izoenzima proizlazi iz njihove povezanosti s osjetljivosé¢u
na oksidacijsko i upalno opterecenje. Razlike u aktivnosti GSTA, GSTM, GSTP i GSTT mogu

utjecati na to kako stanice reagiraju u uvjetima produljene upale.

1.9. Genetska varijabilnost GST enzima
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Razlike u aktivnosti glutation-S-transferaza medu pojedincima ne ovise samo o okoliSu, nego i
0 genskoj raznolikosti. Geni koji kodiraju GST enzime sadrze varijante koje mogu utjecati na
prisutnost enzima, njegovu koli¢inu ili funkcionalnost. Zbog toga se medu pojedincima
razlikuje sposobnost neutralizacije reaktivnih metabolita i podnoSenja oksidacijskog i upalnog
opterecenja [8]. Polimorfizmi su trajne varijacije u slijedu DNA koje se pojavljuju u populaciji.
U GST sustavu dio polimorfizama dovodi do potpunog izostanka enzima, dok dio mijenja
njegovu aktivnost ili razinu ekspresije. U svakodnevnim uvjetima takve razlike ne moraju biti
vidljive. Tijekom jaceg metabolickog ili imunoloskog opterecenja njihov ucinak postaje
izrazeniji [7].

Najpoznatiji primjeri potpunog gubitka enzima odnose se na'GSTM1.i GSTT1. Kod tih gena
delecija moze dovesti do null genotipa, odnosno do potpunog izostanka funkcionalnog
proteinskog produkta. Posljedica je manji kapacitet detoksikacije za dio supstrata i veca
osjetljivost stanice na oksidacijsko oStecenje tijekom produljene upale [14]. Drugu skupinu ¢ine
SNP varijante, odnosno polimorfizmi jednog nukleotida. Takve promjene ne uklanjaju enzim,
nego mijenjaju njegovu funkciju. U genu GSTP1 ¢est je polimorfizam lle105Val, koji dovodi
do zamjene aminokiseline u katalitickom podrucju proteina. Takva promjena moZe utjecati na
afinitet enzima prema supstratu i njegovu kataliti¢ku ucinkovitest, pa se funkcionalne razlike
medu pojedincima mogu izraziti tek u uvjetima pojacanog oksidacijskog opterecenja [15].
Varijante u genu GSTA1 najcesS¢e djeluju preko promjene ekspresije. Promotorska regija
regulira koli¢inu nastalog enzima, pa promjene u.tom dijelu gena mogu dovesti do nize razine
ekspresije. U takvim okolnostima stanica ima funkcionalan enzim, ali ga ima manje, $to
smanjuje zastitni kapacitet tijekom upale ili poja¢anog metabolizma [16].

Genetska varijabilnost GST enzima zato se moze promatrati kroz dvije glavne skupine. Prvu
¢ine delecije koje uklanjaju enzim, a drugu varijante koje mijenjaju njegovu aktivnost ili
koli¢inu. Takva podjela olakSava tumacenje bioloskog ucinka pojedinog genotipa. Delecije
GSTM1 i GSTT1 nose jasniji funkcionalni u¢inak jer enzim izostaje. Nasuprot tomu,
polimorfizam GSTP1 i promatorske varijante GSTA1 ¢esce djeluju kroz blaze, ali klini¢ki vazne
promjene u katalizi ili ekspresiji [6=7]. U bioloskom sustavu pojedini GST izoenzimi ne djeluju
izolirano. Razli¢iti razredi imaju razli¢itu tkivnu raspodjelu i razli¢ite supstrate, pa se ucinak
pojedine varijante moze razlikovati ovisno o vrsti optere¢enja. Zbog toga se sve ceSc¢e ne
promatra samo jedan polimorfizam, nego kombinacija viSe varijanti. Kombinacije poput
GSTM1 null i GSTT1 null, uz promjene u GSTP1 ili GSTAL, mogu dodatno smanjiti kapacitet
stani¢ne obrane u uvjetima jace upale 1 oksidacijskog stresa [7—8]. U istrazivanjima upalnih

bolesti genetski podatak ima vecu vrijednost kada se poveze s funkcionalnim pokazateljima,
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kao $to su aktivnost GST ili biomarkeri oksidacijskog opterec¢enja. Takav pristup poveéava
biolosku uvjerljivost rezultata i olakSava povezivanje genotipa s klinickom slikom [7, 17].

Radi lakSeg pregleda razreda citosolnih GST, tipi¢nih gena i najce$¢ih polimorfizama
relevantnih u populacijskim istraZzivanjima, u Tablici 3 prikazani su osnovni oblici genetske

varijabilnosti te njihov sazeti funkcionalni ucinak.

Tablica 3. Razredi citosolnih GST i ¢esti polimorfizmi relevantni u populacijskim studijama

(primjeri)
Cesti ) .
Razred Tipi¢ni ) o Tip Funkcionalna ]
] polimorfizmi ¥y Izvori
GST geni o ucinka posljedica (sazeto)
(primjeri)
promotorne smanjena koli¢ina Ping i sur.,
varijante regulacija  enzima u tkivu, manja 2006;
Alfa  GSTAl B ) -
(razliciti ekspresije “rezerva” pri Mazari i
haplotipovi) optereenju sur., 2023
) Abdel-
izostanak GSTM1, )
] N | Rahman i
GSTM1 null prisutnost manji kapacitet
Mu GSTM1 b ) ) » : sur., 1996;
(delecija gena) enzima konjugacije za dio )
Strange |
supstrata
sur., 2001
Yy Harries i
: promijenjen
] lle105Val promjena sur., 1997;
Pi GSTP1 ] afinitet/u¢inkovitost .
(SNP) katalize _ Mazari i
prema supstratima
sur., 2023
] Abdel-
izostanak GSTT1, )
_ ) _ Rahman i
GSTT1 null prisutnost promjena kapaciteta
Teta GSTT1 . ) o ] sur., 1996;
(delecija gena) enzima detoksikacije za dio )
Strange i
supstrata
sur., 2001

Najcesci laboratorijski pristupi za analizu GST polimorfizama razlikuju se prema vrsti genske
promjene, pa su u Tablici 4 prikazane metode koje se najcesce koriste za detekciju delecija,

SNP varijanti i promjena u regulatornim regijama.
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Tablica 4. Najcesci laboratorijski pristupi za analizu GST polimorfizama u istrazivackim

uzorcima
. ) Primjer ' 5 ) ]
Cilj analize ) ) Najcesca metoda Sto metoda daje Izvori
polimorfizma
Detekcija prisutnost/izostanak Abdel-
- GSTM1 null, visestruki PCR s ) )
delecije _ gena (genotip “present” Rahman i
GSTT1 null  internom kontrolom
(null) vs. “null”) sur., 1996
PCR +
SNP u genotipizacija (npr. \ _ o
GSTP1 o i alel'i genotip, mogu¢a  Harries i
kodirajucoj restrikcijska analiza - ~
lle105Val N ) korelacija s funkcijom * sur., 1997
regiji ili drugi SNP
pristupi)
Varijante genotipizacija ) o -
GSTAl ] procjena rizika nize Ping i
regulatorne promotorskih Ny
promotor ekspresije u'populaciji-.  sur., 2006

regije

varijanti
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanje jest ispitati povezanost polimorfizama GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTAL
s pojavom IgA vaskulitisa (IgAV) u djece u Republici Hrvatskoj te s unaprijed definiranim
klinickim podfenotipovima bolesti. Populacija je mjeSovita, obuhvaéa rodbinski nepovezanu

djecu koja gravitiraju tercijarnim pedijatrijskim centrima u RH (Zagreb, Split, Osijek; Rijeka).

Specificni ciljevi:
1. Usporediti frekvencije alela i genotipova (GSTM1,/GSTT1, GSTP1, GSTAL) izmedu
bolesnika s IgAV i kontrola.
2. lspitati povezanost biokemijskih parametara za karakterizaciju fenotipa IgA vaskulitisa
s genotipovima GST gena (GSTM1,; GSTT1, GSTP1, GSTAL)
3. lIspitati povezanost navedenih polimorfizama s klinickim podfenotipovima bolesti

(koza, gastrointestinalno zahvacanje, nefritis, orhitis, relaps).

2.1. Hipoteza istraZivanja

Odredeni polimorfizmi u genima glutation-S-transferaza (GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTAL)
povezani su § povecanim rizikom za IgA vaskulitis i s odabranim klinickim podfenotipovima
bolesti u djece. Istrazivanje je usmjereno na procjenu genetske predispozicije i povezanosti s

fenotipom; ne postavljamo hipotezu o dijagnostickim biomarkerima tezine bolesti.
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3. BOLESNICI I METODE

3.1.  Velicina uzorka i snaga istrazivanja

Istrazivanje je provedeno kao multicentricna studija slucajeva i.kontrola u pet tercijarnih
pedijatrijskih centara u Republici Hrvatskoj: (1) KBC Zagreb — Klinika za pedijatriju, (2)
Klinika za dje¢je bolesti Zagreb, (3) KBC Split, (4) KBC Osijek i (5) KBC Rijeka. Ukljucivanje
centara u Osijeku i Rijeci omogucilo je bolju geografsku zastupljenost ispitanika i vec¢u snagu
uzorka. Za provedbu istrazivanja dobivena su eticka odobrenja nadleznih etickih povjerenstava
ukljucenih ustanova odobrenje Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu (Ur. br. 380-59-10106-19-111/215; Klasa 641-01/19-02/01; datum 18. 09. 2019.). U
skupinu slucajeva ukljuena su rodbinski nepovezana djeca s novodijagnosticiranim IgA
vaskulitisom prema vaze¢cim EULAR/PRINTO/PRES kriterijima, regrutirana kao uzastopni

bolesnici u navedenim centrima.

Kriteriji za ukljucivanje bolesnika bili su:

- dijagnoza IgA “vaskulitisa® prema EULAR/PRINTO/PRES kriterijima, odnosno
palpabilna purpura, najées¢e na donjim ekstremitetima, bez trombocitopenije ili drugih
koagulopatija, iz barem jo$ jedan od sljedecih kriterija:

e difuzna bolu trbuhu koja moze biti povezana s gastrointestinalnim krvarenjem,
¢ histopatoloski nalaz leukocitoklasticnog vaskulitisa s IgA depozitima u stijenci
malih krvnih Zila ili glomerulonefritisa s IgA depozitima,
e . akutni prolazni artritis ili artralgija, najéesce velikih zglobova, te
e Dbubrezna zahvacenost definirana hematurijom i/ili proteinurijom.
- Dodatni kriteriji za uklju€ivanje bili su dob manja od 18 godina te potpisan informirani

pristanak roditelja ili.skrbnika, kao i pristanak djeteta u dobi od 18 godina.

Iz istrazivanja su iskljuCeni bolesnici s drugim sistemskim vaskulitisima, primarnim

imunodeficijencijama, aktivnim malignitetom i nedostatnom medicinskom dokumentacijom.
Kontrolnu skupinu ¢inila su rodbinski nepovezana djeca iz opce pedijatrijske populacije.

Kontrole nisu regrutirane iz populacije sa sumnjom na IgA vaskulitis, nego iz skupina kao §to

su rutinski pregledi, preoperativne procjene i ambulantne kontrole.
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Kriteriji za ukljucivanje u kontrolnu skupinu bili su:
- odsutnost autoimunih bolesti i kroni¢nih bubreznih bolesti,
- odsutnost aktualne febrilne bolesti ili akutne upale te

- odsutnost povijesti IgA vaskulitisa.

Kontrole su definirane kao zdrave u trenutku uzorkovanja, bez klinickih i laboratorijskih
znakova akutne upale. Za potvrdu ukljucenja koriStena je postojeca medicinska dokumentacija.
Iz kontrolne skupine iskljuCeni su ispitanici s <imunodeficijencijama, nedavnom
hospitalizacijom zbog teske infekcije, uporabom sistemskih kortikosteroida neposredno prije
uzorkovanja te ranije dijagnosticiranim IgA vaskulitisom.

Za slucajeve 1 kontrole prikupljan je standardizirani skup klinickih, biokemijskih iimunoloskih
parametara, u istom formatu kada je to bilo klini¢ki primjenjivo. Takav pristup omogucio je
usporedivost podataka izmedu skupina. U kona¢nu analizu ukljucena su 124 bolesnika i 94
kontrole. Svi ispitanici u kontrolnoj skupini bili su starosti 16 ili vise godina, §to je bilo vazno

zbog usporedbe sa starijim adolescentima ukljucenima u analize.

3.2. Uzorci, pohranai laboratorijske metode

Za fenotipsku karakterizaciju IgAV prikupljeni ‘su. standardizirani klinicki i laboratorijski
podaci. U slucajevima i kontrolama zabiljezeni su demografski podaci (dob, spol; prema
dostupnosti) 'te klinicke manifestacije- (koza, zglobovi, gastrointestinalne manifestacije,

bubrezno zahvacanje/nefritis, urogenitalne komplikacije poput orhitisa, te recidiv).

Definiran je skup laboratorijskih varijabli koje su, gdje je klinicki primjenjivo, prikupljene
jednako i u kontrolnoj skupini.. U svim ispitanicima kontrolne skupine ucinjena je kompletna
krvna slika (KKS), koja je obuhvacala broj eritrocita, koncentraciju hemoglobina, hematokrit,
eritrocitne indekse, broj leukocita s diferencijalnom krvnom slikom te broj trombocita i
trombocitne indekse. Sve izmjerene vrijednosti bile su unutar referentnih granica za dob i spol,
bez nalaza koji bi upucivali na akutnu upalu, hematoloski poremecaj ili drugo stanje koje bi
moglo utjecati na prikladnost ukljucivanja u kontrolnu skupinu.

Laboratorijske pretrage obuhvacale su upalne i koagulacijske pokazatelje (sedimentacija

eritrocita (SE/ESR), C-reaktivni protein (CRP), fibrinogen, D-dimer, protrombinsko vrijeme

22



(PT), aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme (aPTT), feritin, kompletna krvna slika,
urea, kreatinin, ukupni proteini, albumin, imunoglobulin A (IgA), imunoglobulin G (1gG),
imunoglobulin M (IgM), komponenta komplementa 3 (C3), komponenta komplementa 4 (C4)
te, prema potrebi, ukupna hemoliticka aktivnost klasicnog puta komplementa (CH50)) te
dodatne testove prema klinickoj indikaciji (npr. fekalni kalprotektin).

U procjeni bubreznog zahvacéanja praceni su parametri urinarnog nalaza i-proteinurije (eritrociti
u urinu/hematurija; UACR i/ili 24-satna proteinurija, gdje je destupno) te procijenjena je

glomerularna filtracija (eGFR).

Periferna krv izuzeta je standardnim postupkom u epruvete od3 mL s antikoagulansom EDTA.
Uzorci su oznaceni jedinstvenom S$ifrom ispitanika i evidentirano je vrijeme uzorkovanja.
Uzorci su do obrade transportirani i ¢uvani prema uobicajenim laboratorijskim. postupcima
ustanove, uz mjere koje smanjuju rizik predanalitickih pogresaka. Rutinske laboratorijske
analize napravljene su u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-aZagreb prema
standardnim laboratorijskim postupcima:

3.3. Izdvajanje i pohrana genomske DNA

Genomska DNA izdvojena je iz pune periferne krvi prikupljene u EDTA epruvete koristenjem
kompleta QlIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden; Njemacka), prema uputama proizvodaca.
Uzorci su prije 1zdvajanja identificirani jedinstvenom Sifrom ispitanika te je vodena evidencija
o datumu uzorkovanja, datumu izolacije I seriji reagensa. lzdavanje je provedeno u serijama u
kontroliranim laboratorijskim uvjetima, uz strogo odvajanje prostora za pripremu uzoraka i

prostora za amplifikaciju, radi smanjenja rizika kontaminacije.

Metoda je temeljena na spin-kolonama ukljuéila je lizu stanica i vezanje DNA na silikatnu
membranu, zatim visekratna ispiranjaza uklanjanje proteina, soli i potencijalnih inhibitora PCR
reakcije, te eluiranje DNA u AE puferu. U svakoj seriji izdvajanja ukljucena je negativna
kontrola izdvajanja (prazna epruveta/reagens bez wuzorka) radi pracenja eventualne

kontaminacije tijekom postupka.

Koncentracija izdvojene DNA odredena je fluorometrijski uredajem Qubit 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) uz primjenu reagensa Qubit dsSDNA BR
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Assay, prema protokolu proizvodaca. Fluorometrijska metoda koriStena je zbog vece
selektivnosti za dvolancanu DNA 1 manjeg utjecaja kontaminanata u usporedbi sa

spektrofotometrijom.

Cistoca DNA procjenjena je spektrofotometrijski na uredaju NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, Waltham, MA, SAD) omjerom apsorbancije A260/280, pri ¢emu se prihvatljivim
smatra raspon 1,8-2,0. Po potrebi je procjenjen i omjer A260/230 radi uvida u moguce ostatke
soli ili organskih spojeva; uzorci izvan prihvatljivih granica ponovno su procisceni ili je
ponavljen proces izdvajanja.

Nakon kvantifikacije, DNA je po potrebi homogenizirana i alikvotirana u vise manjih volumena
kako bi se smanjio broj ciklusa smrzavanja i odmrzavanja.

Za genotipizaciju je pripremljena radna otopina DNA razrijedena na unaprijed definiranu
koncentraciju, ovisno o zahtjevima pojedine metode (PCR, PCR-RFLP), dok su mati¢ni
alikvoti ¢uvani odvojeno. lzdvojena DNA pohranjena je u AE puferu na —20°C do daljnje
analize. Tijekom pohrane i rukovanja uzorcima primijenjeni su standardni  postupci
biosigurnosti, a svi podaci 0 uzorcima (Sifra, lokacija pohrane, broj alikvota, rezultati

kvantifikacije i ¢isto¢e) zabiljezeni su u laboratorijskoj evidenciji i elektroni¢koj bazi podataka.

3.4. Odredivanje polimorfizama gena GST

Genotipizacija je obuhvatila najcesc¢e. polimorfizme gena glutation-S-transferaza (GST):
delecijske polimorfizme gena GSTM1 i.GSTT1 te polimorfizme jednog nukleotida (SNP) u
genima GSTA1 i GSTPL1. Svi polimorfizmi odredeni su iz izdvojene genomske DNA. Uzorci su
analizirani pod Siframa, bez uvida u pripadnost skupini (IgAV/kontrola), a svi koraci (priprema
reakcija, amplifikacija, elektroforeza, ocitanje) provodeni su prema unaprijed definiranim
laboratorijskim postupcima. Napravljena je i kontrola kvalitete genotipizacije. U svakoj seriji
ukljucéena je negativna kontrola (NTC; reakcija bez DNA). Kod PCR-RFLP analiza uklju¢eni
su kontrolni uzorci poznatog genotipa kada su dostupni. Uzorci s nejasnim nalazom (slab
signal, nespecificne trake) ponovljeni su; trajno neodredivi uzorci oznaceni su kao nedostajuci

podatak.
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3.4.1. Odredivanje delecijskog polimorfizma gena GSTM 1

Delecijski polimorfizam gena GSTM1 odreden je metodom visestruke lancane reakcije
polimerazom (multiplex PCR) prema [14]. PCR reakcija provedena je u ukupnom volumenu
od 50uL i sadrzavala je odgovarajuci pufer, MgClz, ANTP, pocetnice, Taq DNA polimerazu i

100 ng genomske DNA, ovisno o koncentraciji uzorka.

Koristene su sljedeée pocetnice:
e GSTMI forward: 5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’
e GSTMI reverse: 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’

Kao unutarnja kontrola uspjeSnosti PCR reakcije’koamplificiran je ekson 7 gena CYP1Al, uz
pocetnice:

e CYP1Al forward: 5'-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3’

e CYPIAI reverse: 5'-CAGCTGCATTTIGGAAGTGCTC-3’

PCR je proveden na uredaju Mastercycler PCR (Eppendorf, Hambutg, Njemacka) kroz 33
ciklusa. Inicijalna denaturacija trajala je 4 minute na 94°C. Nakon toga slijedili su ciklusi
denaturacije na 94°C tijekom 2 minute, annealinga na 59°C tijekom 1 minute i elongacije na

72°C tyjekom 1 'minute. ZavrSna elongacija trajala je 10 minuta na 72°C.

PCR produkti razdvojeni su elektroforezom na 2,5 % agaroznom gelu uz DNA Ladder, Thermo
Fisher Scientific GeneRuler 100 bp ladder pri napenu od 150 V tijekom 60 minuta. Fragmenti
su vizualizirani bojenjem s etidij bromidom. Ocekivana veli¢ina amplificiranog fragmenta
GSTM1 iznosila je 215 bp. Uz prisutnu amplifikaciju kontrolnog fragmenta CYP1A1, izostanak
GSTML1 trake interpretiran je kao GSTM1-null genotip. Metoda je razlikovala prisutan i null

genotip, bez razluCivanja heterozigotnog i homozigotnog present stanja.

3.4.2. Odredivanje delecijskog polimorfizma gena GSTT1

Genotipizacija delecijskog polimorfizma gena GSTT1 provedena je metodom visestrukog PCR-
a prema [14], uz prilagodbu temperature annealinga. PCR reakcija provedena je u ukupnom
volumenu od 50 pL i sadrzavala je iste osnovne komponente kao reakcija za GSTMI,

ukljucujuéi unutarnju kontrolu CYP1A1 radi potvrde uspjesnosti reakcije.
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KorisStene su sljedece pocetnice:
e GSTTI forward: 5'-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’
e GSTTI reverse: 5'-TCACGGGATCATGGCCAGCA-3’

PCR je zapoceo inicijalnom denaturacijom tijekom 4 minute na 94°C. Nakon toga slijedila su
33 ciklusa denaturacije na 94°C tijekom 2 minute, annealinga na 61°C tijekom 1 minute i

elongacije na 72°C tijekom 1 minute. Zavr$na elongacija trajala je/6 minuta na 72°C.

PCR produkti razdvojeni su elektroforezom na 1 % agaroznom gelu uz DNA markerar, Thermo
Fisher Scientific GeneRuler 100 bp ladder, pri naponu od 150V tijekom 60 minuta. Fragmenti
su vizualizirani bojenjem s etidijevim bromidom. lzostanak GSTT1-specifi¢nog PCR produkta
uz prisutan CYP1A1 fragment upucivao je na GSTT1-null genotip. Kao i kod GSTM1, metoda
je razlikovala present i null genotip, bez razlu¢ivanja heterozigotnog i homozigotnog present
stanja.Rezultati visestruke PCR analize gena GSTT1 i GSTMI, uz kontrolni fragment
CYPI1AL, prikazani su na Slici 4. Kontrolna traka-od 312 bp potvrduje uspjesnu amplifikaciju,
dok trake od 480 bp i 215 bp omogucuju odredivanje GSTT1-present I GSTM1-present

genotipa.

— " — <«—— GSTT1 (480 bp)

S Sy — —y — — — - — — e <«— CYP1A1 (312 bp)

- —
— —
— [r—

<«—— GSTM1 (215 bp)

Izvor: izrada autorice
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Slika 4. Elektroforetski prikaz produkata viSestruke PCR analize gena GSTT1 i GSTM1 uz
unutarnju kontrolu CYP1A1. Ocekivane veli¢ine fragmenata: GSTT1 480 bp, CYP1A1 312
bp i GSTM1 215 bp. M = DNA marker; 1-14 = analizirani uzorci; N = negativna kontrola.

3.4.3.0Odredivanje polimorfizma gena GSTAI

Polimorfizam GSTALl C-69T (rs3957357) odreden je metodom PCR-RFLP prema [58], uz
prilagodbu termociklickih uvjeta. PCR reakcija provedena je u ukupnom volumenu od 50 pL,
a sadrzavala je odgovarajuci pufer, MgCl., dNTP, pocetnice, Taq DNA polimerazu i 100 ng
genomske DNA. PCR je zapoceo pocetnom denaturacijom na95°C tijekom 1 minute. Nakon
toga slijedila su 32 ciklusa: denaturacija na 94°C tijekom 50 sekundi, annealing na 62°C tijekom
56 sekundi i elongacija na 72°C tijekom 60 sekundi. Zavr$na elongacija trajala je 7 minuta na
72°C. Amplificirani PCR produkt digestiran je restrikeijskim enzimom Earl preke no¢i na
37°C, prema preporukama proizvodaéa, sadrzavala je odgovarajuci pufer, Amplificirani PCR
produkt (480 bp) digestiran je restrikcijskim enzimom Earl (New England Biolabs, Beverly,
Massachusetts, USA) preko neéina 37°C, prema preporukama proizvodaca, uz sljedeée uvjete:
10 uL PCR produkta, 1 uL. enzima Earl (20 U/uL), 2 pL 10X.NEBuffer-a i 7 uL nuclease-free
vode, za ukupni volumen. reakcije od 20 pL. Restrikcijski. fragmenti razdvojeni su
elektroforezom na 2 % agaroznom gelu uz DNA markera, Thermo Fisher Scientific GeneRuler
100 bp ladder, pri 100 V tijekom 45minuta. Fragmenti su vizualizirani bojenjem s Etidijevim

bromidom.

Genotip je-odreden prema obrascu fragmenata:
e GSTALT/T:481bp
e GSTALT/C: 481 bp, 385 bp 196 bp
e GSTAL1C/C:385bpi96bp

Uzorci s nepotpunom digestijom ponovljeni su nakon optimizacije uvjeta restrikcije.
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Reprezentativni obrasci fragmenata dobiveni PCR-RFLP analizom polimorfizma GSTAL C-
69T prikazani su na Slici 5. Fragmenti veli¢ine 481, 385 1 96 bp omogucuju razlikovanje

genotipova T/T, T/C i C/C.

Slika 5. Elektroforetski prikaz PCR-RFLP analize polimorfizma GSTAL C-69T (rs3957357).
Genotip T/T daje fragment od 481 bp, T/C fragmente od 481, 385 i 96 bp, a C/C fragmente od
3851 96 bp. M = DNA marker; 1-15 =‘analizirani uzorci; N = negativna kontrola. Izvor:

izrada autorice.

3.4.4. Odredivanje polimorfizama gena GSTPI Ilel05Val (rs1695)
SNP polimorfizam GSTP1 Ile105Val (rs1695) edreden je metodom PCR-RFLP prema [15].

Pocetnice:
o GSTP1 rs1695 forward: 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3’
e GSTP1 rs1695 reverse: 5'-TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3'

PCR je napravljen u 35 ciklusa uz pocetnu denaturaciju 2 minute na 94°C, zatim denaturacija
(94°C, 30 s), annealing (55°C, 30 s) i elongacija (72°C, 30 s), uz zavrsnu elongaciju 5 minuta
na 72°C. Ocekivani PCR produkt iznosi 176 bp te je provjeren elektroforezom na 2,5 %

agaroznom gelu.

Amplificirani produkt razgraden je restrikcijskim enzimom Alw261 (2 U) pri 37°C tijekom 16
sati. Restrikcijski fragmenti razdvojeni su na 3 % agaroznom gelu uz DNA marker. Genotip je
odreden prema obrascu fragmenata:

o lle/lle: nedigestirani fragment 176 bp
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e lle/Val: 176 bp + 91 bp + 85 bp
e Val/Val: 91 bp + 85 bp

Ukoliko su trake bile slabe ili je rezolucija bila nedovoljna (osobito za kratke fragmente),
elektroforeza je ponavljena uz optimizaciju koncentracije agaroze, vremena i hapona.

Elektroforetski prikaz produkata PCR-RFLP analize polimorfizma GSTP1 Ile105Val prikazan
je na Slici 6. Razlike u obrascu traka omogucuju identifikaciju genotipova Ile/lle, Tle/Val i

Val/Val.

Slika 6. Elektroforetski prikaz PCR-RFLP analize polimorfizma GSTP1 Ile105Val (rs1695).
Genotip lle/lle daje fragment od 176 bp, lle/\VVal fragmente od 176, 91 i 85 bp, a Val/Val
fragmente od 91 i 85 bp. M = DNA marker; 1-10 = analizirani uzorci; N = negativna kontrola.

Izvor: izrada autorice.
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3.5. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je nakon zatvaranja baze i provjere potpunosti unosa.
Kvalitativne varijable prikazane su apsolutnim i relativnim frekvencijama, a kvantitativne
varijable, ovisno o raspodjeli podataka, aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom ili
medijanom i interkvartilnim rasponom. Normalnost raspodjele “kvantitativnih varijabli
procijenjena je Shapiro-Wilkovim testom. Za usporedbu dviju neovisnih skupina za
kvantitativne varijable koriSten je Studentov t-test kada su bili zadovoljeni preduvjeti normalne
raspodjele, a u suprothom Mann-Whitneyjev U-test. Za usporedbu triju ili vise neovisnih
skupina koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) kada su podatci slijedili
priblizno normalnu raspodjelu, a u suprotnom Kruskal-Wallisov test. Kategorijske varijable
usporedivane su hi-kvadrat testom, odnosno Fisherovim egzaktnim testom kada ocekivane

frekvencije u pojedinim ¢éelijama nisu zadovoljavale pretpostavke za primjenu hi-kvadrat testa.

U analizi povezanosti polimorfizama gena glutation-S-transferaza s pojavom IgA vaskulitisa
usporedivane su frekvencije genotipova i alela izmedu skupine bolesnika 1 kontrolne skupine.
Za delecijske polimorfizme GSTM1 i GSTT1 genotipovi su analizirani kao present i null. Za
polimorfizme GSTAL i GSTP1 analizirane su genotipske i alelne frekvencije, a dodatno su
procijenjeni dominantni 1 recesivni modeli nasljedivanja. Povezanost genotipova s bolescu
izrazena je.omjerom izgleda (OR) i 95 %-tnim.intervalom pouzdanosti.

Za SNP. varijante GSTAL1 i GSTP1 u kontrolnoj skupini . ispitana je Hardy-Weinbergova
raynoteza hi-kvadrat testom. Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteZe uzeto je u obzir pri
tumacenju rezultata, osobito za polimorfizme kod kojih je u kontrolnoj skupini utvrdena
neravnomjerna raspodjela genotipova. U bolesni¢koj skupini analizirana je povezanost
genotipova s klini¢kim 1 laboratorijskim obiljeZjima bolesti. Klinicke varijable ukljucivale su
kozne, zglobne, gastrointestinalne 1. bubrezne manifestacije, relaps bolesti, podatke o
prethodnoj infekciji te primijenjenoj terapiji. Laboratorijske varijable obuhvatile su upalne
pokazatelje, parametre kompletne krvne slike, biokemijske pokazatelje bubrezne funkcije,
parametre koagulacije i imunoloske pokazatelje. Za kategorijske klinicke varijable koriSteni su
hi-kvadrat test ili Fisherov egzaktni test, a za kvantitativne laboratorijske varijable t-test,
ANOVA, Mann-Whitneyjev U-test ili Kruskal-Wallisov test, ovisno o broju usporedivanih
skupina 1 raspodjeli podataka. Zbog razlicitog broja dostupnih podataka za pojedine klinicke 1
laboratorijske varijable, analize su provedene na dostupnim podatcima za svaku pojedinu

varijablu. Uzorci s neodredivim genotipom ili nedostatnim klinickim odnosno laboratorijskim
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podatcima nisu ukljucivani u pojedinu analizu. Broj ispitanika ukljucenih u svaku analizu
naveden je u odgovaraju¢im tablicama ili legendama tablica. Sve su statisticke analize
provedene kao dvosmjerne, a razina statisticke znac¢ajnosti postavljena je na p <0,05. Statisticka

obrada podataka provedena je u programu R, verzija 4.4.3 (R Foundatio tatistical

Computing, Bec¢, Austrija).
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4. REZULTATI

U istrazivanje su ukljuc¢ena 293 bolesnika s IgA vaskulitisom i 94 kontrolna ispitanika. U tablici
5 prikazana je dobna i spolna struktura ispitanika ukljuenih u istrazivanje. Svi ispitanici u
kontrolnoj skupini bili su starosti 16 ili viSe godina. U tablici su prikazane i osnovne usporedbe
izmedu skupina za dob i spol.

Tablica 5. Demografski i osnovni antropometrijski podaci ispitanika.

Skupina N Potvrdeno > 16 Dob (godine),  Muski spol,  Zenski spol,
ukupno godina, n (%) M+ SD n (%) n (%)

Kontrole 94 94 (100,0 %) 272+113  48(51,1%) 46 (48,9 %)

IgAV 293 0 (0,0 %) 6,6 +3,1 136 (46,4 %) 157 (53,6 %)
p* <0,001 0,431 0,431

N - broj ispitanika; M - aritmetic¢ka sredina; SD - standardno rasprsenje; *p - p-vrijednost za
usporedbu skupina.

Bolesnici s IgA vaskulitisom imali su vise srednje vrijednosti eritrocita, leukocita i trombocita
u odnosu na kontrolnu skupinu;. dok su hemoglobin i hematokrit bili nizi u skupini bolesnika
(Tablica 6). Za sve prikazane parametre utvrdena je statistickiznacajna razlika izmedu skupina.
Najizrazenija razlika zabiljezena je za leukocite, $to je ocekivano s obzirom na upalnu prirodu
bolesti i ¢injenicu da su bolesnici analizirani u klinickom kontekstu IgA vaskulitisa. Vise
vrijednosti trombocita u skupini [gAV mogu odrazavati reaktivni hematoloSki odgovor povezan
s upalom. NiZe vrijednosti hemoglobina i hematokrita u skupini bolesnika treba tumaciti
oprezno jer se skupine razlikuju prema dobi, a hematoloski parametri ovise o dobi, spolu i fazi

bolesti.
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Tablica 6. Usporedba dostupnih parametara kompletne krvne slike izmedu bolesnika s IgA

vaskulitisom i kontrolne skupine

Parametar IgAV (n =124), M = SD Kontrole (n=94), M + SD p*
Eritrociti (x10'*/L) 4,67 = 0,41 4,40 + 0,29 < (0,001
Hemoglobin (g/L) 124,76 +£ 10,48 130,04 + 10,97 < 0,001
Hematokrit 0,36 = 0,03 0,40 £ 0,04 < 0,001
Leukociti (x10°/L) 10,72 £ 3,37 5,45+ 0,85 <0,001
Trombociti (x10°/L) 353,07 + 91,01 263,71 + 60,47 < 0,001

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardnadevijacija. IgAV = IgA vaskulitis; M
= aritmetiCka sredina; SD = standardna devijacija. *p-vrijednosti izraCunate su Welchovim t-
testom za nezavisne uzorke. Usporedba je provedena samo za parametre dostupne u objema
skupinama.

U tablici 7 prikazan je broj uspje$no genotipiziranih ispitanika za svaki analizirani lokus. Manje
razlike u broju genotipiziranih uzoraka posljedica su pojedina¢nih neuspjelih. ocCitanja,
ponovljenih analiza ili rezultata koji nisu zadovoljili kriterije za konacno uvrStenje.
Genotipizacija je bila uspjeSna za 292 bolesnika za GSTT1 i GSTMI, za 289 belesnika za
GSTAL te za 288 bolesnika za GSTP1 rs1695. U kontrolnoj skupini genotipizacija je bila
uspjesSna za 92 ispitanika za sve analizirane lokuse, dok je u kontrolnoj bazi bilo ukupno 94
ispitanika. Broj bolesnika prikazan u tablicama s klini¢kim i laboratorijskim obiljezjima manji
je od broja uspjesno genotipiziranih bolesnika jer su u te analize ukljuceni samo ispitanici s
istodobno dostupnim genotipskim 1 klini¢ckim;‘odnosno laboratorijskim podatcima. Zbog toga
su'u kasnijim tablicama prikazane manje podskupine ispitanika, ovisno o analiziranom lokusu

I dostupnosti pojedine varijable.

Tablica 7. Struktura uzorka i dostupnost genotipova
Skupina N ukupnoubazi GSTT1,n GSTM1,n GSTAl,n GSTP1rsl695,n
IgAV 293 292 292 289 288
Kontrole 94 92 92 92 92
IgAV = IgA vaskulitis.

Broj bolesnika prikazan u tablicama s klinickim i laboratorijskim obiljezjima manji je od
ukupnog broja uspjesno genotipiziranih bolesnika jer su u analize povezanosti ukljuc¢eni samo

ispitanici s dostupnim genotipom i potpunim podatcima za to¢no odredenu analiziranu
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varijablu. Za dio bolesnika postojala je medicinska dokumentacija, ali pojedini klinicki ili
laboratorijski podatci nisu bili dostupni u standardiziranom i usporedivom obliku za sve
ukljucene centre i sve ispitanike. Stoga broj bolesnika varira medu pojedinim tablicama, ovisno
o dostupnosti konkretne varijable, dok tablica 7 prikazuje ukupan broj uspjesno genotipiziranih

uzoraka.

4.1. Raspodjela alela i genotipova analiziranih varijanti GST

U tablici 8 prikazana je raspodjela genotipova delecijskih polimorfizama GSTT1 i GSTM1
izmedu bolesnika s IgA vaskulitisom i1 kontrola. Nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike
izmedu skupina ni za GSTT1 ni za GSTM1.

Tablica 8. Raspodjela GSTM1 i GSTT1 genotipova u bolesnika s IgA vaskulitisom i

kontrolama
Polimorfizam Genotip IgAV Kontrole p*
GSTT1 null 68/292 (23,3 %) 18/92 (19,6 %)

GSTT1 present . 224/292 (76,7 %) 74192 (80,4 %)
GSTM1 null  154/292 (52,7 %) 49/92 (53,3 %)
GSTM1 present 138/292 (47,3 %) 43/92 (46,7 %)

*p-vrijednosti dobivene su Fisherovim egzaktnim testom.

U tablici 9 prikazana je provjera Hardy-Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini. Za SNP
varijantu GSTA1 utvrdeno je odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze, dok za GSTP1
s1695 odstupanje ‘nije utvrdeno. Za delecijske polimorfizme GSTM1 1 GSTT1 Hardy-
Weinbergova ravnoteZa nije analizirana jer genotipizacijska metoda ne omogucuje razlikovanje
heterozigotnog i homozigotnog present genotipa.

Za delecijske polimorfizme GSTM1 i GSTT1 Hardy-Weinbergova ravnoteza nije testirana jer
koriStena metoda razlikuje samo. present i null genotip, bez razlu¢ivanja heterozigotnog i

homozigotnog present stanja.
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Tablica 9. Hardy-Weinbergova ravnoteza u kontrolnoj skupini
Polimorfizamu  Genotipske Frekvencija  Frekvencija

kontrolama kategorije alelal alela 2
GSTA1C-69T CC/CT/TT »*=7,939 0,0048 p(C) =0,652 q(T)=0,348

Test p*

GSTP1 le/lle /
p(lle) = g(\Vval) =
Ile105Val lle/Val / v =2,934 0,0867
0,696 0,304
(rs1695) Val/Val
nije nije nije nije

GSTM1 present / null o o A -
primjenjivo  primjenjivo - primjenjivo  primjenjivo

nije nije nije nije
GSTT1 present / null o a V. N o
primjenjivo _primjenjivo  primjenjivo  primjenjivo

*p-vrijednost hi-kvadrat testa.

U tablici 10 prikazana je raspodjela genotipova GSTAL u skupini bolesnika i kontrola. U skupini

IgAV genotip TT bio je prisutan u 14,5 %, a u kontrolama u 5,4 %. Najizrazenija razlika

zabiljezena je za TT genotip:

Tablica 10. Frekvencija genotipova GSTA1 u IgAV i kontrolama

GSTAlL IgAV Kontrole OR- 95% ClI p*
CC 106 (36,7 %) 33(359%) 1,00 referentno —
CT 141 (48,8 %) 54(58,7 %) 0,81 0,49-1,34 0,450
TT 42 (145%) » 5(554%) 262 096-7,15 0,061

IgAV = IgA vaskulitis

U tablici 11 prikazana je raspodjela genotipova GSTP1 rs1695 u skupini bolesnika i kontrola.
U skupini IgAV genotip Val/Val bio je prisutan u 7,3 %, a u kontrolama u 13,0 %.

Tablica 11. Frekvencija genotipova GSTP1 rs1695 u IgAV i kontrolama

GSTP1 rs1695 IgAV Kontrole OR 95 % ClI p*
le/lle 144 (50,0 %) 48 (52,2%) 1,00 referentno —
lle/Val 123 (42,7 %) 32(34,8%) 1,28 0,77-2,13 0,371

Val/val 21 (7,3%) 12(13,0%) 0,58 0,27-1,27 0,202
IgAV = IgA vaskulitis, *p-vrijednost hi-kvadrat testa.
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U tablici 12 prikazani su dominantni i recesivni modeli za SNP varijante GSTA1 i GSTP1
rs1695. Za GSTA1 dominantni model nije pokazao razliku izmedu skupina. Recesivni model
pokazao je da je TT genotip povezan s ve¢im izgledima za IgA vaskulitis u odnosu na nositelje
barem jednog C alela. Za GSTP1 rs1695 nije utvrdena statisticki znaajna razlika ni u

dominantnom ni u recesivnom modelu.

Tablica 12. Modeli nasljedivanja za SNP varijante (IgAV wodnosu na kontrole)

GSTP1 rs1695
GSTP1 rs1695
GSTA1(CT+ GSTAL(TTvs (lle/Vval +
Model (Vval/Vval vs
TT vs CC) CC+CT) Val/Val vs
lle/lle + lle/Val)
lle/lle)
IgAV: eksponirani 183 42 144 21
IgAV: referentni 106 247 144 267
Kontrole: eksponirani 59 5 44 12
Kontrole: referentni 33 87 48 80
OR 0,97 2,96 1,09 0,52
95 % ClI 0,59-1,57 1,13-7,72 0,68-1,75 0,25-1,11
p* 1 0,018 0,721 0,093

IgAV = IgA vaskulitis.

U tablici 13 prikazana je raspodjela genotipova GSTT1 u skupini-bolesnika i kontrola. U skupini
IgAV udio GSTT1 null genotipa iznosio je 23,3 %, a u kontrolama 19,6 %. Nije utvrdena

statisticki znacajna razlika izmedu skupina.

Tablica 13. Frekvencija genotipova GSTT1 u IgAV i kontrolama
GSTT1 IgAV Kontrole OR 95 % CI p*
prisutan (+) 224 (76,7 %) 74 (80,4 %)
null () 68(23,3%) 18 (19,6 %)
IgAV = IgA vaskulitis.

1,25 0,70-2,23 0,566

U tablici 14 prikazana je raspodjela genotipova GSTM1 u skupini bolesnika i kontrola. U
skupini IgAV udio GSTM1 null genotipa iznosio je 52,7 %, a u kontrolama 53,3 %, §to pokazuje
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gotovo jednaku raspodjelu izmedu skupina. Za GSTM1 null genotip nije utvrdena razlika

izmedu bolesnika 1 kontrola.

Tablica 14. Frekvencija genotipova GSTM1 u IgAV i kontrolama
GSTM1 IgAV Kontrole OR 95 % CI p*
prisutan (+) 138 (47,3 %) 43 (46,7 %)
null () 154 (52,7 %) 49 (53,3 %)

IgAV = IgA vaskulitis.

0,98 0,61-1,57 1,000

4.2. Klinicke i laboratorijske karakteristike bolesnika IgAV prema GS7A1 genotipu

U tablici 15 prikazani su upalni, hematoloski, koagulacijski i osnovni bubrezni pokazatelji
prema GSTA1 genotipu u bolesnika s IgAV. Medu genotipovima GSTAL izdvajaju se eritrociti,
hemoglobin i hematokrit. U TT skupini zabiljezene su nize srednje vrijednosti eritrocita,
hemoglobina i hematokritanego u CC 1 CT skupini. Za ostale upalne, koagulacijske i bubrezne

pokazatelje nije nadena statisticki potvrdena razlika.
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Tablica 15. IgAV: upalni, hematoloski, koagulacijski i bubrezni pokazatelji prema GSTAL

genotipu

Varijabla CC (n=47) CT (n=53) TT (n=21) p

SE (mm/sat) 21,05+ 15,67 21,59+1541 21,38+1830 0,987
CRP (mg/L) 13,45+ 17,14 13,80 £17,07.. 19,41 +29,14" 0,492
Leukociti (x10"9/L) 11,34 £3,57 10,20 £ 3,24 10,23 £2,89 0,196
Eritrociti (x10*12/L) 4,75+ 0,39 4,68 + 0,40 4,47+ 0,45 0,035
Hemoglobin (g/L) 125,67 9,50 125,75+ 10,47 119,38 £11,79 0,043
Hematokrit 0,37+ 0,03 0,37 + 0,03 0,35+0,02 0,024
Trombociti (x10"9/L) 365,89 £90,45 346,68 £99,50 339,62 + 68,13 0,447
24-satna proteinurija (g/dU) 0,28 0,90 0,18+ 0,33 0,29+0,38 0,668

Omjer albumin/kreatinin u
45,06 = 150,20 15,35 +£32,67 23,05+45,93 0,391

urinu

eGFR (mL/min/1,73 m?) 139,48 £29,62 126,64 £ 31,28 145,22 +23,40 0,180
Kreatinin (umol/L) 36,59+ 9,82 37,89 £ 13,50 34,29 + 14,10 . 0,525
Ureja (mmol/L) 4,10 £0,96 438 +1,12 4,18+1,38 / 0,453
Feritin (ug/L) 72,25 £44,91 69,04 +£40,32 = 66,82 +£49,70 0,904
Fibrinogen (g/L) 3,64 £1,01 3,67+1,11 3,02+£0,83 0,052
D-dimeri (mg/L) 3,53 +4,38 445+ 5,14 6,07 +10,98 0,323
PV 0,99 0,15 1,02+ 0,16 1,02+0,14 0,595
APTV (s) 24,70 +£2,67 24,89 £+ 4,60 25,03+7,96 0,964

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija. SE = sedimentacija
eritrocita; CRP = C-reaktivni protein; eGFR = procijenjena glomerularna filtracija; PV =
protrombinsko vrijeme; APTV = aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme. p-vrijednosti
dobivene su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA).

U tablici 16 prikazani su biokemijski i imunoloski pokazatelji prema GSTAL genotipu u
bolesnika s IgAV. U tablici 16 nisu zabiljezene razlike medu genotipovima GSTAL u
biokemijskim 1 imunoloskim pokazateljima. Najveca rasprSenost vidljiva je kod kalprotektina

i ukupnog IgE, no bez potvrdene razlike medu skupinama.
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Tablica 16. IgAV: biokemijski i imunoloski pokazatelji prema GSTAL genotipu

Varijabla CC (n=47) CT (n=53) TT (n=21) p

Kalprotektin 157,96 £ 342,27 217,93 +£452,69 56,33 £41,30 0,527
Ukupni proteini (g/L) 68,06 + 5,10 69,67 £ 7,14 67,47 £ 6,74 0,294
Albumin (g/L) 39,09 £4,46 39,66 +£4,93 38,82 + 4,75 0,735
AJG omjer 1,29 + 0,22 1,22 + 0,29 1,38+ 0,20 0,225
IgA (g/L) 1,89 + 0,78 1,79 + 0,83 1,64 + 0,73 0,469
19G (g/L) 10,36 + 2,87 10,89 £ 2,66 9,39 + 2,54 0,105
IgM (g/L) 0,97 + 0,39 1,13+ 1417 1,33+ 1,85 0,470
Ukupni IgE 201,21 £ 683,48 126,62 +174,52 147,01 £151,55 0,811
AST-O 288,62 £ 290,99 355,86 + 464,54 219,67 +£235,93 0,429
CH50 95,04+ 1721  96,50£28,00 87,62 +23,37 - 0,639
C3(g/L) 1,34 + 0,23 1,32 + 0,22 1,29 + 0,31 0,776
C4 (g/L) 0,26 + 0,08 0,28 + 0,10 0,23 + 0,07 0,160

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina = standardna devijacija. A/G = albumin/globulin

omjer; AST-O = antistreptolizin O; CH50 = ukupna hemoliti¢ka aktivnost komplementa. p-

vrijednosti dobivene su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA).

4.3. Klini€ke i laboratorijske karakteristike bolesnika IgAV prema GSTM]I genotipu

U tablici 17 prikazane su klinicke karakteristike prema GSTM1 genotipu u bolesnika s IgAV.

Ceséa gastrointestinalna zahvaéenost prisutna je u skupini GSTM1 null (-) nego u skupini

GSTM1 present (+). U skupini GSTM1 present (+) ¢esce je zabiljeZen otok skrotuma. Za ostale

klini¢ke pokazatelje nije potvrdena razlika medu skupinama.
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Tablica 17. IgAV: klini¢ke karakteristike prema GSTM1 genotipu

GSTM1 null (-) GSTML1 present

Varijabla Razina p
(n=68) (+) (n = 56)
Purpura proSirena iznad da 31 (45,6 %) 25 (44,6 %) 1 000
donjih ekstremiteta ne 37 (54,4 %) 31 (55,4 %) ’
Teske kozne promjene da 3 (4,4 %) 3 (5,4 %) ¥000
(nekroze, ulceracije) ne 65 (95,6 %) 53 (94,6 %) ’
- y da 59 (86,8 %) 47 (83,9 %)
Artritis/artralgije 0,849
ne 9 (13,2 %) 9(16,1 %)
da 24 (35,3 %) 13 (23,2 %)
IgAVN 0,206
ne 44 (64,7 %) 43 (76,8 %)
M 31 (45,6 %) 26 (46,4 %)
Spol . 1,000
Z 37 (54,4 %) 30 (53,6 %)
Dob pri dijagnozi (godine) 6,90 + 3,32 6,29 +£2,76 0,278
akutni skrotum 0 (0,0 %) 1(2,8 %)
o Gl 12 (17,9 %) 5 (8,9 %)
Prvi simptom i 0,290
0sip 38 (56,7 %) 31 (55,4 %)
zglobovi 17 (25,4 %) 19 (33,9 %)
N da 43 (65,2 %) 42 (75,0 %)
Infekcija 0,326
ne 23 (34,8 %) 14 (25,0 %)
Yy QW da 32 (47,8 %) 25 (44,6 %)
Generalizirani osip 0,870
ne 35 (52,2 %) 31 (55,4 %)
Gastrointestinalna da 35(52,2 %) 16 (28,6 %) 0.014
zahvacenost ne 32 (47,8 %) 40 (71,4 %) ’
Zahvacenost bubrega / da 25 (37,3 %) 13 (23,2 %) 0136
nefritis ne 42 (62,7 %) 43 (76,8 %) ’
da 2 (6,7 %) 8 (30,8 %)
Otok skrotuma 0,046
ne 28 (93,3 %) 18 (69,2 %)
L da 0(0,0%) 1(1,8 %)
Perforacija crijeva 0,928
ne 67 (100,0 %) 55 (98,2 %)

Kategorijske varijable prikazane su kao broj i udio. Dob je prikazana kao aritmeticka sredina +
standardna devijacija. IgAVN = IgA vaskulitisni nefritis; Gl = gastrointestinalno. p-vrijednosti
za kategorijske varijable dobivene su Fisherovim egzaktnim testom, a za dob t-testom za
nezavisne uzorke.
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U tablici 18 prikazane su terapijske karakteristike, relapsi i raspodjela koznih promjena prema
GSTM1 genotipu u bolesnika s IgAV te nisu zabiljezene razlike u terapiji, broju relapsa ni

raspodjeli koZznih promjena prema GSTM1 genotipu.

Tablica 18. IgAV: terapija, relapsi i raspodjela osipa prema GSTM1 genotipu
GSTM1null (-) (n  GSTML1 present (+) (n

Varijabla Razina

= 68) = 56)
da 48 (72,7 %) 38 (67,9 %) 0,698
NSAID
ne 18 (27,3 %) 18 (32,1 %)
) o da 33 (49,3 %) 21 (37,5 %) 0,260
Kortikosteroidi
ne 34 (50,7 %) 35 (62,5 %)
o da 7 (10,4 %) 2 (3,6 %) 0,267
Imunosupresivi
ne 60 (89,6 %) 54 (96,4 %)
0 48/(71,6 %) 46 (82,1 %)
_ 1 12 (17,9 %) 8.(14,3 %)
Broj relapsa 0,179
2 2 (3,0 %) 2 (3,6 %)
3 5 (7,5 %) 0 (0,0 %)
da 66 (98,5 %) 55 (98,2 %) 1,000
Noge
ne 1(1,5%) 1 (1,8 %)
T da 18 (26,9 %) 17 (30,4 %) 0,821
ru
P ne 49 (73,1 %) 39 (69,6 %)
da 31 (46,3 %) 21 (37,5 %) 0,425
Ruke
ne 36 (53,7 %) 35 (62,5 %)
y da 9 (13,4 %) 3 (5,4 %) 0,231
ice
ne 58 (86,6 %) 53 (94,6 %)
- da 3 (4,5 %) 3 (5,4 %) 1,000
Ulceracije
ne 64 (95,5 %) 53 (94,6 %)
Dugotrajni, recidivirajuci da 10 (14,9 %) 7 (12,5 %) 0,900
osip ne 57 (85,1 %) 49 (87,5 %)

Podaci su prikazani kao broj i udio. NSAID = nesteroidni protuupalni lijekovi. p-vrijednosti

dobivene su Fisherovim egzaktnim testom.
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U tablici 19 prikazani su laboratorijski pokazatelji prema GSTM1 genotipu u bolesnika s IgAV.

Vise vrijednosti SE i fibrinogena te nize vrijednosti ureje zabiljezene su u skupini GSTM1

present (+). Vecina ostalih laboratorijskih pokazatelja nije se razlikovala medu skupinama.

Tablica 19. IgAV: laboratorijski pokazatelji prema GSTM1 genotipu

GSTML null (-) (n

GSTM1 present

Varijabla p
= 68) (+) (n=56)

SE (mm/sat) 18,42 £ 12,81 25,17 +£19,22 0,024
CRP (mg/L) 13,57 + 20,72 15,69 + 18,28 0,561
Leukociti (x10"9/L) 10,50 £ 3,61 10,99 £ 3,06 0,423
Eritrociti (x107°12/L) 4,66 £ 046 4,69 + 0,33 0,626
Hemoglobin (g/L) 124,81 + 11,64 124,71 + 8,97 0,962
Hematokrit 0,36+ 0,03 0,36 0,03 0,994
Trombociti (x10"9/L) 360,72 + 96,70 343,79 + 83,50 0,306
24-satna proteinurija (g/dU) 0,31 £0,81 0,15+0,22 0,158
Omijer albumin/kreatinin u urinu 30,57 £ 121,70 22,47 £ 45,76 0,677
eGFR (mL/min/1,73 m?) 132,00 + 26,48 137,56 + 33,63 0,488
Kreatinin (umol/L) 38,82 + 14,20 34,61 + 8,80 0,056
Ureja(mmol/L) 4,56 +1,18 3,94+ 0,98 0,002
Feritin (ug/L) 69,03 £47,83 68,44 £ 35,20 0,948
Fibrinogen (g/L) 3,35+ 0,89 3,76 + 1,19 0,037
D-dimeri (mg/L) 4,44 + 5,57 435+7,11 0,941
PV 0,99 £ 0,17 1,02 +0,14 0,313
APTV (s) 24,88 + 5,97 24,70 +2,51 0,843
Kalprotektin 167,78 + 327,93 166,63 + 429,00 0,990
Ukupni proteini (g/L) 68,45+ 6,18 68,84 + 6,48 0,731
Albumin (g/L) 39,55 + 4,90 38,95 + 4,39 0,481
AJ/G omjer 1,31 +0,19 1,26 +£ 0,29 0,512
IgA (g/L) 1,84 + 0,85 1,76 + 0,72 0,559
1gG (g/L) 10,35 + 2,56 10,56 + 2,98 0,673
IgM (g/L) 1,02 + 1,03 1,21 +1,19 0,325
Ukupni IgE 214,36 + 568,37 86,46 94,77 0,220
AST-O 330,55 £ 397,81 269,32 + 334,74 0,441
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CH50 97,91 + 20,17 88,52 + 25,25 0,115
C3 (g/L) 1,30 + 0,22 1,34+ 0,26 0,410
C4 (g/L) 0,25 + 0,08 0,28 £ 0,10 0,124

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. SE =" sedimentacija
eritrocita; CRP = C-reaktivni protein; eGFR = procijenjena glomerularna filtracija; PV =
protrombinsko vrijeme; APTV = aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme; A/G =
albumin/globulin omjer; AST-O = antistreptolizin O; CH50 = ukupna hemoliticka aktivnost

komplementa. p-vrijednosti dobivene su t-testom za nezavisne uzorke.

4.4. Klinicke i laboratorijske karakteristike bolesnika IgAV prema GSTPI rs1695

genotipu

U tablici 20 prikazane su klinicke karakteristike prema GSTP1 rs1695 genotipu u bolesnika s

IgAV te se izdvajaju otok skrotuma i perforacija crijeva, no oba nalaza treba tumaciti vrlo

oprezno zbog vrlo malog broja bolesnika u pojedinim skupinama.

Tablica 20. IgAV: klini¢ke karakteristike prema GSTP1 rs1695 genotipu

B ] lle/lle (n = lle/Val (n =" Val/Val (n =
Varijabla Razina p
58) 50) 12)
Purpura prosirena iznad
. : da 28 (48,3 %) - 19(38,0 %) 7(58,3%) 0,369
donjih ekstremiteta
ne 30(51,7%) 31 (62,0 %) 5 (41,7 %)
Teske kozne promjene da 2 (3,4 %) 346,0 %) 0(0,0%) 0,801
ne 56 (96,6 %) 47 (94,0%) 12 (100,0 %)
Artritis/artralgije da 49 (84,5 %) 44 (88,0 %) 9(75,0%) 0,524
ne 9 (15,5 %) 6 (12,0 %) 3 (25,0 %)
IgAVN da 16 (27,6 %) 18 (36,0 %) 3(25,0%) 0,626
ne 42 (72,4 %) 32 (64,0 %) 9 (75,0 %)
Spol M 30 (51,7 %) 21 (42,0 %) 5(41,7%) 0,555
V4 28 (48,3%) 29 (58,0 %) 7 (58,3 %)
Dob pri dijagnozi (godine) 7,36 £3,29  590+2,82 585+2,82 0,035
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akutni

Prvi simptom 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 1(8,3%) 0,462
skrotum
Gl 7 (12,3 %) 8 (16,0 %) 2 (16,7 %)
osip 34 (59,6 %) 26 (52,0 %) 6 (50,0 %)
zglobovi 16 (28,1%) 16 (32,0 %) 3/(25,0 %)
Infekcija* da 37 (64,9%) 36 (73,5 %) 9 (75,0%) . 0,623
ne 20 (35,1 %) 13(26,5%) 3 (25,0 %)
Generalizirani osip da 28 (49,1%) 19 (38,0%) 8 (66,7%) 0,172
ne 29 (50,9 %) 31(62,0%) 4 (33,3 %)
Gastrointestinalna
da 22 (38,6 %)  20(40,0 %) 7(58,3%) 0,504
zahvacenost
ne 35 (61,4 %) - 30 (60,0 %) 5 (41,7 %)
Zahvacenost bubrega /
N da 17 (29,8 %) 17 (34,0 %) 4 (33,3%) 0,883
nefritis
ne 40 (70,2 %) 33 (66,0 %) 8 (66,7 %)
Otok skrotuma** da 5(17,2 %) 2 (9,5 %) 3(60,0 %) 0,058
ne 24 (82,8%) 19 (90,5 %) 2 (40,0%)
Perforacija crijeva da 0 (0,0 %) 0 (0,0 %) 1(83%) 0,102
57 (100,0
ne 50 (100,0%) 11 (91,7 %)
%)

** varijabla otok skrotuma analizirana je samo u muskoj. podskupini ispitanika, zbog cega je broj bolesnika u toj

analizi manji od-ukupnog broja ispitanika u pojedinoj.genotipskoj skupini.

Kategorijske varijable prikazane su kao broj i udio. Dob je prikazana kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija. IgAVN = IgA vaskulitisni nefritis; Gl'= gastrointestinalno. p-vrijednosti

za kategorijske varijable dobivene su Fisher-Freeman-Haltonovim egzaktnim testom. Dob i p-

vrijednost (priblizno p = 0,035) preraunane su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA)

iz zaokruzenih grupnih sazetaka.
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U tablici 21 prikazani su laboratorijski pokazatelji u bolesnika s IgA vaskulitisom prema

genotipu GSTP1 rs1695. Usporedene su vrijednosti upalnih, hematoloskih, bubreznih,

koagulacijskih 1 biokemijskih pokazatelja izmedu bolesnika s Ile/Ile, Ile/Val i Val/Val

genotipom. Statisticka razlika utvrdena je za eGFR i D-dimere. Vrijednosti eGFR-a bile su

najnize u bolesnika s Val/Val genotipom, dok su vrijednosti D-dimera bile viSe u skupinama s

lle/Val i Val/Val genotipom u odnosu na lle/lle genotip. Za ostale analizirane /laboratorijske

pokazatelje nije utvrdena razlika medu genotipskim skupinama. Navedene nalaze potrebno je

tumaciti oprezno zbog manjeg broja bolesnika s Val/Val genotipom.

Tablica 21. IgAV: laboratorijski pokazatelji prema GSTP1 rs1695 genotipu

Varijabla lle/lle (n = 58) lle/Val (n = Val/Val (n = p
50) 12)

SE (mm/sat) 22,66 16,99 19,56 +£16,00 23,17+10,79. 0,563
CRP (mg/L) 15,72 £24,00 11,02+11,92 24,20+ 18,99 * 0,092
Leukociti (x10"9/L) 10,44 £+ 3,61 10,52 + 3,05 11,81 £3,15 0,423
Eritrociti (x10*12/L) 4,67 + 0,44 4,66 £ 0,40 4,76 £ 0,34 0,741
Hemoglobin (g/L) 125,02+ 11,63 123924939 12583 +10,80 0,799
Hematokrit 0,36 = 0,03 0,37 £ 0,03 0,37.+.0,03 0,507
Trombociti (X 10"9/L) 351,26 £ 98,18 348,06+ 88,60 377,25 +70,90 0,609
24-satna proteinurija (g/dU) 0,27 £ 0,80 0,25 + 0,46 0,10 £ 0,09 0,696
Omijer albumin/kreatinin u 39,82 £138,76¢ 19,31 £37,24 15,06 £26,76 0,504
urinu

eGFR (mL/min/1,73 m?) 140,96 £ 32,38 131,38 +27,47 114,50+19,43 0,013
Kreatinin (pmol/L) 38,56 £13,84 34,68 10,65 36,42+10,76 0,267
Ureja (mmol/L) 4,36 + 1,18 4,16 1,08 4,07 +0,93 0,547
Feritin (ug/L) 72,59 £39,56  6722+4924  72,53+31,61 0,800
Fibrinogen (g/L) 3,44+ 1,09 3,52+0,98 4,14 +£1,02 0,107
D-dimeri (mg/L) 2,75+2,73 6,02 + 8,42 5,61 £6,89 0,020
PV 1,00 +£0,16 1,01 £0,14 1,04+0,19 0,719
APTV (s) 24,80 + 2,85 24,50 + 6,44 26,35+3,64 0,483

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. SE = sedimentacija

eritrocita; CRP = C-reaktivni protein; eGFR = procijenjena glomerularna filtracija; PV =

45



protrombinsko vrijeme; APTV = aktivirano parcijalno tromboplastinsko vrijeme. p-vrijednosti

dobivene su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA).

U tablici 22 prikazani su biokemijski i imunolo8ki pokazatelji prema GSTP1 rs1695 genotipu
u bolesnika s IgAV.

Tablica 22. IgAV: biokemijski i imunoloski pokazatelji prema GSTP1 rs1695 genotipu

Varijabla lle/lle (n=58) lle/Vval (h=50) Val/Val (h=12) p

Kalprotektin 182,04 +£ 350,86 189,90 +440,90 44,80 +26,36 0,468
Ukupni proteini (g/L) 69,24 + 5,46 68,12 £ 6,63 68,09 £ 9,33 0,629
Albumin (g/L) 39,10 £ 4,13 39,42+ 522 39,77 £5,43 0,881
AJ/G omjer 1,26 £0,26 — 1,38 + 0,34 b

IgA (g/L) 1,94 £ 0,78 1,73 + 0,81 1,54 +0,70 . 0,180
lgG (g/L) 10,41 % 2,74 10,39 2,74 10,09 2,53 0,931
IgM (g/L) 1,13+ 1,12 1,09 + 1,25 1,06 +045 0,970
Ukupni IgE 126,67 £ 136,56 190,00 +519,92 . 32,54 +27,29 0,332
AST-O 337,96 £391,88 307,58 £ 366,64 154,50+212,34 0,294
CH50 88,96 + 24,35 98,53 + 18,84 106,50 + 28,79 0,018
C3 (g/L) 1,30 + 0,26 1,34 £ 0,21 1,32+030 0,722
C4 (g/L) 0,26 + 0,10 0,26+ 0,08 026+0,12 0,993

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina & standardna devijacija. Znak — oznacuje da p-
vrijednost nije izraCunana zbog nedostatnih podataka u pojedinoj skupini. A/G =
albumin/globulin omjer; AST-O = antistreptolizin O; CH50 = ukupna hemoliticka aktivnost

komplementa. p-vrijednosti dobivene su jednosmjernom analizom varijance (ANOVA).

4.5. Klinicke i laboratorijske karakteristike bolesnika IgAV prema GS771 genotipu

U tablici 23 prikazane su klini¢ke karakteristike prema GSTT1 genotipu u bolesnika s IgAV te
nije uocena razlika medu skupinama GSTT1 null (-) i GSTT1 present (+) ni za jednu klini¢ku

varijablu.
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Tablica 23. IgAV: klini¢ke karakteristike prema GSTT1 genotipu

B Razina GSTT1null (-)  GSTT1 present
Varijabla p
(n=234) (+) (n=90)
Purpura proSirena iznad da 12 (35,3 %) 44 (48,9%) 0.048
donjih ekstremiteta ne 22 (64,7 %) 46 (51,1 %) ’
da 2 (5,9 %) 4 (4,4 %)
Teske kozne promjene 1,000
ne 32 (94,1 %) 86 (95,6 %)
N Ny da 31 (91,2 %) 75 (83,3 %)
Artritis/artralgije 0,412
ne 3 (8,8 %) 15 (16,7 %)
da 10.(29,4 %) 27 (30,0 %)
IgAVN 1,000
ne 24 (70,6 %) 63 (70,0 %)
M 13 (38,2 %) 44 (48,9 %)
Spol . 0,390
Z 21 (61,8 %) 46 (51,1 %)
Dob pri dijagnozi (godine) 6,52 2,87 6,66 + 3,17 0,816
akutni skrotum 0 (0,0 %) 1(1,1 %)
o Gl 3(9,1 %) 14 (15,6 %)
Prvi simptom i 0,713
osip 19 (57,6 %) 50 (55,6 %)
zglobovi 11 (33,3 %) 25 (27,8 %)
N da 25 (75,8 %) 60 (67,4 %)
Infekcija 0,504
ne 8 (24,2 %) 29 (32,6 %)
y W da 12 (36,4 %) 45 (50,0 %)
Generalizirani osip 0,254
ne 21 (63,6 %) 45 (50,0 %)
Gastrointestinalna da 11(33,3 %) 40 (44,4 %) 0367
zahvacenost ne 22 (66,7 %) 50 (55,6 %) ’
Zahvacenost bubrega / da 10 (30,3 %) 28 (31,1 %) 1000
nefritis ne 23 (69,7 %) 62 (68,9 %) ’
da 2 (16,7 %) 8 (18,2 %)
Otok skrotuma 1,000
ne 10 (83,3 %) 36 (81,8 %)
L da 0(0,0%) 1(1,1 %)
Perforacija crijeva 1,000
ne 33 (100,0 %) 89 (98,9 %)
da 22 (66,7 %) 64 (71,9 %)
NSAID 0,733
ne 11 (33,3 %) 25 (28,1 %)
Kortikosteroidi da 12 (36,4 %) 42 (46,7 %) 0,415

47



ne 21 (63,6 %) 48 (53,3 %)
o da 2 (6,1 %) 7 (7,8 %)
Imunosupresivi 1,000
ne 31 (93,9 %) 83 (92,2 %)
0 26 (78,8 %) 68 (75,6 %)
_ 1 5 (15,2 %) 15 (16,7 %)
Broj relapsa 0,577
2 0 (0,0 %) 4 (4,4 %)
3 2 (6,1 %) 3(3,3%)
da 32 (97,0 %) 89 (98,9 %)
Noge 1,000
ne 1 (3,0 %) 1(1,1 %)
da 9(27,3 %) 26 (28,9 %)
Trup 1,000
ne 24 (72,7 %) 64 (71,1 %)
da 12 (36,4 %) 40 (44,4 %)
Ruke 0,550
ne 21 (63,6 %) 50 (55,6 %)
) da 2 (6,1 %) 10 (11,1 %)
Lice 0,622
ne 31 (93,9 %) 80 (88,9 %)
- da 2 (6,1 %) 4 (4,4 %)
Ulceracije 1,000
ne 31 (93,9 %) 86 (95,6 %)
Dugotrajni, recidivirajuéi da 4 (12,1 %) 13 (14,4 %) 0971
osip ne 29 (87,9 %) 77(85,6 %) '

Kategorijske varijable prikazane su kao broj i udio. Dob je prikazana kao aritmeticka sredina +

standardna devijacija. IgAVN = IgA vaskulitisni nefritis; GI = gastrointestinalno; NSAID =

nesteroidni protuupalni lijekovi. p-vrijednosti za kategorijske varijable dobivene su Fisherovim

egzaktnim testom, a za dob t-testom za nezavisne uzorke.

U tablici 24 prikazani su laboratorijski pokazatelji prema GSTT1 genotipu u bolesnika s IgAV

te je zapazena znacajna razlika samo za PV, koji je bio visi u skupini GSTT1 present (+). U

svim ostalim laboratorijskim pokazateljima nije nadena razlika medu skupinama.
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Tablica 24. IgAV: laboratorijski pokazatelji prema GSTT1 genotipu

GSTTLnull (-) (n =

GSTT1 present (+) (n =

Varijabla p
34) 90)

SE (mm/sat) 21,78 £ 14,78 21,37+ 16,93 0,903
CRP (mg/L) 12,47 £ 14,15 15,34 £ 21,20 0,487
Leukociti (x1079/L) 10,43 £ 3,35 10,84+ 3,39 0,553
Eritrociti (x107°12/L) 4,75+ 0,45 4,65 + 0,39 0,218
Hemoglobin (g/L) 125,36 + 10,13 124,54 + 10,64 0,702
Hematokrit 0,37+ 0,03 0,36 +0,03 0,740
Trombociti (x10"9/L) 336,82 + 80,56 358,94 + 94,20 0,233
24-satna proteinurija (g/dU) 0,22 £ 0,37 0,25 £ 0,69 0,805
Omijer albumin/kreatinin u

) 13,89 £21,67 30,94 £ 107,68 0,454
urinu
eGFR (mL/min/1,73 m?) 133,45 +34,93 134,67 £ 28,71 0,904
Kreatinin (umol/L) 37,06 £12,29 36,84 £ 12,22 0,931
Ureja (mmol/L) 4,06 = 1,04 4,364 1,16 0,190
Feritin (ug/L) 59,33 + 28,51 72,23 + 47,07 0,193
Fibrinogen (g/L) 3,51+£0,99 3,54+ 1,07 0,879
D-dimeri (mg/L) 4,49 +£521 4,36 £ 6,67 0,926
PV 0,92 £0,18 1,04 +0,13 <0,001
APTV (s) 25,76 = 6,40 24,45 + 3,96 0,190
Kalprotektin 116,31+ 195,36 180,54 + 405,28 0,583
Ukupni proteini (g/L) 69,55+4,79 68,29 + 6,76 0,325
Albumin (g/L) 39,50 + 4,03 39,19 + 4,89 0,744
AlG omjer 1,25+ 0,20 1,30 £ 0,28 0,495
IgA (g/L) 1,84 = 0,87 1,79 £ 0,76 0,754
lgG (g/L) 10,68 + 2,14 10,36 + 2,94 0,567
IgM (g/L) 1,36 + 1,41 1,01 + 0,96 0,126
Ukupni IgE 93,34 + 147,61 178,13 + 487,36 0,496
AST-O 283,92 £278,83 305,15 £ 396,52 0,811
CH50 91,77 £22,23 94,62 + 23,04 0,693
C3 (g/L) 1,26 + 0,22 1,33+ 0,24 0,256
C4 (g/L) 0,26 + 0,06 0,26 + 0,10 0,931
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Legenda: Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. SE =
sedimentacija eritrocita; CRP = C-reaktivni protein; eGFR = procijenjena glomerularna
filtracija; PV = protrombinsko vrijeme; APTV = aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme; A/G = albumin/globulin omjer; AST-O = antistreptolizin O; CH50 = ukupna

hemoliti¢ka aktivnost komplementa. p-vrijednosti dobivene su t-testom za nezavisne uzorke.
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S. RASPRAVA

U provedenom istrazivanju analizirana je povezanost polimorfizama gena za glutation S-
transferaze s pojavom IgA vaskulitisa i s klinickim te laboratorijskim obiljezjima bolesti u djece
iz Republike Hrvatske. Dobiveni rezultati pokazuju da analizirane varijante GST gena nisu
imale jednaku povezanost s ukupnim rizikom za bolest i s njezinim klinickim izrazajem. Dok
za vecinu analiziranih lokusa nije utvrdena jasna povezanost s pojavom bolesti na razini
usporedbe bolesnika i kontrola, unutar skupine bolesnika uocene su pojedine povezanosti s
organskim manifestacijama i s dijelom laboratorijskih pokazatelja. Takav obrazac upuéuje na
to da GST varijabilnost u IgA vaskulitisu vjerojatnije sudjeluje u oblikovanju fenotipa bolesti

nego u samom nastanku bolesti [2, 18-19, 59-60].

5.1. Povezanost GSTA1 s pojavom bolesti i klinickim fenotipom IgA vaskulitisa

Raspodjela alela i genotipova GSTA1 izmedu bolesnika s IgA vaskulitisom 1 kontrola nije
pokazala jednozna¢nu i stabilnu razliku u svim analizama. Ipak, u genotipskoj raspodjeli
zabiljezen je signal za TT genotip, koji je bio ¢e$¢i medu bolesnicima nego medu kontrolama.
Takav nalaz moZe upucivati na mogucu povezanost GSTA1 s osjetljivos¢u za bolest, ali ga
treba tumaciti s oprezom jer je u kontrolnoj skupini _utvrdeno odstupanje od Hardy-
Weinbergove ravnoteze. Zbog toga se ovaj rezultat ne moze promatrati kao ¢vrst dokaz, nego
prije kao nalaz koji zahtijeva dodatnu proyjeru na drugom uzorku i uz stroZzu metodolosku
kontrolu. Takvo tumacenje u skladu je s opéimmacelima interpretacije genetsko-asocijacijskih
studija u IgA vaskulitisu, gdje odstupanje od ocekivane genotipske raspodjele moze umanjiti
uvjerljivost nalaza, osobito u manjim kontrolnim skupinama [19, 59]. Kada su analizirana
klinicka obiljezja bolesti unutar skupine bolesnika, za GSTA1 nisu uocene jasne i dosljedne
razlike u glavnim organskim manifestacijama bolesti. Nije utvrdena stabilna povezanost s
gastrointestinalnim zahvaéanjem, nefritisom ni recidivima. Time se pokazuje da eventualni
ucinak ove varijante, ako postoji, nije’dovoljno snazan da bi se jasno ocitovao kroz najvaznije
klinicke ishode bolesti u ovoj kohorti. Takav obrazac nije neocekivan jer se i u drugim
imunoloski posredovanim bolestima GSTA1 ceSce povezuje s modulacijom bioloskog
odgovora, ekspresijom enzima ili odgovorom na terapiju nego s jednostavnom prisutnoséu ili
odsutnos¢u bolesti [16, 58, 61-62]. Laboratorijski nalazi prema GSTA1 genotipu bili su
donekle zanimljivi, ali bez jasnog i jedinstvenog obrasca. U skupini nositelja TT genotipa

zabiljezene su nize prosjecne vrijednosti eritrocita, hemoglobina i hematokrita u odnosu na
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druge genotipske skupine. Takav nalaz nije lako izravno povezati s bioloSkom funkcijom
GSTAI, ali moze upucivati na razlike u optere¢enju bolesti, u dobi i spolu ispitanika ili na
utjecaj drugih klinickih ¢imbenika koji nisu bili jednako rasporedeni medu podskupinama.
Budu¢i da u istim analizama nisu utvrdene stabilne razlike u klasicnim wupalnim i
koagulacijskim pokazateljima, poput CRP-a, fibrinogena, D-dimera, protrombinskog vremena
ili APTV-a, tesko je govoriti o jasno izdvojenom laboratorijskom profilu povezanom s GSTAL.
Zato rezultate za ovaj lokus treba tumaciti oprezno i bez /presirokih zakljuCaka. U
funkcionalnom smislu, GSTAL varijante mogu djelovati preko promjene ekspresije enzima i
time mijenjati kapacitet detoksikacije reaktivnih metabolita, ali takav u¢inak ne mora nuzno
dovesti do jasno prepoznatljivog klinickog fenotipa u svakoj kohorti [7, 16, 58]. Vazan detalj
jest 1 razlika u spolnoj raspodjeli medu genotipskim skupinama GSTAI1. Ako je odredeni
genotip neravnomjerno rasporeden po spolu, dio razlika u drugim varijablama-moze barem
djelomice biti posredovan spolom, a ne samim genotipom. To je osobito vaZno u bolesti u kojoj
postoji blaga predominacija muskog spola, a dio klini¢ckih manifestacija vezan je uz spolno
specifi¢ne organe. Zbog toga bi u buduc¢im analizama GSTA1 bilo korisno ukljuciti dob i spol
kao kovarijate [1-2, 18].

5.2. Poyvezanost GSTMI s pojavom bolesti i klinickim fenotipom IgA vaskulitisa

U usporedbi bolesnika i kontrola za GSTMI1 nije utvrdena statisticki znacCajna razlika u
raspodjeli genotipova. To zna¢i da GSTM1-null genotip.u ovoj kohorti nije bio povezan s time
hoce li dijete razviti IgA vaskulitis. Time se GSTM1 ne izdvaja kao lokus koji bi nosio snazniji
ucinak na samu pojavnost bolesti. Taj je nalaz u skladu s recentnim radom iste istrazivacke
skupine, u kojem GSTMI1 nije pokazao jasnu povezanost s ukupnom osjetljivoséu za IgA
vaskulitis, ali su uoceni signali na razini pojedinih fenotipskih obiljezja bolesti [19].

S druge strane, unutar skupine bolesnika GSTM1 je pokazao povezanost s pojedinim klini¢kim
manifestacijama. NajizraZeniji nalaz.odnosio se na gastrointestinalno zahvacanje, koje je bilo
ceS¢e medu nositeljima GSTMI1-null genotipa nego medu nositeljima GSTM1-present
genotipa. Taj je rezultat fenotipski uvjerljiv jer gastrointestinalne manifestacije u IgA
vaskulitisu predstavljaju vaZan dio akutne klinic¢ke slike 1 mogu biti povezane s teZzim tijekom
bolesti. U patofiziolosSkom smislu takva povezanost ima smisla. Crijevna sluznica i pripadna
mikrovaskulatura tijekom sistemske upale izloZzene su pojacanom oksidacijskom i

imunoloSkom opterec¢enju. Ako je detoksikacijski kapacitet smanjen zbog izostanka aktivnosti
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GSTMI1, moze do¢i do vece osjetljivosti endotela i lakSeg odrzavanja upalnog procesa u
crijevnom sustavu. Takvo tumacenje podupiru suvremeni prikazi patogeneze IgA vaskulitisa,
koji naglasavaju vaznost mukoznog imuniteta, endotelne aktivacije, oksidacijskog stresa i
mikrovaskularnog oSte¢enja u razvoju gastrointestinalnih manifestacija bolesti [2, 18, 34, 45].
Opcenito, GSTMI1-null genotip u drugim je stanjima povezan sa smanjenim kapacitetom
konjugacije i ve¢om osjetljivos¢u na oksidacijsko ostecenje, Sto dodatno €ini ovajnalaz bioloski
uvjerljivim [6-7, 63].

Uz gastrointestinalne manifestacije, urogenitalna obiljezja dala su dodatnu dimenziju
tumacenja. Skrotalni otok bio je ¢e$¢i medu nositeljima GSTM1-present genotipa nego medu
nositeljima GSTM1-null genotipa. Taj nalaz pokazuje da u¢inak GSTM1 nije jednostavan i
linearan. Isti lokus moze biti povezan s razli¢itim fenotipskim izrazajima bolesti u razli¢itim
smjerovima, ovisno o tkivu i lokalnim mehanizmima upale. Zbog toga GSTM1 nije opravdano
tumaciti kao lokus koji jednostavno povecava ili smanjuje ukupnu aktivnost bolesti, nego kao
¢imbenik koji moze mijenjati sklonost prema pojedinim manifestacijama. Sli¢no se i u drugim
bolestima povezanim s upalom i oksidacijskim optere¢enjem GST varijante ¢eS¢e promatraju
kao modulatori fenotipa, prognoze ili'odgovora na terapiju nego kao. jedini.ili glavni uzrok
bolesti [7, 64—67]. Laboratorijski nalazi prema GSTML1 genotipu pokazali su nekoliko razlika,
ali ni ovdje nije utvrden jedinstven obrazac koji bi se mogao jednostavno svesti na ,,jacu ili
,slabiju® upalu/ U skupini nositelja GSTM1-present genotipa sedimentacija eritrocita bila je
visa, urejaniza, a fibrinogen visi nego u skupini nositelja GSTM1+<null genotipa. Takvi nalazi
upucuju.na to da GSTM1 moze biti povezan s heterogenoScu sustavnog odgovora, ali bez
jednostavne i dosljedne laboratorijske slike. Na laboratorijske pokazatelje pritom mogu utjecati
I vrijeme uzorkovanja, terapija, faza bolesti i interkurentna stanja. Zato laboratorijske razlike
za GSTMI treba promatrati kao pomo¢ni dio fenotipskog obrasca, a ne kao samostalni dokaz
bioloSkog ucinka. Vazno je istaknuti da je u djece s IgA vaskulitisom ve¢ ranije opisana
povezanost oksidacijskog stresa s aktivnosc¢u bolesti i bubreznim oSte¢enjem, ali bez jasne i
jednostavne veze izmedu pojedinog biomarkera i pojedinog klini¢kog ishoda [9-10, 17]. Od
povezanost s gastrointestinalnim zahvac¢anjem. Taj nalaz opravdava daljnja istrazivanja
usmjerena na organski fenotip bolesti, umjesto iskljucivo na usporedbu bolesnika i kontrola

[19, 34].
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5.3. Povezanost GSTP1 s pojavom bolesti i klinickim fenotipom IgA vaskulitisa

U pocetnim analizama raspodjela alela i genotipova GSTP1 rs1695 izmedu bolesnika i kontrola
nije pokazala jasnu povezanost s ukupnim rizikom za bolest. Nakon tehni¢kog uskladivanja
heterozigotnih skupina i kona¢nog objedinjavanja zapisa heterozigota, taj nalaz treba prikazati
prema zavrS$noj, o¢is¢enoj bazi podataka. Neovisno o toj korekciji, dosadaSnji rezultati ne
upu¢uju na snaznu povezanost GSTP1 rs1695 s pojavom IgA vaskulitisa na razini-osnovne
usporedbe bolesnika i kontrola. Takav rezultat u skladu je s recentno objavljenim podatcima iz
iste istrazivacke skupine, prema kojima GSTP1 nije bio poevezan s ukupnom osjetljivoscu za
bolest, nego prije s pojedinim fenotipskim obiljezjima tijekom klini¢kog tijeka [19].

Unutar skupine bolesnika GSTP1 se izdvojio prije svega kroz povezanost s urogenitalnim
manifestacijama, osobito sa skrotalnim otokom. Taj nalaz je klini¢ki zanimljiv, ali ga treba
tumaciti oprezno. Urogenitalne manifestacije ne pojavljuju se u velikom broju bolesnika, pa su
apsolutni brojevi unutar pojedinih genotipskih skupina mali. U takvim okolnostima i mala
promjena broja dogadaja moze utjecati na p-vrijednost i na ukupni dojam stabilnosti nalaza.
Zato se povezanost GSTP1 s-ovim fenotipom ne moze smatrati kona¢no potvrdenom, ali se
moze opisati kao signal koji zasluzuje provjeru na ve¢em uzorku. Bioloska je uvjerljivost takve
povezanosti ipak moguca jer GSTP1, osim u detoksikaciji, sudjeluje i-u.regulaciji signalnih
putova povezanih sa stanicnim stresom i upalom, pa bi promjena njegove aktivnosti mogla
utjecati na lokalni intenzitet vaskularne upale u pojedinim organskim sustavima [6-8].
Laboratorijski nalazi-prema GSTP1 genotipu pokazali su nekoliko izdvojenih razlika. Medu
njima su najvise pozornosti privukli D-dimeri, a nakon korekcije tablica i objedinjavanja
heterozigotnih zapisa u kona¢noj analizi treba navesti samo one razlike koje ostanu stabilne. D-
dimer je zanimljiv pokazatelj jer povezuje upalu, aktivaciju koagulacije i oStecenje
mikrovaskulature, $to je patofizioloski blisko promjenama koje se javljaju u aktivnoj fazi IgA
vaskulitisa. Ako GSTP1 rs1695 mijenja enzimsku ucinkovitost u obradi oksidacijskih
produkata, moguce je da se to postedno odrazava i na intenzitet endotelne aktivacije i
koagulacijskog odgovora. Takvo tumacenje uklapa se u danaSnje razumijevanje bolesti, prema
kojem su vaskularna upala, aktivacija komplementa i endotelna disfunkcija usko povezane s
klinickom slikom bolesti [18, 30, 45, 68]. U drugim autoimunim bolestima GSTP1
polimorfizam pokazao je klini€¢ku vaznost ponajprije u kontekstu odgovora na ciklofosfamid 1
modifikacije ishoda bolesti, a manje kao univerzalni lokus osjetljivosti, Sto dodatno podupire
oprezno tumacenje dobivenih nalaza [64, 69—71]. UnatoC tome, nalaze za GSTP1 treba tumaciti

suzdrzano jer su neke genotipske skupine malobrojne, a dio laboratorijskih varijabli podloZzan
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velikoj rasprSenosti vrijednosti. To vrijedi i za imunoloSke pokazatelje, napose za ukupni IgE.
Ukupni IgE u djec¢joj dobi pokazuje veliku biolosku varijabilnost i osjetljiv je na atopiju,
alergije, infekcije 1 druge ¢imbenike koji nisu nuzno vezani uz samu bolest. Uz to, raspodjela
takvih podataka Cesto nije normalna, pa aritmeticka sredina moze biti pod jakim utjecajem
ekstremnih vrijednosti. Zbog toga taj nalaz nije prikladno isticati kao €vrst dokaz promijenjenog
imunoloskog profila povezanog s GSTP1, nego prije kao metodoloski osjetljiv rezultat [2, 72].
Za GSTP1 je zato najsigurnije zakljuciti da se ovaj lokus u ovoj kohorti nije jasno povezao s
ukupnom pojavnoscu bolesti, dok su unutar skupine bolesnika uoceni pojedini fenotipski 1
laboratorijski signali koji trebaju biti potvrdeni nakon konaéne korekcije baze i na veéem

uzorku [19].

5.4. Povezanost GSTT1 s pojavom bolesti i klinickim fenotipom IgA vaskulitisa

Ni za GSTT1 nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu bolesnika i kontrola u osnovnoj
raspodjeli genotipova. Time.-se. GSTT1, kao ni GSTM1, ne izdvaja kao lokus povezan s
ukupnim rizikom za razvoj bolesti u analiziranoj populaciji. Taj nalaz uklapa se urezultate vase
osnovne genetske analize 1 u Siri okvir spoznaja prema kojima pejedini. GST lokusi nemaju
nuzno jednak ucinak na osjetljivost za bolest 1 na njezin klini¢ki tijek [7, 19].

Kod analize klinickih obiljezja unutar skupine bolesnika za GSTTI nisu zabiljeZene jasne 1
stabilne povezanosti s glavnim organskim. manifestacijama bolesti. Nije utvrden dosljedan
obrazac koji bi upucivao na povezanost s gastrointestinalnim zahvaéanjem, nefritisom ili
recidivima. Time rezultati za GSTT1 ostaju slabije izrazeni nego za GSTM1. Sli¢no tomu, i u
drugim bolestima povezanima s oksidacijskim stresom GSTT1 ponekad pokazuje ucinak tek u
kombinaciji s drugim GST varijantama ili u specificnim podskupinama bolesnika, a ne kao
samostalan i snazan prediktor fenotipa [63, 65].

Medu laboratorijskim pokazateljima kod GSTT]1 se izdvojilo protrombinsko vrijeme, odnosno
PV/INR. Budu¢i da je rije€ o izoliranom nalazu, i njega treba tumaciti oprezno. Protrombinsko
vrijeme moze biti osjetljivo na niz preanaliti¢kih 1 klini¢kih ¢imbenika, ukljucujuci vrijeme
uzorkovanja, terapiju i interkurentna stanja. Kada se za neki lokus ne vidi stabilniji signal ni na
razini pojavnosti bolesti ni na razini vecine klini¢kih fenotipova, a izdvoji se samo jedan
laboratorijski parametar, razumnije ga je opisati kao mogucéi trag za daljnju provjeru nego kao

pouzdano potvrden bioloski obrazac. Za GSTT1 se stoga moze zakljuciti da u ovoj kohorti nije
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pokazao jasnu povezanost ni s pojavom bolesti ni s glavnim fenotipskim obiljezjima IgA

vaskulitisa, dok pojedini laboratorijski nalazi ostaju otvoreni za dodatnu provjeru [19, 30].

5.5. Povezanost GST varijanti s nefritisom i recidivima

Bez obzira na analizirani GST lokus, u ovom istrazivanju nisu zabiljeZzene jasne i stabilne
razlike u ucestalosti nefritisa medu genotipskim skupinama. Taj je nalaz vazan jer pokazuje
granice u¢inka GST varijanti u ovoj kohorti. Premda oksidacijski stres sudjeluje u upalnim
procesima, bubrezno =zahvadanje u IgA vaskulitisu o¢ito je odredeno sloZenijim
medudjelovanjem imunoloskih, upalnih i genetskih mehanizama. U tom okviru GST geni mogu
imati modulacijski doprinos, ali ne djeluju kao glavni nositelji rizika za razvoj nefritisa. Takvo
je tumacenje u skladu sa suvremenim modelima patogeneze IgA vaskulitisnog nefritisa, u
kojima se naglaSava vaznost galaktozno-deficitarnog 1gA1, imunokompleksa, komplementa,
glomerularne upale i brojnih drugih imunoloskih ¢imbenika [30, 53, 73—77]. Dodatno, recentni
rad o eritrocitnoj GST aktivnesti u djece s IgA vaskulitisom pokazao je da je GST sustav
relevantan u kontekstu bubreznog ostecenja, ali na funkcionalnoj razini aktivnosti enzima, a ne
nuzno na razini pojedinog genotipa [17]. Suvremena istrazivanja pritom_sve vise ispituju
urinarne i druge biomarkere radi procjene bubreznog zahvacanja i predvidanja bubreznih ishoda
[78-80].

Sli¢éno vrijedi i za recidive bolesti. U tablicama prema svim analiziranim GST lokusima broj
recidiva nije pokazao stabilne razlike medu genotipskim skupinama. To upuéuje na to da GST
polimorfizmi u ovom uzorku nisu bili jaki prediktori ponovne aktivnosti bolesti. Takav ishod
treba promatrati i u svjetlu nacina prikupljanja podataka, jer je recidiv analiziran kategorijski,
bez detaljne vremenske dimenzije i bez dublje stratifikacije prema tijeku bolesti. Zbog toga se
moze zakljuciti da u ovom istrazivanju nije utvrdena povezanost GST varijanti s recidivima, ali
1 da samo istraZivanje nije bilo usmjereno na detaljnu procjenu vremenske dinamike njihove
pojave. U literaturi je i sam recidiv.IgA vaskulitisa heterogen ishod, pod utjecajem klini¢kih i

imunoloskih ¢imbenika koji nisu nuzno svedivi na pojedini genetski lokus [3, 81].

5.6. MetodoloSka ogranicenja i znacenje dobivenih nalaza
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Pri tumacenju rezultata treba uzeti u obzir nekoliko metodoloskih ograni¢enja. Prvo, broj
bolesnika prikazan u tablicama s klinickim i laboratorijskim obiljezjima manji je od ukupnog
broja uspjesno genotipiziranih bolesnika. To ne znaci da za ostale bolesnike nije postojala
dokumentacija, nego da za sve ispitanike nisu bile dostupne sve unaprijed definirane varijable
potrebne za pojedinu analizu. Zbog toga se genotipska baza i klini¢ko-laboratorijska baza ne
preklapaju u potpunosti, Sto je vazno jasno navesti kako ne bi nastao dojam metodoloske
nedosljednosti. Drugo, dio genotipskih skupina, osobito u analizama GSTP1, bio je malen, pa
su pojedini rezultati osjetljivi na promjene u vrlo malom broju dogadaja. Trece, veci broj
paralelnih usporedbi povecava mogucnost da se dio statistiCki znacajnih nalaza pojavi slucajno.
Cetvrto, za GSTALI je u kontrolnoj skupini utvrdeno odstupanje od Hardy-Weinbergove
ravnoteze, zbog ¢ega nalaze za taj lokus treba tumaciti s pojaéanim oprezom. Peto, dio rasprave
za GSTP1 mora se konac¢no uskladiti sa zavrSmim rezultatima nakon objedinjavanja
heterozigotnih skupina i ponovne provjere razlika u frekvencijama alela i genotipova. Sva ta
ograni¢enja dobro su poznata u studijama kandidatskih gena u slozenim upalnim bolestima,
osobito kada se analizira viSe fenotipskih ishoda u jednoj kohorti [19, 59]. Unato¢ tim
ograni¢enjima, ovo istrazivanje daje Korisne podatke o povezanosti GST. varijabilnosti s
heterogenosc¢u klinicke slike IgA vaskulitisa u djece. NajizraZeniji signal dobiven je za GSTM1
i gastrointestinalno zahvacanje, dok su za druge lokuse uoc¢ene slabije ili parcijalne povezanosti.
Time se pokazuje da GST varijante u IgA vaskulitisu vjerojatno imaju vise smisla kao
modulatori fenotipa nego kao jaki prediktori same pojavnosti bolesti. Takav zakljucak dobro se
uklapa.u_suvremeno razumijevanje bolesti kao posljedice medudjelovanja imunoloskih,

genetskih i okoliSnih ¢imbenika, a ne djelovanja jednog dominantnog lokusa [2, 18, 53].

5.7. Zavr$no tumacenje

Kada se svi rezultati promotre zajedno, stvara se razmjerno dosljedna slika. GSTM1, GSTT1 i
GSTP1 rs1695 nisu pokazali jasnu. povezanost s ukupnim rizikom za nastanak IgA vaskulitisa
u analiziranoj populaciji djece. GSTA1 je pokazao signal koji moze upucivati na povezanost s
boles¢u, ali taj nalaz ostaje otvoren za dodatnu provjeru zbog odstupanja od Hardy-
Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini. Unutar skupine bolesnika pojavile su se
povezanosti koje su klini¢ki smislenije od samih analiza pojavnosti bolesti. Medu njima se
najvise izdvaja povezanost GSTM1-null genotipa s gastrointestinalnim zahvac¢anjem, dok za

GSTP1 1 GSTT]1 laboratorijski 1 fenotipski nalazi zahtijevaju oprezno i privremeno tumacenje.
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Dobiveni rezultati upucuju na to da GST polimorfizme u IgA vaskulitisu nije najkorisnije
promatrati samo kroz jednostavnu podjelu na bolesnike i kontrole. Mnogo je korisnije
promatrati ih kroz pojedine podfenotipove bolesti i kroz razlike u organskom zahvacanju. U
daljnjim istrazivanjima najvecu bi vrijednost imalo povezivanje GST podataka s vecim i
metodoloski ujednacenijim klinickim bazama, s jasno definiranim fenotipskim skupinama i sa

strozom provjerom lokusa koji odstupaju od oc¢ekivane genotipske raspodjele [7; 19, 59, 82].
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

1.

Polimorfizmi GSTM1, GSTT1 i GSTP1 rs1695 nisu pokazali povezanost s pojavnoscu
IgA vaskulitisa u ispitivanoj populaciji djece.

Za polimorfizam GSTAL C-69T utvrdena je povezanost u recesivnom modelu, uz vecu
ucestalost TT genotipa u bolesnika s IgA vaskulitisom nego'u kontrolama, pri Cemu taj
nalaz zahtijeva oprezno tumacenje zbog odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze
u kontrolnoj skupini.

GSTM1-null genotip bio je povezan s ceS¢om gastrointestinalnom zahvaceno$¢u u
bolesnika s IgA vaskulitisom.

Otok skrotuma pokazao je povezanost s varijantama GSTM1 i GSTP1, §to upucuje na
mogucu povezanost GST varijabilnosti s urogenitalnim fenotipom bolesti.

Analizirane GST varijante nisu pokazale jasnu povezanost s nefritisom ni s recidivima
bolesti.

Pojedini laboratorijski pokazatelji razlikovali su se medu genotipskim skupinama, ali
bez dosljednog obrasca koji biupucivao na jedinstvenu€inak analiziranih GST varijanti
na laboratorijski profil bolesti.

Rezultati 1straZzivanja upu€uju na to da GST varijabilnost u IgA vaskulitisu ima vece

znacenje u.oblikovanju pojedinih klini¢kih fenotipovanegou samoj pojavnosti bolesti.
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8. SAZETAK

IgA vaskulitis najc¢esc¢i je sistemski vaskulitis djecje dobi i1 obiljezen je izrazitom klinickom
raznolikoS¢u, od blazih oblika bolesti do gastrointestinalnih, bubreznih i drugih organskih
manifestacija koje mogu odrediti tezinu i ishod bolesti. U patogenezi bolesti vaznu skupinu
kandidata ¢ine enzimi glutation-S-transferaze, koji sudjeluju u detoksikaciji reaktivnih
metabolita 1 odrzavanju redoks ravnoteze tijekom upale. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati
povezanost delecijskih polimorfizama GSTM1 i GSTT1 te SNP varijanti GSTA1 C-69T
(rs3957357) i GSTP1 Ile105Val (rs1695) s pojavom IgA-vaskulitisa 1 s unaprijed definiranim
klinickim podfenotipovima bolesti u djece iz Republike Hrvatske. Istrazivanje je provedeno
kao multicentri¢cna studija slucajeva i kontrola u pet tercijarnih pedijatrijskih centara u
Republici Hrvatskoj. U analizu su ukljucena 293 bolesnika s IgA vaskulitisom 194 kontrolna
ispitanika. Genotipizacija delecijskih polimorfizama GSTM1 i GSTT1 provedena je metodom
viSestruke lancane reakcije polimerazom, dok su polimorfizmi GSTAL i GSTP1 odredeni
metodama PCR-RFLP i odgovarajuéim pristupima genotipizacije. Uz genotipske podatke
analizirane su klinicke, laboratorijske, biokemijske 1 imunoloske varijable te njithova
povezanost s pojedinim genotipovima. Rezultati su pokazali da GSTMZ1-null, GSTT1-null i
GSTP1 rs1695 nisu bili povezani s pojavom IgA vaskulitisa na razini osnovne usporedbe
bolesnika i kontrola. Za GSTAL C-69T utvrdena je povezanosti u recesivnom modelu, pri ¢emu
je TT genotip bio €es¢i u bolesnika nego u kontrolama, ali tajnalaz treba tumaciti oprezno zbog
odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze u kontrolnoj skupini. Unutar skupine bolesnika
uoCene su povezanosti pojedinih GST varijanti s klinickom slikom bolesti. Gastrointestinalna
zahvacenost ‘bila je ¢eS¢a u bolesnika s GSTM1-null genotipom, dok su urogenitalne
manifestacije bile povezane s GSTM1 i GSTP1 varijantama. Za nefritis i recidive nije utvrdena
stabilna povezanost ni s jednim analiziranim GST lokusom. U laboratorijskim analizama
zabiljezene su pojedine razlike u hematoloskim, upalnim i koagulacijskim pokazateljima medu
genotipskim skupinama, ali bez jedinstvenog obrasca koji bi upuéivao na snaznu i dosljednu
bioloSku povezanost. Dobiveni rezultati upucuju na to da GST polimorfizmi vjerojatno nemaju
jednaku vaznost u pojavnosti bolesti i u klinickim manifestacijama bolesti. Njihov doprinos,
ako postoji, vjerojatnije se ocituje u modulaciji pojedinih manifestacija nego u odredivanju
ukupnog rizika za razvoj bolesti. Istrazivanje pridonosi boljem razumijevanju genetske podloge

i fenotipske heterogenosti IgA vaskulitisa u djece te predstavlja osnovu za buduca istrazivanja
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usmjerena na preciznije definiranje podfenotipova bolesti i njihovo povezivanje s genetskim i

bioloSkim biljezima.

Kljuéne rije¢i: IgA vaskulitis, djeca, glutation-S-transferaze, GSTM1, G GSTA1,

GSTP1, genetski polimorfizmi, nefritis, gastrointestinalna zahvac¢enost
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9. SUMMARY

IgA vasculitis is the most common systemic vasculitis in childhood and is characterized by
marked clinical heterogeneity, ranging from mild disease to gastrointestinal, renal, and other
organ manifestations that may influence disease severity and.outcome. Glutathione S-
transferases are relevant candidate enzymes in disease pathogenesis because they participate in
the detoxification of reactive metabolites and the maintenance of redox balance during
inflammation. The aim of this study was to investigate the association of GSTM1 and GSTT1
deletion polymorphisms and GSTA1l C-69T (rs3957357) and GSTP1 HelO5Val (rs1695)
variants with the occurrence of IgA vasculitis and with predefined clinical subphenotypes of
the disease in children from Croatia. This multicenter case-control study was conducted in five
tertiary pediatric centers in the Republic of Croatia. The analysis included 293 patients with
IgA vasculitis and 94 controls. GSTM1 and GSTT1 deletion polymorphisms were determined
by multiplex polymerase chain reagction, whereas GSTAL and GSTP1 variants«were analyzed
using PCR-RFLP and corresponding genotyping methods. In addition.to genotypic data,
clinical, laboratory, biochemical, and immunological variables were evaluated and compared
across genotype groups. The results showed that GSTM1-null, GSTTZ1-null, and GSTP1 rs1695
were not associated with the occurrence of IgA vasculitis in the primary comparison between
patients and controls. For GSTAL C-69T, an association was observed in the recessive model,
with the TT genotype more frequent in patients than in ‘controls; however, this finding should
be interpreted with caution because deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was observed
in ‘'the control group. Within the patient group, several GST variants were associated with
specific clinical manifestations. Gastrointestinal involvement was more frequent in patients
with the GSTM1-null genotype, while urogenital manifestations were associated with GSTM1
and GSTP1 variants. No consistent association was found between any analyzed GST locus and
nephritis or disease relapse..Laboratory analyses revealed selected differences in hematological,
inflammatory, and coagulation parameters between genotype groups, but without a consistent
pattern indicating a strong biological association. These findings suggest that GST
polymorphisms are unlikely to play the same role in overall disease susceptibility and clinical
expression. If present, their contribution is more likely reflected in the modulation of individual
disease manifestations than in determining the overall risk of disease onset. This study

contributes to a better understanding of the genetic background and phenotypic heterogeneity
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of childhood IgA vasculitis and provides a basis for future research focused on more precise

definition of disease subphenotypes and their relationship with genetic and biological markers.

Keywords: IgA vasculitis, children, glutathione S-transferases, GSTM1, G GSTA1,

GSTP1, genetic polymorphisms, nephritis, gastrointestinal involvement
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