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Sazetak

KONCENTRACIJA INTERLEUKINA 6 I TNF ALFA U SLINI BOLESNIKA S
INAKTIVNOM MULTIPLOM SKLEROZOM I KOEGZISTIRAJUCIM
HASHIMOTOVIM TIREOIDITISOM

Cilj istrazivanja je usporediti koncentracije interleukina-6 i TNF-a u krvi i slini bolesnika s
inaktivnom multiplom sklerozom i Hashimotovim tireoiditisom i onih bolesnika s inaktivnom
MS i zdravom S§titnjacom. Uzeti su uzorci sline 1 krvi 130 bolesnika u inaktivnoj fazi MS na
Klinici za neurologiju, a laboratorijske analize uzoraka su izvrSene u laboratoriju Klinike za
onkologiju i nukearnu medicinu Klinickog bolni¢kog centra Sestre Milosrdnice. Bolesnici su
podijeljeni u dvije skupine: oni koji imaju zdravu Stitnjacu i bolesnici s HT-om. Ne postoji
statistiCki znacajna razlika izmedu razine IL-6 i TNF-a u krvi i slini u zadanim grupama.
Medutim, postoji statisticki znacajna korelacija izmedu razine IL-6 iz sline 1 IL-6 iz krvi (r =
0,363; p <0,01), statisticki znacajna korelacija izmedu razine IL-6 iz sline 1 TNF-a iz krvi (r =
0,187; p < 0,01) i postoji statisticki znacajna korelacija izmedu razine IL-6 iz krvi 1 TNF-a iz
krvi (r = 0,432; p < 0,01). Takoder, postoji statisticki znacajna razlika u razini TSH u skupini
eutireoidnih bolesnika s poviSenom razinom protutijela na Stitnja¢u (TPO 1 TgA) u odnosu na
bolesnike s razinom protutijela u referentnom intervalu (t = 3,324; df = 128, p < 0,01). Indeks
tjelesne mase, proSirena ljestvica statusa onesposobljenosti i puSenje ne koreliraju s razinom
IL-6 1 TNF-a u krvi 1 slini.

Iako nismo dokazali razliku u razini interleukina 6 i TNF-o u krvi i slini u dvije skupine,
dokazali smo znacajnost sline kao dijagnostickog uzorka jer u viSe parametara korelira s
razinom u krvi. Takoder smo pokazali vaznost odredivanja TPO i1 TgA protutijela Stitnjace jer
je razina TSH u eutireoidnih bolesnika statisticki znacajno visa kod bolesnika s povisenim

protutijelima.

Kljuéne rije€i: multipla skleroza, Hashimotov tireoiditis, interleukin-6, TNF-q, slina



Summary

TITLE: THE CONCENTRATION OF INTERLEUKIN 6 AND TNF ALPHA IN SALIVA
OF PATIENTS WITH INACTIVE MULTIPLE SCLEROSIS AND COEXISTING
HASHIMOTO’S THYROIDITIS

Aim: The aim of the study was to compare the concentration of interleukin - 6 and TNF - a in
the blood and saliva of patients with inactive multiple sclerosis and Hashimoto's thyroiditis and

those patients with inactive MS and healthy thyroid.

Materials and methods: This study was approved by the Ethics Committee of Sestre
Milosrdnice University Hospital Centre and by Ethics Committee of the School of Dental
Medicine, University of Zagreb, Zagreb, Croatia. All participants signed informed consent
according to Helsinki II. All patients fill out the questionnaire with general data, age of
diagnosis, duration of remission, therapy, supplements, diet, malignancy, smoking and alcohol
abuse. Patients with other autoimmune diseases and dental works are excluded. Also,
inadequate specimens were excluded. Saliva and blood samples were taken from 130 patients
in the inactive phase of multiple sclerosis at the Department of Neurology, and laboratory
measurements were performed in the laboratory of the Department for Oncology and Nuclear
Medicine of the University Hospital Center Sestre Milosrdnice. Patients are divided into two
groups: those who have a healthy thyroid and patients with Hashimoto’s thyroiditis. In all
patients, routine blood tests, TSH, fT4, T3, TPO, TGA, CRP were made. Saliva and serum
were collected for IL-6 and TNF-a. Whole saliva samples were collected with SalivaBio's 2 mL
cryovials and the Saliva Collection Aid (exclusively from Salimetrics, State College, PA), a
collection device specifically designed to improve volume collection and increase participant
compliance and validated for use with salivary. Unstimulated , whole saliva, is gold standard in
saliva collection, was collected by passive drool technique in order to maintain consistency in
the type of sample collected. Immediately after collection, samples are frozen at -20° C. On the
day of assay, the samples were thawed, vortexed and centrifuged for 15 minutes at 396 xg on a
Rotina 35R centrifuge (Hettich, Kirchlengern, Germany). IL-6 and TNF-a in serum were
measured on an Immulite 1000 automatic immunochemistry analyzer (Siemens Healthcare
Diagnostics, Erlanger, Germany), with chemiluminescent immunoassay method as well as
TNF-a in saliva. IL-6 in saliva was measured by commercial kit (Salimetrics, PA, SAD) with

ELISA (Enzyme - Linked ImmunoSorbent Assay). TNF-a and IL-6 levels were expressed in



pg/mL. Peripheral blood samples were collected by venipuncture in two Vaccuete® red cap
serum tubes with clot activator (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), for CRP, TSH, {T4,

fT3, A-TPO, A-TG, IL-6, TNF-a, and one tube with KHEDTA, lavender cap for complete blood

count (CBC). Blood for serum testing was centrifuged for 10 minutes at 3500 g in a minute.
CRP, TSH, FT4, A-TPO, A-TG were analysed immediately, and for IL-6 and TNF-a, two
aliquots (2x550um) of serum samples were immediately frozen at -20°C until analysis. CRP
was determined by immunoturbidimetry on an clinical chemical analyzer Architect ¢8000
(Abbott, Illinois, SAD), using calibrators and controls. The recomended reference value for
CRPis <5 mg/L. TSH, FT4 and FT3 were determined at immunoassay analyzer Abbott 12000
(Abbott, Illinois, SAD), chemiluminescence method, and A-TPO 1 A-TG with analyzer Cobas
€601 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), electrochemiluminescence method. CBC was
performed at DxH 520 (Beckman-Coulter, Brea, SAD) analyzer. The recomended reference
values fo TSH is 0.35 - 4.94 mIU/L, FT4: 9.01 - 19.05 pmol/L, A-TPO: <34 kIU/L and A-TG:
< 115 kIU/L. IL-6 and TNF-a in serum and salival TNF-a, after were defrosted by leaving at
room temperature until liquid state, were analyzed on Immulite1000 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Erlangen, Germany) by the chemiluminescent enzyme immunometric method
using original Siemens reagents and adjustors according to manufacturer's instructions. Teeth
were washed one hour before colecting specimen and fasting for 12 hours, without any oral
disease, injuries and inlammation of oral cavity. Statistical analysis was performed using the
IBM SPSS Statistics, version 22.

Results: There is no statistically significant difference between the levels of IL-6 and TNF-a
in blood and saliva in the given groups. However, there is a statistically significant correlation
between salivary IL-6 level and blood IL-6 (r = 0,363; p < 0,01), a statistically significant
correlation between salivary 1L-6 levels and blood TNF-a (r = 0,187; p < 0,01) and there is
statistically significant correlation between blood IL-6 levels and blood TNF-a (r = 0,432; p <
0,01). Also, there is a statistically significant difference in TSH levels in the group of euthyroid
patients with elevated antibody levels compared to patients with antibody levels in the reference
interval (t = 3.324; df = 128, p < 0,01). BMI, EDSS, and smoking do not correlate with blood
and saliva levels of IL-6 and TNF-q.

Conclusion: Although we did not prove a difference in the level of interleukin-6 and TNF-a in
blood and saliva in the two groups, we proved the significance of saliva as a diagnostic sample
because in several parametars it correlates with the level in the blood. We also demonstrated

the importance of determing TPO and TgA thyroid antibodies because TSH levels in euthyroid



patients were statistically significantly higher in patients with elevated antibodies.

Keywords: Multiple Sclerosis, Hashimoto's thyroiditis, interleukin-6, TNF-a, Saliva
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POPIS OZNAKA I KRATICA

IL - interleukin

gp130 - glikoprotein 130 kDa

IL-6R - interleukin-6 receptor

BSF-2 - humani B-stani¢ni diferencijacijski faktor 2

ELISA - (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) - enzimski imunosorbentni test
HT - Hashimotov tireoiditis

IL-6 - Interleukin-6

IL-1 - Interleukin-1

IL-11 - Interleukin-11

IL-15 - Interleukin-15

TNF-a - (tumor necrosis factor alpha), faktor tumorske nekroze alfa
PDGF - (Platelet derived growth factor) — trombocitni faktor rasta
STAT3 - (signal transducer and activator of transcripton 3) - transduktor signala i aktivator
transkripcije 3

RA - reumatoidni artritis

GD - (Graves's disease) — Gravesova bolest

SLE - sistemski eritemski lupus

MMP - (matrix metalloproteinase) — matri¢na metaloproteinaza
OLP - oralni lichen planus

MS - multipla skleroza

BMI - (body mass index), indeks tjelesne mase

EAE - eksperimentalni autoimuni encefalitis

CRP - C-reaktivni protein

EBYV - virus Epstein Barr

CMV - citomegalovirus

PSA - antigen specifi¢an za prostatu

RRMS - relapsno remitentna multipla skleroza

SPMS - sekundarno progresivna multipla skleroza

PPMS - primarno progresivna multipla skleroza

CLIA - (chemiluminescent immunoassay) - kemiluminiscentni imunoese;j
CIS - (clinically isolated syndrome) — klinicki izolirani sindrom

RIS - (radiologically isolated syndrome) - radioloski izolirani sindrom



MR - magnetska rezonanca

HLA - (human leukocyte antigen) — ljudski leukocitni antigen

DMT - disease modifyng therapy

EDSS - (Expanded Disability Status Scale) — prosirena ljestvica statusa onesposobljenosti
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1. UVOD

1.1 Interleukini

Citokini su velika skupina malih proteina veli¢ine 5-20 kDa, vazna u signalizaciji stanica. Po
strukturi su peptidi i ne mogu prijec¢i lipidni dvosloj stanica da bi usli u citoplazmu. Ukljuceni
su u autokrino, parakrino i endokrino signaliziranje kao imunomodulirajuéi agensi. U citokine
spadaju kemokini, interferoni, interleukini, limfokini i tumorski faktor nekroze. Citokine
proizvodi Siroki spektar stanica ukljuCuju¢i makrofage, B-limfocite, T-limfocite, mastocite,
endotelne stanice, fibroblaste i razne stromalne stanice. Citokini djeluju preko receptora na
stanicama i komunikacija su izmedu stani¢nog i humoralnog imunoloskog sustava (1). Citokini

se svrstavaju u skupine ovisno o strukturi i specificnosti receptora (2).

1.1.1 Interleukin 6

Interleukin-6 (IL-6) proupalni je citokin i protuupalni miokin koji sudjeluje u patogenezi
kroni¢nih upalnih 1 razli¢itih autoimunosnih bolesti (3). Skupini IL-6 pripadaju citokini koji se
koriste glikoprotein 130 kDa (gp130) kao signalnom receptorskom podjedinicom. Zasad ove
kriterije ispunjava osam citokina (4). Skupina IL-6 citokina ima mnogo funkcija, kao §to su
stimulacija B-stani¢nog odgovora, aktivacija proteina akutne faze u jetri, balansiranje izmedu
efektorskih 1 regulatornih T-stanica, u metaboli¢koj i neuroloskoj regulaciji (5). Vezanjem na
receptor (IL-6R) zapocinje klasi¢ni i transsignalni put. Karakteristika je ve¢ine autoimunosnih
bolesti hiperprodukcija IL-6. Povecana razina IL-6 karakteristi¢na je za razli¢ite tumore i moze
biti prognosti¢ki pokazatelj. U imunosnom sustavu u regulaciji proliferacije i diferencijaciji B-
stanica u protutijela, glavnu ulogu imaju T-stanice. Pojedine uloge T-stanica mogu se zamijeniti
ili posredovati pomocu solubilnih faktora kao $to su limfokini ili monokini koje lu¢e T-stanice.
Humani B-stani¢ni diferencijacijski faktor-2 (BSF-2) potice zavr$no sazrijevanje B-stanica u
stanice koje lu¢e imunoglobuline. BSF-2 je citokin koji ima 184 aminokiseline (26kDa), a
poslije je preimenovan u interleukin-6 (6). IL-6 proizvode mnoge imunoloske 1 neimunoloske
efektorske stanice ukljucujuéi T 1 B stanice, fibroblaste, monocite, keratinocite, mezangijske
stanice, stanice glije, endotelne stanice i razne tumorske stanice (7, 8). Razliciti agensi, kao §to
su interleukin-1 (IL-1), faktor tumorske nekroze alfa (TNF-a), trombocitni faktor rasta (PDGF),
bakterijske i virusne infekcije, mogu izazvati produkciju IL-6. Receptori za IL-6 imaju najvecu
ekspresiju na T 1 B stanicama, monocitima, makrofagima, neutrofilima, kao i na stanicama

pankreasa, i na hepatocitima (8).
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Receptor za IL-6 postoji u transmembranskom i solubilnom obliku. Solubilni je oblik neki oblik
proteolizom razdijeljenog transmembranskog oblika receptora za IL-6 ili spojenih produkata
IL-6 mRNA (7). Citoplazmatska domena receptora za IL-6 jako je kratka i ne sadrzava niti
jednu cjelovitu sekvencu ili kinaznu domenu.

Vezanjem IL-6 na jedan od dvaju oblika receptora za IL-6 nastaje kompleks koji sadrzi signalnu
podjedinicu glikoprotein 130 (gp130), koja pokrece signalni put. Osim podjedinice gp130,
signalni put pokrecu i razni drugi citokini kao $to je onkostatin M, IL-11, cilijarni neurotrofni
faktor i kardiotrofin-1 (7).

Dode li do vezanja IL-6 na kompleks transmembranskog IL-6 receptora/gp130, aktivira se
klasi¢ni signalni put, a dode li do vezanja IL-6 sa solubilnim receptorom i gp130, transsignalni
put (8). Klasi¢ni je signalni put ogranicen na stanice koje imaju ekspresiju 1 IL-6 receptora i
gp130, dok je transsignalni put otvoren za sve stanice koje imaju gp130.

Razlic¢iti su bioloski u¢inci IL-6 na imunost.

T-pomoc¢nicke stanice presudne su u gotovo svim autoimunosnim bolestima. Stres i okoliSni
¢imbenici induciraju aktivaciju 1 diferencijaciju T-stanica u razli¢ite skupine stanica s razli¢itim
efektorskim ulogama. Stanice Th-1 1 Th-2 uglavnom su odgovorne za uklanjanje intracelularnih
1 ekstracelularnih patogena. Stanice Th-2 posreduju reakcije na alergene. Najmoc¢nije stanice
koje predoCuju antigen, dendriticke stanice, luce IL-6 i inhibiraju diferencijaciju T-stanica u
Th2 te taj nacin imaju negativnu ulogu u razvoju Th2 (9).

Th-17 stanice jesu skupina T-stanica razlic¢ita od stanica Thl i Th2 (10), i povezane su s
klini€¢kim manifestacijama u brojnim autoimunosnim bolestima (11, 12).

[ako se IL-6 u pocetku oznaCavao kao humani B-stani¢ni faktor diferencijacije, utjecaj u
hematopoetskom sustavu nije samo na B-stanice. Blokadom gena za IL-6 zaustavlja se
prezivljenje 1 obnova hematopoetskih mati¢nih stanica i progenitornih stanica (12). Manjak IL-
6 prekida ravnotezu izmedu proliferacije i diferencijacije progenitornih stanica granulocitno-
monocitne, megakariocitne 1 eritrocitne loze u zrele krvne stanice te dovodi do prekida
ravnoteze izmedu proliferacije i diferencijacije progenitornih stanica (13). Zanimljivo je da IL-
6 moze potaknuti i inhibirati nastanak limfoma, ovisno o fazi hematopoeze (14). Povisena
razina IL-6 1 potencijal neuroloskih stanica da proizvode IL-6 u razli¢itim neuroloskim
poremecajima, otvaraju pitanje uloge IL-6 u neuroloskim bolestima: ponasaju li se kao
proupalni citokini, neurotropni faktor ili oboje (15). IL-6 ima vaznu ulogu u odrzavanju
homeostaze Ziv€anog sustava, dok njegova odsutnost smanjuje aktivaciju glije u traumatskim
ozljedama mozga te uzrokuje poremecaje spavanja (16, 17, 18). U mozgu su fizioloski prisutne

male kolic¢ine IL-6, ali su razine povisene kod bolesti kao Sto je Parkinsonova 1 Alzheimerova

2
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bolest (19, 20). Povezanost IL-6 s kardiovaskularnim bolestima prvi je put zabiljeZena u tri
bolesnika s miksomom koji su lucili IL-6. Kirurski su uklonjeni, a razina IL-6 se normalizirala
(21). Budu¢i da upala doprinosi razvoju ateroskleroze i1 kardiovaskularnih bolesti, dugotrajna
povisena koncentracija IL-6 poveca rizik od koronarne bolesti (22, 23). U akutnoj fazi bolesti
regulacija IL-6 djeluje protektivno na srce, dok dugotrajna povisena razina IL-6 izaziva
hipertrofiju sréanog misica i ugrozava sr¢anu kontraktilnost (24).

PoviSena razina IL-6, kao i drugih citokina, prisutna je u razli¢itim plu¢nim bolestima. Nije
poznato je li IL-6 nusprodukt odredenog upalnog procesa (25). Lokalna proizvodnja IL-6 potice
diferencijaciju stanica Th-17 u plu¢ima i uzrokuje oSte¢enje pluca u bolesnika koji su razvili
sindrom idiopatske pneumonije poslije transplatacije mati¢nih stanica (26).

IL-6 regulira jetrenu funkciju. Iako drugi monokini kao IL-1 i TNF-a utjeCu na pojedine
receptore u jetri, IL-6 jaci je induktor akutne faze sinteze proteina u jetri u usporedbi s ostalima
(7).

Imunohistokemijski uzorci crijeva s aktivnim ulceroznim kolitisom imaju znacajno vecéu razinu
IL-6 1 fosforiliranth STAT3 pozitivnih epitelnih stanica od bolesnika s inaktivnim ulceroznim
kolitisom tj. kontrolnom skupinom (27). Aktivacijom kompleksa IL-6/IL-6R ubrzan je
imunosni odgovor u Crohnovoj bolesti (28).

Intraepitelni limfociti koji proizvode IL-6 odmah po oStecenju crijeva, imaju protektivnu ulogu
u cijeljenju rana inducirajuci epitelnu proliferaciju. Inhibicija IL-6 prijec¢i reparaciju oSte¢enja
(29).

Brojna istrazivanja pokazuju da IL-6 ima proupalnu ulogu u murinim modelima lupusnog
nefritisa (30).

IL-6 se nalazi u stanicama nazofaringealnog karcinoma. Povezan je i s karcinomima nastalim
iz tumora povezanih s kolitisom (31). Progenitorne stanice bolesnika s karcinomom prostate
imaju visoke razine IL-6R (32).

Rast tumora ovisi o adekvatnom tumorskom mikrookruzenju, a njegovo Sirenje ovisi o sinergiji
tumorskih stanica i okolisa (33).

Tumorogeneza posreduje IL-6, $to je izrazeno 1 kod adenokarcinoma dojke.

Formiranje novih krvnih zila kriti¢ni je korak u diseminaciji solidnih tumora, a sam je proces
reguliran mnoStvom faktora rasta i citokina.

Razina IL-6 korelira s razinom antigena specificnog za prostatu (PSA) i moze biti prediktor
rezistencije na docetaksel u hormonski neovisnom karcinomu prostate (34). Takoder, razna
istrazivanja pokazuju da IL-6 utjeCe na nastanak rezistencije na kemoterapiju kod karcinoma

pluca i karcinoma jajnika, koji razvijaju rezistenciju na tamoksifen.
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Kloniranjem IL-6 otvorile su se razne mogucénosti za klinicku primjenu. U Castlemanovoj
bolesti, koju obiljezava hiperplazija limfnih ¢vorova s infiltracijom plazma stanica, groznica,
anemija, hipergamaglobulinemija i poviSena razina proteina akutne faze, u kulturi stanica
supernatanta ekstirpiranog ¢vora, visoke su koncentracije IL-6, ali ne i drugih citokina (35).
PoviSena razina IL-6 u razli¢itim autoimunosnim bolestima pokazuje da IL-6 ima odlucujucu
ulogu u inicijaciji 1 progresiji bolesti, a blokada IL-6 kao terapijska mogu¢nost. Ljudsko anti-
IL-6R monoklonsko protutijelo (mAb), tocilizumab, koristen je u lijeCenju sedam bolesnika s
multicentricnom Castelmanovom bolesti. LijeCenjem su se osjetno smanjili simptomi bolesti,
smanjila se razina C-reaktivnog proteina (CRP) i anemija (36).

Reumatoidni artritis (RA) je kroni¢na upalna bolest koja se o€ituje simetricnom distribucijom
poliartritisa u malim zglobovima Saka, a moze uzrokovati oSte¢enje hrskavice i kosti i
deformacije zglobova. Patogeneza RA-a kompleksna je i ukljuCuje sinovijalnu proliferaciju 1
aktivaciju imunosnih efektorskih stanica kao Sto su makrofagi, stanice T 1 B koje uzrokuju
poviSenu proizvodnju proupalnih citokina, kemokina, MMP i drugih proteinaza (37).
Hashimotov tireoiditis (HT) lokalizirana je autoimunosna bolest koju obiljezava pretjeran
imunosni odgovor na vlastito tkivo, a uzrokuje dugoro¢nu upalu. Brojni citokini, meduostalom
1 IL-6 sudjeluju u imunosnom odgovoru. Neovisno o funkcionalnom statusu S§titnjace,
primije¢ena je veca razina IL-6 1 IL-15 u skupini bolesnika s poviSenim protutijelima na
tireoidnu peroksidazu u odnosu na kontrolnu, zdravu skupinu bolesnika.

Multipla skleroza (MS) upalna je autoimunosna bolest kod koje je mijelin, koji okruzuje aksone
mozga 1 kraljeznicne mozdine, oSte¢en 1 vodi do inflamacije, demijelinizacije 1 aksonalne
degeneracije u srediSnjem Zziv€anom sustavu (38). PoviSena razina IL-6 je detektirana u
srediSnjem ziv€anom sustavu bolesnika s MS-om i u miSeva s eksperimentalnim
autoimunosnim encefalitisom (EAE) (39, 40). Blokadom IL-6 inhibiraju se stanice Th17 1 Thl
i sprecava nastanak autoimunog encefalitisa (41). Blokada IL-6 inhibira indukciju mijelinskih
antigen-specificnih  Th17 stanica 1 Thl stanica u eksperimentalnom autoimunom
encefalomijelitisu, te su miSevi kojima je inhibiran IL-6 u cijelosti rezistentni na simptome
multiple skleroze koji su laboratorijski inducirani. Sistemski eritemski lupus (SLE) sistemska
je autoimunosna bolest i kroni¢no inflamatorno stanje uzrokovano hipersenzitivnom reakcijom
tipa III. PoviSena razina IL-6 upucuje na patolosku ulogu IL-6 u bolesnicima sa SLE-om (42,
43). Blokada IL-6 and IL-6R protutijelima sprecava nastanak i progresiju bolesti u SLE mi$jim
modelima (44).

Radena je meta-analiza kod bolesnika s oralnim lichenom planusom (OLP), u kojoj se u Sest

istrazivanja odredivao IL-6 u slini, a u sedam istrazivanja u serumu. lako su istrazivanja izrazito
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heterogena, pokazalo se da je razina IL-6 u slini i u serumu veca kod bolesnika s OLP-om nego
u zdravih kontrola. Takoder je pokazano da je razina IL-6 u slini oko tri puta vi§e nego razina
u serumu (45).

Razina IL-6 u serumu i slini povisena je u djece s prekomjernom tjelesnom tezinom i pozitivno

korelira s indeksom tjelesne mase (BMI) (46).

1.1.2. TNF-a

Za postojanje bioloskog ¢imbenika koji izloZzenoS¢u organizma izrazenijoj bakerijskoj infekciji
djeluje na nekrozu i smanjenje tumora, znalo se ve¢ u 19. stoljecu (Coley, 1893). Limfotoksin,
solubilni je protein kojeg proizvode T-stanice limfocita, otkriven 1968. godine (Granger and
Williams, 1968).

Eksperimentalno se 1975. pokazalo da se protein, koji je nazvan “Tumor Necrosis Factor”,
otpusta u cirkulaciju Zivotinja, a kao posljedica stimulacije lipopolisaharidom (Carswell et al.,
1975). Ovaj protein uzrokuje znacajnu regresiju pojedinih tumora. Uloga TNF-a je dvojaka,
ovisno u kakvom se okruzenju nade i koji signalni put aktivira; moze prijeciti razne infekcije s
jedne strane, a s druge strane moze izazvati teSka patoloska stanja (47). U organizmu TNF-a
ima viSe uloga, a ukljucuju imunostimulaciju, otpornost na infektivne agense, otpornost na
tumore, utjeCe na regulaciju spavanja i embrionalni razvoj (48, 49). S druge strane paraziti,
bakterije 1 virusi postaju patogeniji ili fatalniji zbog cirkulacije TNF-a (50). TNF-a moze
povecati otpornost na infekcije tako da potice odgovor neutrofila, trombocita, makrofaga i NK-
stanica. TNF-a ima ulogu u brojnim autuimunosnim bolestima, graft vs host odbacivanju i RA
(51, 52). Zajedno s interferonom, TNF-a ima citotoksi¢ni u¢inak na maligne stanice (53). TNF-
o uzrokuje smrt stanice nekrozom ili apoptozom. Stanice bubre, organele propadaju i nastaje
liza stanica (54). TNF-a djeluje tako da se visokim afinitetom veZe na receptore, kojih ima na
gotovo svim stanicama. Kompleks ligand receptor se internalizira i zavrSava u sekundarnim
lizosomima, gdje se razgraduje. Ako se TNF-a veze na receptor za TNFR2 od 75 kDa, reakcija
nije dovoljna za citotoksi¢nost, ali ako se veze za TNFR-2 od 55 kD, dovoljan je za izazivanje
stani¢ne smrti. Osim u imunoloskom sustavu, TNF-a je pleotropni citokin koji regulira
fizioloske procese u mozgu (55 - 57). Kod bolesnika s MS-om, TNF-a je pronaden u
astrocitima, mikrogliji, endotelnim stanicama, u aktivnim i kroni¢nim lezijama i1 u
cerebrospinalnom likvoru (58 - 60). Razli¢ite su i kompleksne uloge TNF-a u bolesnika s MS-
om. Kod bolesnika s MS poremecena je Treg funkcija, neuronalna transmisija, propusnost
krvnomozdane barijere i mijelinizacija.

TNF-a vrsi stani¢nu ekspresiju 1 signaliziranje pomocu devetnaest liganada, dok postoji
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dvadeset devet podvrsta TNF receptora (61). Novosintetizirani TNF se u pocetku pojavljuje kao
transmembranski protein koji se pomocu TNF konvertirajuéeg enzima pretvara u solubilnu
formu. I transmembranska i solubilna forma su bioloski aktivne i njihova sinteza i signalizacija
ovise o nekoliko faktora kao Sto je vrsta stanica i duljina izloZenosti stimulusu koji potice
proizvodnju TNF-a (62). Postoje dvije velike podvrste receptora TNFRSF1A-TNFR1, poznati
kao p55 ili p60 i TNFRSF1B-TNFR2, poznati kao p75 ili p80 (63). Razlikuju se po ekspresiji,
afinitetu vezanja liganda, strukturi citoplazmatskih nastavaka i signalnom putu. Samo TNFR1
sadrzi citoplazmatsku domenu koja direktno moze izazvati apoptozu. TNFR1 ima ekspresiju u
gotovo svim tkivima, dok je ekspresija TNFR2 visoko regulirana i odredena vrstom stanica kao
Sto su neuroni, mikroglija, oligodendrociti, T-stanice i endotelne stanice (64, 65). TNFRI
prvenstveno potice upalu 1 degeneraciju tkiva, TNFR2 posreduju lokalni homeostatski efekt,
kao Sto je prezivljenje stanica i regeneracija tkiva (56). Signalni put TNF-TNFR je razlicit u
razli¢itim tipovima stanica 1 odredenim okolnostima (66). Unato¢ njihovim razlic¢itim
funkcijama TNFR1 i TNFR2 aktiviraju transkripcijski nuklearni faktor -kB (NF-kB), glavni
transkripcijski faktor koji aktivira gene ukljuene u inflamaciju (67). NF-xB aktivira
transkripciju viSe gena za proinflamatorne citokine kao $to su IL-1beta, IL-6 1 TNF (68, 69).
TNF aktivira 1 aktiviran je s NFkB, formirajuci petlju koja povecava i odrzava lokalnu upalu
(70). TNF povecava proliferaciju, prezivljenje, stabilnost, ekspresiju CD25, Foxp3, aktivacijske
markere 1 povecava supresivnu funkciju mi§jeg Treg (71 - 73). Vrlo je niska razina TNF-a u
zdravom mozgu odrasle osobe (74), a razina moZe ovisiti o prisustvu/odsustvu citokina koji
prelaze krvno mozdanu barijeru (75). TNFR se nalazi na neuronima 1 gliji (76). Ovisno o
distribuciji TNF receptora u neuronima i stanicama glije, u¢inak TNF moze biti koristan ili
Stetan. Kod zdravih, TNF-a ima ulogu odrzavanja homeostaze plasti¢nosti sinapsi, sinapticku
transmisiju posredovanu astrocitima i u procesu neurogeneze, koja meduostalom, utjee na
ucenje i memoriju (77). Stanice glije, astrociti i mikroglija su glavni izvor TNF-a i u fizioloSkim
1 patofizioloskim uvjetima (78, 79). Astrociti i mikroglija su sastavni dio sinapsi, a glavna im
je uloga prepoznavanje i otklanjanje glutamata iz sinapticke pukotine, a na taj na¢in smanjuju
vrijeme ekscitacije neurona (80). TNF-a je bioloski gliotransmiter uklju¢en u komunikaciju
neurona i glije, a na taj nacin u regulaciju sinapsi, na vise razina. TNF-a ima ulogu u odrzavanju
sinapticke plasti¢nosti kod duljih promjena stanicne aktivnosti (81, 82). Aktivacijom TNFR2
moze se prevladati utjecaj ekscitotoksi¢nosti, a koja je karakteristika nekoliko
neurodegenerativnih bolesti kao §to su Alzheimerova bolest, Parkinsonova bolest, multipla
skleroza, kojih je karakteristika povisena razina TNF-a u zahva¢enim podrucjima mozga (83 -

88). U ostecenom podrucju povisene koncentracije TNF-a kojeg luce astroglija 1 mikroglija
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pojacavaju neuroinflamatorni odgovor (89). PoviSena razina TNF-a utjece na endotelne stanice
i na taj nacin, posredno, na permeabilnost krvno mozdane barijere (90 - 92). Aktivacija TNF-a
idjelovanje preko TNFR1 dijelom je povezana s apoptozom oligodendrocita (93, 94). U skupini
transgenickih miseva, poviSena razina TNF-o utje¢e na nastanak spontane demijelinizacije (95).
Suprotno tome, TNF-a kojeg lu¢i mikroglija potice homeostatski ucinak i1 neuronalnu
remijelinizaciju kod jedne vrste riba, $to sugerira dvostruku ulogu TNF-a (96). EAE je najcesce
koristen zivotinjski model koji se koristi u istrazivanju MS. Iako, ponekad pojedini pozitivni
ucinci nekih lijekova koriSteni eksperimentalno, nisu imali efekt na bolesnike s MS-om (97).
Sistemska administracija TNF-a, povecava ozbiljnost simptoma, prolongira trajanje i potice

relapse (98).

1.2. Slina kao laboratorijski uzorak

Dijagnosticka vrijednost sline ovisi o reproducibilnosti u ponovljenim uzorcima i predvidljivoj
korelaciji izmedu uzoraka sline i krvi. Prednost uzorkovanja sline je neinvazivnost, pristupacna
cijena, nije potrebno laboratorijsko osoblje za uzimanje uzoraka, sigurnost metode i moguc¢nost
opetovanog uzorkovanja (99). Bolesnike se Stedi od stresa prilikom venepunkcije, koja i
tehnicki zahtjeva vjeStine osoblja. Uzorci se ne zgruSavaju pa nema potrebe za
antikoagulansima, manji je rizik prijenosa zaraznih bolesti. Takoder, uzorci nisu podlozni
promjenama.

Ciljana skupina bolesnika za uzorkovanje sline su stariji, fizi¢ki hendikepirani i teze suradljive
skupine kao S§to su djeca (100). Standardizacija sakupljanja uzoraka, nacin pohrane i postupci
analize su bili osnovni preduvjeti za stavljanje sline kao uzorka u §iru primjenu. Takoder, je
iznimno tesko odrediti referentne vrijednosti za razli¢ite biomarkere u slini, budu¢i su razlicite
studije pokazale znacajno razlicite rezultate za pojedini ispitivani biomarker.

Slina je podlozna cirkadijanim promjenama i promjenama uslijed varijacije spolnih hormona.
Varijabilnost biomarkera sline ovisi o dobi, o spolu, komorbiditetima, stanju usne Supljine i
uzimanju lijekova.

Vise je faktora na koji proizvodaci upozoravaju, a tice se nacina skupljanja sline. Jedan od njih
je “flow rate” ili brzina skupljanja uzorka. Smatra se da razina pojedinih analita varira, ovisno
o brzini skupljanja uzoraka. Dodatno se predlaze mjerenje totalnih proteina u slini kao kontrola
konzistentnosti uzimanja uzoraka. Da bi izrazavanje bilo konzistentno potrebno je biljeziti
brzinu skupljanja uzoraka, tj. mjeriti koliko mililitara u minuti je skupljeno da bi se ekskrecijska
stopa mogla izraziti u pg/mL. Takoder je potrebno standardizirati podrucje iz kojeg se uzima

uzorak. Utvrdena je razlika u razini citokina izmedu cijele sline i sline podrijetla iz samih
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parotida. Udio sline iz malih Zlijezda na usnama i u ustima pridonosi razini citokina, stoga se
savjetuje skupljati cijelu, nestimuliranu slinu, da se izbjegnu varijacije. Obzirom na dnevne
varijacije analita, uzimanje uzoraka sline treba i vremenski standardizirati. Vatice za uzimanje
uzoraka (“cotton swabs”) se trebaju izbjegavati, obzirom da poticu lucenje sline iz samo
pojedinih Zlijezda i utjeCu na brzinu skupljanja. Vecina analita su nestabilni i zahtjevaju
hladenje/smrzavanje. Iznimno je vazno da rukovanje bude uniformirano.

Prilikom uzorkovanja treba zabiljeziti prisutnost ozljeda usne Supljine ili bolesti usne Supljine,
prisutnost kontaminacije uzorka sline krvlju (vizualna inspekcija ili odredivanje transferina).
Potrebno je zabiljeziti uzima li bolesnik alkohol, kofein, nikotin ili neke lijekove koje je
propisao lije¢nik, odnosno uzima samovoljno. Takoder, treba evidentirati fizicku aktivnost
bolesnika. Slijede¢i jasne upute za uzimanje uzoraka smanjujemo vjerojatnost varijacije

rezultata.

Metodom ELISA validirane su metode odredivanja koncentracije IL-6 1 TNF-o u slini.

Zakljuceno je da se IL-6 moze validirati navedenom metodom, ali ne 1 TNF-a (101).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) biokemijski je esej kojeg su osmislili Engvall i
Perlmann 1971. godine (102). Koristi se ¢vrsti imunoesej da se detektira prisutnost liganda.
ELISA se koristi u dijagnosticke svrhe u medicini, biotehnologiji i kao kontrola kvalitete u
raznim drugim industrijama. Antigeni uzorka kojeg testiramo su nalijepljeni na povrSinu, zatim
se odgovorajuée protutijelo nanosi na povrsinu kako bi se mogao vezati antigen. Ovo protutijelo
je vezano na enzim i tada se sva nevezana protutijela odstranjuju, a zatim se dodaje enzimski
supstrat. Ako se dogodi reakcija vezanja, posljedi¢no se proizvodi detektibilan signal, najcesée
kao promjena boje. Izvodenje ELISE ukljucuje barem jedno protutijelo specificno za odredeni
antigen. Uzorak s nepoznatom koli¢inom antigena je imobiliziran u solidnoj podlozi ili
nespecificno ili specificno. Nakon §to je antigen imobiliziran, detektirano protutijelo se dodaje,
formiraju¢i kompleks s antigenom. Postoji viSe vrsta ELISA testova: direktna, sandwich,
kompetitivna i reverzna ELISA. Za odredivanje IL-6 u slini koristili smo ,,sandwich* ELISU.
Ona se koristi za detekciju uzorka antigena. Povr$ina se pripremi za tocnu koli¢inu antigena za
vezanje. Sva nespecifi¢na vezanja na povrSini su blokirana. Uzorak s antigenom se stavlja na
povrsinu, i hvata pomocu protutijela. Posuda se pere da se odstrani nevezani antigen. Specifi¢no
protutijelo se dodaje 1 veze se na antigen, odakle 1 naziv sendvi€ — jer se antigen nalazi izmedu
dva protutijela. Primarno protutijelo moZe biti i u serumu bolesnika, a testira se njegovo vezanje
na antigen. Sekundarna protutijela se dodaju 1 vezu se na Fc regiju protutijela. Ispire se ponovno

podloga da se uklone nevezani konjugati antitijela-enzima. Dodaju se razli¢ita kemijska
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sredstva da bi se dobio signal — bilo boja, fluorescentni ili elektrokemijski signal. Mjeri se

koli¢ina signala da se dobije kvantiteta antigena (103,104).

Kemiluminiscencija (CLIA) je tehnika imunoeseja gdje je indikator analiticke reakcije
luminiscentna molekula. Luminiscencija je emisija vidljive ili skoro vidljive svjetlosti valne
duljine (A ) oko 300 - 800 nm, a koja nastaje prelaskom elektrona iz ekscitiranog u stabilno
stanje. Potencijalna energija se oslobada u obliku svjetla. U spektrofotometriji luminiscencija
ima prednost nad absorbancijom jer se mjeri apsolutna vrijednost, dok je kod absorbancije rije¢
o relativnim vrijednostima. Heterogena metoda je naj¢esée koristen oblik kemiluminiscentnog
eseja. Kemiluminiscentna metoda moze biti direktna — koristi luminiformne markere ili
indirektna koja koristi enzimske markere. Obje metode mogu biti kompetitivne i
nekompetitivne. Mnoge su prednosti ove metode kao $to su Sirok dinamicki raspon, visok
intenzitet signala, visoka specificnost, brza detekcija analitickog signala, visoka stabilnost
reagensa 1 konjugata, potrebne niske doze konjugata, nasumicni pristup, kratko vrijeme
inkubacije 1 kompatibilnost s imunoloSkim protokolima. Postoje i neke mane kao Sto je
limitirana detekcija antigena, visoki troskovi, ograni¢en panel testova i zatvoreni analiticki
sustavi. Mnogi kemiluminiscentni sustavi imaju i nisku dozu pozadinske emisije, u odsutstvu

analita (105).

Elektrokemiluminiscencija (ECLIA) je kvantitativna metoda za mjerenje antigena ili antitijela
bazirana na promjeni elektrokemiluminescentnog signala prije i poslije imunoreakcije. Uzorak
postavljen na elektrodu stupa u reakciju gdje visokoenergijskim elektronskim transferom
prelazi u ekscitirano stanje 1 emitira svjetlost. Za ovu metodu nije potreban vanjski izvor
svjetlosti, a mjesto i vrijeme svjetlom inducirane reakcije se moze kontrolirati. Kontroliranjem
vremena, emisija svjetla se moze odgoditi dok ne zapo¢nu npr. imuno ili enzimski katalizirane
reakcije. Kontroliranjem mjesta, moze se dovesti emisija u to¢no zeljeno podrucje u odnosu na
detektor i na taj naCin povecati osjetljivost povecavaju¢i odnos signala i Suma. Pozicioniranjem

to¢nog mjesta moze se istodobno raditi i nekoliko analita u istom uzorku (106).

1.3. Multipla skleroza

Sve kroni¢ne neuroloske bolesti imaju sloZenu etiopatogenezu pa tako i multipla skleroza.
Smatra se da je MS upalna bolest s osobinama autoimunosti, a nastaje spletom raznih okoliSnih
1 infektivnih ¢imbenika, a kod genetski predisponiranih osoba. S obzirom da su ¢imbenici
razli€iti, ovisno o stupnju njihovog medudjelovanja, nastaju klini¢ke slike razli¢itog oblika i

intenziteta. CeS¢e se javlja u odredenim zemljopisnim podru¢jima 1 u odredenim etni¢kim
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skupinama. Ce$¢a je u mladih osoba, dvostruko vise u Zena nego u muskaraca. Upala i imunost
su osnovni mehanizmi u nastanku bolesti, medutim i nadalje nije sasvim razjasnjeno kojim
procesom bolest zapocinje. OSteceni su mehanizmi urodenog i steCenog imunoloskog

odgovora.

1.3.1. Epidemiologija i genetika

MS se najceSc¢e pojavljuje sporadicno. Apsolutni rizik nastanka za zene u opc¢oj populaciji je
0,5%, a za muskarce 0,3% (107). The Atlas of multiple sclerosis je baza podataka otvorenog
pristupa prema ¢ijim je podacima 2,8 milijuna ljudi pogodeno multiplom sklerozom u svijetu,
Sto je 35,9 na 100 000 stanovnika. Od 2013. godine ucestalost u svim dijelovima svijeta raste.
Stupanj incidencije u sedamdeset 1 pet zemalja je 2,1 na 100 000 stanovnika godisnje, a srednja
dob dijagnosticiranja je trideset i dvije godine. Omjer zene/muskarci je 2:1. Ucestalost
dijagnosticiranja MS u dobi mladoj od osamnaest godina 2013. godine je bila manje od 7000
slucajeva godiSnje, dok je 2020. godine porasla na vise od 30000 slucajeva godisnje (108).
Ucestalost obiteljskog pojavljivanja bolesti je 19,8%. Dob kod obiteljskog pojavljivanja je niza,
a omjer muskarci/Zene je veci (109). Rizik prema dobi, ako su oba roditelja bolesna iznosi
30,5%, a ako je jedan roditelj bolestan je 2,7% (110). Ucestalost kod jednojajcanih blizanaca je
25 do 30%, a kod dvojajéanih blizanaca 2 do 5% (111). Samo 25% rizika za razvoj multiple
skleroze se moZe pripisati genima, $to je pokazano u studiji GWAS — genome - wide association
study (112). HLA geni (engl. Human Leukocyte Antigen) odgovorni su za 20%, a ostali, non
HLA lokusi za oko 5% (113). Klasa I HLA-alela (A, B 1 C) prezentira antigene citotoksicnim
T-limfocitima (CD8+), a klasa I HLA-alela (DP, DM, DOA, DOB, DQ i DR) pomo¢nic¢kim T-
limfocitima (CD4+). U patogenezu MS ukljucene su obje vrste T-limfocita i pretpostavlja se da
su neke vrste HLA-alela u¢inkovitije od drugih u prezentiranju antigena T-limfocitima. Vazna
je povezanost MS-a i HLA klase II gena na 6. kromosomu, osobito za DR2. Gen povezan s MS-
om najvjerojatnije je HLA-DRB1*1501 alel (114, 115). Ovisno o kombinaciji alela s HLA-
DRB1#*1501 alelom, rizik za multiplu sklerozu moze se povecati tj. smanjiti (116). HLA-
DRBI1*1501 alel sudjeluje u pojacanoj prezentaciji i vezanju autoantigena centralnog Ziv€anog
sustava na T-limfocite i povecava autoproliferaciju T-limfocita i utjeCe na aktivnost
memorijskih B-limfocita. Klasa I HLA gena takoder utjeCe na rizik za MS. HLA-A*02, HLA-
B*44 i HLA-Cw*05 djeluju protektivno dok HLA-A*0301 povecava rizik za MS (117, 118).
Vise od dvjesto gena izvan HLA-regije odgovorno je za povecan rizik od MS, a niti jedan nije
pokazao konzistentnost u ponovljenim istrazivanjima (119). Usprkos nebrojenim istrazivanja,

jedinstven gen za MS nije otkriven.
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1.3.2. Rizi¢ni ¢imbenici za nastanak multiple skleroze (okoli$ni ¢imbenici)

Osim genetske sklonosti, iznimnu vaznost imaju okoli$ni ¢imbenici. Pojavnost MS-a ovisi i o
zemljopisnom podrucju. Ako osoba migrira iza petnaeste godine, dobiva rizik obolijevanja
podrucdja iz kojeg dolazi (120). Da se rizik moze poceti razvijati i in utero, pokazala su novija
istrazivanja, a kod bolesnika koji su razvili MS u pedijatrijskoj dobi (121 - 123). In utero
izlozenost dijabetesu i1 preeklampsiji kod majke te agrikulturna djelatnost oca su rizici za
nastanak MS (124). Djeca rodena nakon zime su najvise izlozena oboljevanju od MS, dok su
djeca rodena iza ljeta, najmanje izlozena oboljevanju (125). Niza razina vitamina D tijekom
trudnoce 1 u dojenackoj dobi je povezana s visokim rizikom od MS u bijelaca (122 - 126).
Utjecaj dojenja i carskog reza na razvoj MS nema jednozna¢nih podataka (127, 128). Vise
studija smatra da izlozenost ve¢em broju infekcija u djetinjstvu smanjuje vjerojatnost
oboljevanja od multiple skleroze u odrasloj dobi (129). Vise istrazivanja pokazuje da je rizik
oboljevanja od MS-a veci kod osoba koje su imale simptomatsku infektivnu mononukleozu
uzrokovanu EBV-om (Epstein-Barr virus), od onih koji nisu bili zaraZeni. Takoder, rizik pojave
MS-a kod djece koja su preboljela EBV je petnaest puta vec¢i od op¢e populacije, a rizik pojave
MS-a kod osoba koje su oboljele od EBV-a u odrasloj dobi je trideset puta veéi (130).
Istrazivanja koja se ticu ostalih virusa, kao $to su Human herpes virus 6 (HHV6), Herpes
simplex virus (HSV), citomegalovirus (CMV) nisu od epidemioloSkog znacaja. Rizik razvoja
multiple skleroze je dvadeset puta vec¢i u bolesnika s manjkom vitamina D 1 u bolesnika koji su
tijekom godine manje izloZeni suncu. Bolesnici s MS-om imaju niZu koncentraciju vitamina D
od kontrolne zdrave skupine, povisene koncentracije vitamina D povezane su s nizim rizikom
za razvoj multiple skleroze (131). Takoder, utjecaj raznih suplemenata, nezasi¢enih masnih
kiselina, smanjen unos soli, upotreba visokih doza vitamina i pojedinih biljnih pripravaka
nemaju znanstvenu opravdanost. Nije dokazana ni povezanost cijepljenja 1 MS-a, kao ni
kirurskih i stomatoloskih tretmana. U nekim istrazivanjima pusSenje povecava rizik za nastanak
MS-a, a istodobno je 1 faktor rizika brze progresije bolesti (132). Smatra se da je crijevna
mikrobiota razli¢ita u zdravoj populaciji i u bolesnika s multiplom sklerozom (133). Povecana

tjelesna masa u adolescenciji i mladoj odrasloj dobi povecava rizik za nastanak MS-a (134).

1.3.3. Patogeneza i patofiziologija multiple skleroze
U multiploj sklerozi oste¢eni su mehanizmi i stecene i urodene imunosti. Autoreaktivni CD4+

T limfociti imaju srediSnju ulogu u pokretanju imunopatogenetskog mehanizma nastanka MS.
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Da bi se aktivirao nespecificni (prirodeni) imunitet, nije potreban prethodni kontakt s
antigenom. Sastavnice prirodenog imunoloskog odgovora su fagocitne stanice (neutrofili i
monociti iz krvi, a makrofagi i dendriti¢ke stanice iz tkiva). One fagocitiraju strane antigene.
Stanice koje prezentiraju antigen predocavaju antigen T-limfocitima, a T-limfociti ¢ine dio
steCenog (specificnog) imuniteta. Vezanjem antigena na stanicne receptore pokrece se steceni
imunitet. Kao odgovor na razli¢ite antigene izlucuju se razli¢iti citokini koji djeluju na CD4+
limfocite, a koji se ovisno o vrsti citokina, diferenciraju u Th1, Th2 i Th17 limfocite. Th11Th17
limfociti luce proupalne, a Th2 protuupalne citokine. Aktivirani CD4+ T limfociti stimuliraju
imunosne stanice poput B-limfocita, CD8+ T limfocita, mastocita, granulocita i monocita.
Osnovni 1 prvi poremecaj u nastanku multiple skleroze je poremecaj imunosne tolerancije.
Tijekom uspostavljanja srediSnje tolerancije u timusu, veéina se autoreaktivnih T-limfocita
uklanja (135, 136). Ako se taj mehanizam tolerancije osteti, smanjenom funkcijom regulatornih
T (Treg) stanica i/ili povecanom otpornos¢u efektorskih T 1 B limfocita na supresivne
mehanizme, autoreaktivni T i1 B limfociti reaktiviraju se na periferiji i postaju agresivne
efektorske stanice koje pokrecu patoloske dogadaje koji ukljucuju upalu, demijelinizaciju,
neurodegeneraciju i gliozu koja se pojavljuje Zari$no ili difuzno u bijeloj i sivoj tvari mozga i
kraljeZznicke moZdine. Vjeruje se da imunosne stanice ulaze u sredi$nji Ziv€ani sustav kroz
krvno mozdanu barijeru, a aktiviraju limfocite i uzrokuju progresiju bolesti. Kroz
krvnomozdanu barijeru dolazi do transendotelne migracije leukocita u nekoliko koraka: proces
privlacenja, vezanja i migracije aktiviranih limfocita omogucuju izluc¢eni proupalni citokini
(TNF-a 1 interferon gama). Nakon ulaska u CNS dolazi do reaktivacije imunosnih stanica s
periferije. U reaktivaciji T-limfocita u CNS-u sudjeluju stanice koje prezentiraju antigen,
mikroglija i astrociti, ekspresijom gena glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC) klase
II. Autoreaktivni limfociti unutar CNS-a, oslobadanjem citokina i kemokina, uzrokuju lokalnu
upalnu reakciju uz novacenje novih upalnih stanica ukljucujuéi T-limfocite, monocite i
limfocite B te trajnu aktivaciju makrofaga i mikroglije, Sto rezultira demijelinizacijom,
aksonalnom degeneracijom, gubitkom sinapsi, oligodendropatijom i gliozom. Jedna skupina
autora smatra da bolest nastaje migracijom B-stanica u sredi$nji Ziv€ani sustav, a mogu izazvati
bolest i progredirati je. Mehanizam ulaska je i dalje nepoznat, a moguce da ga posreduje
ALCAM/CDI166, B-limfocitni adhezijski protein.

Dva su klinicka fenotipa MS-a: relapsno-remitiraju¢i 1 progresivni koji se razlikuju
kvantitativnim 1 kvalitativnim omjerom upalnih 1 degenerativnih patogenetskih mehanizama.
Ne postoje to¢no odredeni biljezi koji su specifi¢ni za pojedini oblik MS. Trenutno su vazeci

revidirani McDonaldovi kriteriji iz 2017. godine. Klinickom slikom i/ili radioloskim dokazom
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diseminacije lezija u vremenu i prostoru unutar srediSnjeg ziv€anog sustava i uz prisutnost
tipicnog klinickog sindroma postavlja se dijagnoza multiple skleroze. Najbolja i najosjetljivija
dijagnosticka metoda je MR kojom se vide tipi¢ne lezije mozga i kraljezni¢ne mozdine.
Obzirom na heterogenu prirodu bolesti potrebno je osvijestiti pojedine znakove koji mogu biti
vodedi u nekim drugim diferencijalnim dijagnozama. Da bi se postavila dijagnoza relapsno
remitiraju¢e MS vise je klinickih preduvjeta koji bi trebali postojati: postojanje tipi¢ne klinicke
slike koja upucuje na MS, objektivizacija slikovnim metodama, prvenstveno magnetskom
rezonancom, demonstracija diseminacije bolesti u vremenu i prostoru i iskljucenje drugih
bolesti koje uzrokuju sli¢cne simptome. U tu svrhu postoje McDonaldovi kriteriji, koji su
posljednji put revidirani 2017. godine, a u svrhu dijagnozu moraju biti zadovoljeni kriteriji
prostorne i vremenske diseminacije bolesti (137). Ovisno koji dio ziv€anog sustava je zahvacen,
proistjecu 1 simptomi, a moraju trajati najmanje 24 sata uz uvjet da smo iskljucili infekciju i
temperaturu. Potrebno je da je na MR prisutna barem jedna hiperintenzivna lezija na T2
sekvenci u barem dva od cetiri moguca tipi¢na podrucja: periventrikularnom, kortikalnom,
infratentorijskom 1 spinalnom. Uz postojanje lezija na MR potrebno je 1 postojanje
oligoklonskih vrpci u likvoru (138). Prisutnost dvije ili vise oligoklonskih vrpca u likvoru moze
biti zamjena za kriterij diseminacije u vremenu. Ovakvom promjenom moze se brze
dijagnosticirati relaps. Da bi mogli koristiti dijagnosti¢ke kriterije potrebno je razjasniti
terminologiju.

Ataka, relaps, egzacerbacija i klinicki izolirani sindrom (ako je prva epizoda) su sinonimi.
Ovisno o stupnju onesposobljenosti, relaps moze biti blagi, srednjeteski 1 teski. Relaps ili ataka
moze biti simptomatski ili asimptomatski. Simptomatski relaps definiran je kao novi simptom
ili pogorsanje postojeceg u trajanju od minimalno 24 sata (do nekoliko dana i tjedana), a da je
od prethodne egzacerbacije proslo najmanje mjesec dana. Nastanak novih lezija na magnetskoj
rezonanciji, a bez simptoma, karakteristika je asimptomatskog relapsa. Remisija multiple
skleroze je faza oporavka od atake, a definira se kao odsutstvo daljnje progresije simptoma ili
potpuno ublazavanje simptoma unutar tri do Sest mjeseci. Pseudorelaps znaci povratak
simptoma koji su bili prisutni u posljednjem napadu, a znak su nepotpunog oporavka prethodne
ozljede mozga (139). Najcesce su potaknuti nekakvim vanjskim ¢imbenikom kao §to je
infekcija. Progresija oznacCava nepovratno oStecenje neuroloske funkcije tijekom vremena.
Aktivna bolest se definira pojavom novih simptomatskih ataka ili asimptomatskom MR
aktivnom bolesti.

Klasifikacija tijeka bolesti obuhvaca tri faze:

- faza visokog rizika za MS

13



Ines Sisko Markos, disertacija

- relapsno remitirajuca faza MS

- progresivna faza MS

Svaka faza ima podtipove gdje bolest moze biti aktivna ili neaktivna (140).

Faza visokog rizika za MS:

Klini¢ki izolirani sindrom (CIS) je monofazna klinicka epizoda simptoma koje bolesnik javlja
i objektivnih nalaza koji su odraz jednog ili vise demijelinizacijskih dogadanja u mozgu koji se
razvijaju akutno ili subakutno s trajanjem najmanje 24 sata s ili bez oporavka, bez prisustva
infekcije 1 poviSene tjelesne temperature, slicno kao i u relapsu tipi¢ne multiple skleroze, ali u
bolesnika koji ne zna da ima MS, odnosno klinicki ne zadovoljava kriterije za MS. Klinicki
izolirani sindrom se moze podijeliti na solitarnu sklerozu i multiplu sklerozu s jednim
napadajem. Solitarna skleroza je pojam koji se koristi za bolesnike kod kojih se u trenutku
pojave klini¢ki izoliranog sindroma ne zadovoljavaju radioloski kriteriji za multiplu sklerozu,
ali su lezije na MR mozga oblikom, mjestom i orijentacijom tipicne za MR. Kad bolesnik s
klini¢ki izoliranim sindromom zadovolji i MR kriterije za dijagnozu multiple skleroze, onda se
govori o dijagnozi multiple skleroze s jednim napadajem. CIS se moze javiti sa simptomima
jednog ili viSe funkcionalnih sustava (monofokalna/multifokalna prezentacija) u trajanju od
najmanje 24 sata. Bolesnike se mora pratiti klinicki 1 magnetskom rezonancom zbog opasnosti
od diseminacije u vremenu 1 prostoru. Ako se bolesniku naknadno dijagnosticira MS tako §to
zadovolji kriterije vremenske 1 prostorne diseminacije te se iskljuce ostale bolesti, moze se reci
da je klinicki izolirani sindrom bio bolesnikov prvi atak (141, 142). Simptomi klinicki
izoliranog sindroma mogu biti monofokalni ili multifokalni, a odraz su lokalizacije koju
zahvaca. Tipicna prezentacija ukljucuje unilateralni opticki neuritis, fokalni supratetentorijski
sindrom, sindrom mozdanog debla ili malog mozga, parcijalna mijelopatija. Atipicna
prezentacija ukljucuje bilateralni opticki neuritis, kompletnu oftalmoplegiju, kompletnu
mijelopatiju, encefalopatiju, glavobolju, promjene svijesti, meningizam i izolirani umor (143).
U pocetku se klini¢ki izolirani sindrom nije ukljuc¢ivao u klinicke oblike multiple skleroze. Sada
se CIS opisuje kao prva klinicka prezentacija bolesti, javlja se upalna demijelinizacija, koja
moze biti MS, ali jo§ nema potpune kriterije vremenske diseminacije (144). Razne studije su
pokazale da CIS uparen s lezijama vidljivim na magnetskoj rezonaciji nosi veliki rizik nastanka
MS (145 - 148). Klinicke studije lijeCenja bolesnika s CIS s lijekovima koji modificiraju MS,
odgodili su sekundarnu egzacerbaciju i potvrdu dijagnoze multiple skleroze (149 - 151) i na taj
nacin se CIS uvrstilo u oblik MS.

Relapsno-remitirajuca faza bolesti (RRMS):

Ova faza zahvaca viSe od 85% bolesnika. Pojavljuje se u obliku viSe multifokalnih ili
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monofokalnih neuroloskih ispada, a traje najmanje 24 sata, u odsutnosti temperature ili
infekcije, a nakon koje slijedi potpuna ili nepotpuna spontana remisija ili remisija uz pomo¢
upotrebe kortikosteroida. RRMS moze biti aktivna — ima simptomatske ili asimptomatske
relapse 1 inaktivna ( bez relapsa). Radiolosko pracenje aktivnosti bolesti se odvija magnetom
mozga jednom godiSnje i ev. MR kraljeznicne mozdine ako ima klinickih znakova
transverzalnog mijelitisa. Stupanj onesposobljenosti se ocjenjuje EDSS ljestvicom. Ocjenjuje
se stanje bolesnika na temelju neuroloskog statusa sedam funkcionalnih sustava u tijelu
(sposobnost hodanja bolesnika, koordinacija, govor i gutanje, dodir i bol, funkcija crijeva i
mokra¢nog mjehura, vidni, mentalni i eventualni drugi oblici neuroloskih promjena). EDSS 0
je uredan neuroloski status, dok je EDSS 10 smrt od MS. Smatra se da je bolesnik samostalan
u dnevnim aktivnostima, radu i hodu dok je EDSS do 4,5. Poseban oblik RRMS je
visokoaktivan MS koji ima agresivan tijek, a zadovoljava barem jedan od slijede¢ih kriterija:
1. ProSirena ljestvica statusa onesposobljenosti (EDSS) na pocetku bolesti 4 ili 5, 2. Dva ili vise
relapsa s nepotpunim oporavkom u jednoj godini, 3. Dva ili viSe snimanja MR kojima se nadu
nove ili progrediraju stare lezije usprkos terapiji, 4. Bez odgovora na terapiju na jedan ili vise
modulirajuéih lijekova (152).

Progresivna faza multiple skleroze:

Progresivna faza obuhvaca primarno progresivni oblik multiple skleroze i sekundarni oblik
multiple skleroze. Progresija bolesti definira se klinicki 1 radioloski. Oba oblika bolesti mogu
biti aktivna ili neaktivna s progresijom ili bez. Poc€etak bolesti je razli¢it, ali klinicki tijek

progresije je jednak (153).

1.3.4. Tijek bolesti

Radioloski izolirani sindrom (RIS) situacija je gdje se kao sluc¢ajan nalaz otkrije
demijelinizacija, ali bez prisustva klini¢kih simptoma ili znakova (154 - 156). RIS moze
povecati vjerojatnost multiple skleroze iako sam nalaz na magnetu nije specifi¢an, ovisno o
morfologiji 1 lokaciji demijelinizirajue lezije. Promjene na magnetskoj rezonanci koje su
visoko sugestivne za demijelinizaciju nose veliki rizik za nastanak simptoma multiple skleroze
(156). Asimptomatske lezije ledne mozdine, lezije koje se pojacavaju na gadolinij, ili pozitivan
nalaz u cerebrospinalnom likvoru, povecavaju vjerojatnost dijagnoze multiple skleroze (156,
157). Bolesnike s radioloski izoliranim sindromom treba pratiti klinicki.

Progresivna faza MS ukljucuje primarno progresivni oblik MS 1 sekundarno progresivni oblik
MS. Progresija se ocituje klinicki i radioloski, pogorSanjem neuroloSkog deficita, odnosno

progresijom veli¢ine i broja lezija na MR. Pocetak bolesti je klinicki razli¢it dok faza progresije
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nema razlike (158, 159).

Sekundarno progresivna multipla skleroza (SPMS) se u veéini slucajeva dijagnosticira
retrogradno 1 to tako da se javlja postupno pogorsanje relapsno remitirajuceg oblika bolesti. Ne
postoje egzaktni klinicki, slikovni, imunoloski i patoloski kriteriji koji odreduju u kojem
trenutku relapsno-remitiraju¢i oblik prelazi u sekundarnu progresivnu multiplu sklerozu;
prijelaz je uglavnom postupan. U koliko je SPMS u aktivnoj fazi potrebno je ili mijenjati
terapiju koja ne djeluje ili ukljuciti imunosupresivnu/imunomodulatornu terapiju (160).
Primarno progresivna multipla skleroza (PPMS) oznacava klinicki oblik bolesti koji se od
pocetka manifestira progresijom 1 akumulacijom neuroloskih oStecenja. Za razliku od
sekundarne progresivne MS, ne prethodi joj relapsno-remitiraju¢a bolest. Smatra se da 10-15
% bolesnika ima progresivni tip bolesti (161). Neki dokazi sugeriraju da je PPMS-a razliita,
neinflamatorna ili barem manje inflamatorni oblik MS-a (153). Brojni klinicki, slikovni i
genetski podaci nalazu da je PPMS dio spektra fenotipova progresivne MS 1 sve razlike su viSe
relativne nego apsolutne (162, 163). Pogorsanje se u jednakoj mjeri javlja i kod SPMS i kod
PPMS (164, 165). McDonaldovi kriteriji za dijagnozu PPMS iz 2017.godine ukljucuju
asimtomatske 1 kortikalne lezije, a za dokaz je potrebno imati postupno neurolosko osSte¢enje u
razdoblju od godine dana, neovisno o klini¢kim relapsima. Razvoj neuroloskog oSte¢enja moze
se dokazati ili prospektivno ili retrospektivno, a potrebno je da ispunjava dva od tri kriterija:
barem jedna hiperintenzivna lezija u mozgu, dvije ili viSe hiperintenzivnih lezija u kraljeZnicnoj
mozdini i1 prisutnost oligoklonskih vrpci u likvoru. Fenotipovi multiple skleroze mogu biti
relapsni ili progresivni ovisno o statusu i anamnezi, ali ove kategorije ne pokazuju vremenske
informacije za tijek bolesti. Aktivnost bolesti procijenjena klinickim relapsima, oslikavanje
magnetom ili progresija invaliditeta moze pomoc¢i u procjeni relapsa odnosno progresije.
Potvrda aktivnosti bolesti utjece na prognozu i terapijske opcije (153).

Smjernice za dijagnostiku RRMS i PPMS ukljucuju McDonaldove kriterije.

1.3.5. Dijagnostika multiple skleroze

MS je kroni¢na inflamatorna i demijelinizacijska bolest autoimunosnog podrijetla. Cimbenici
koji utjeCu na nastanak bolesti su egzogeni, okoli$ni i genetski faktori. Karakteriziraju je
multifokalna 1 vremenska oSte¢enja CNS-a koja vode do aksonalnog oSte¢enja. Obzirom na
klinicki tijek moze se razlikovati nekoliko oblika MS-a: RRMS relapsno-remitirajuci oblik,
sekundarna progresivna multipla skleroza (SPMS), primarna progresivna multipla skleroza
(PPMS) i progresivna relapsna MS. Ovisno o ozbiljnosti simptoma MS se moze opisati kao

benigna MS ili maligna MS. Dijagnoza se temelji na McDonaldsovim kriterijima koji vezu
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klinicke manifestacije s karakteristicnim lezijama na magnetskoj rezonanciji, pregledu
cerebrospinalng likvora i vizualnim evociranim potencijalima (166).

Uloga magnetske rezonance u dijagnostici MS je dvosmjerna: potvrditi dijagnozu MS ili
opovrgnuti ako se nade supstrat za neku drugu bolest. MAGNIMS i Consortium of Multiple
Sclerosis Centers su objavili standardizirane protokole za magnetsku rezonancu za dijagnozu i
za pracenje (167, 168). Magnetska rezonanca mozga i kraljeznice je najbolja dijagnosticka
metoda koja nam pomaze u dijagnozi multiple skleroze i nezamjenjiva je kod izoliranog
klinickog sindroma . Zakljueno je da se MR mozga treba napraviti svim bolesnicima sa
sumnjom na multiplu sklerozu, dok je MR kraljezni¢ne mozdine pozeljna, ali ne obavezna.
Potrebno ju je napraviti kod sumnje na zahvacenost kraljezni¢ne mozdine, kod primarno
progresivnog tijeka, kod skupina bolesnika koji su iz nekog razloga manje podlozni dobivanju
MS (stariji, nebijelci) ili kad trebamo povecati dijagnosticku to¢nost (potvrditi diseminaciju u
prostoru)(167, 168). MR kraljeznicke mozdine je korisnija u dijagnostici MS kod djece nego
kod odraslih (169). Po McDonaldovim kriterijima trebaju biti zadovoljeni kriteriji prostorne 1
vremenske diseminacije. Diseminacija u prostoru se dokazuje postojanjem viSe od jednog
oste¢enja u CNS-u, a vremenska diseminacija pokazuje nastajanje novih lezija u nekom
periodu. Osim MR, indikativna je pojavnost oligoklonskih vrpca u likvoru. Po zadnjim
McDonaldovim kriterijima, prisutnost dvije ili viSe oligoklonskih vrpca u likvoru mogu biti

zamjena za diseminaciju bolesti u vremenu.

1.3.6. Terapija multiple skleroze

Terapija MS se svrstava u tri kategorije: lijeCenje egzacerbacije, usporavanje progresije bolesti
s modificiraju¢om terapijom i simptomatska terapija. LijeCenje je postalo iznimno kompleksno
s razvojem imunomodulirajuce terapije koja smanjuje broj 1 jacinu relapsa te broj lezija koje se
vide na magnetskoj rezonanci. Terapija se zapocinje da se uspori ili prekine nastanak upalnih
lezija i na taj nacin se smanji opseg invalidnosti (170).

Terapija relapsa ili egzacerbacije MS lije¢enje je spontane epizode nove ili postojece bolesti.
Moraju se razlikovati od nepovezanih neuroloskih simptoma uslijed infekcije, temperature ili
stresa, a definiraju se kao pseudorelapsi. Pravi relapsi po definiciji traju najmanje 24 sata (iako
je prosjek 1 tri mjeseca) 1 povezani su s pojavom novih simptoma, koje bolesnik dosad nije
iskusio. U nekim sluc¢ajevima neki se simptomi mogu ponovno pojaviti (171). Za razliku od
relapsa, pseudorelapsni simptomi mogu fluktuirati ovisno o temperaturi tijela ili kao posljedica
emocionalnog i fizickog stresa. Posebno je zahtjevno razluciti ima li bolesnik relaps,

pseudorelaps ili pseudoegzacerbaciju. Umor, prenaprezanje, izlozenost vlagi i vru¢ini moze
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uzrokovati fluktuacije ili pogorSanje simptoma, ali bez pravog relapsa (Uhthoff fenomen) (171).
Ciljevi lijecenja akutnog relapsa su brzi funkcionalni oporavak od neuroloskog deficita,
ublaZavanje jaine ataka i smanjenje ili eliminacija potencijalnih ostatnih defekata. Ustaljeno
je lijeCenje antiinflamatornim agensima kao S$to su visoke doze intravenskih ili oralnih
kortikosteroida (171, 172). Kortikosteroidi ne mijenjaju tijek MS, ali ublaZzavaju simptome,
poboljsavaju motoricku funkciju i skracuju vrijeme oporavka. Kortikosteroidi se mogu davati
ili peroralno ili parenteralno, a utjecaj na imunoloski sustav ovisi o jacini doze i duljini
uzimanja. lako je dugotrajno uzimanje kortikosteroida korisno i sigurno, prakticira se krace
uzimanje vec¢ih doza. Ukoliko bolesnik ne reagira na kortikosteroidnu terapiju, moze se
napraviti plazmafereza.

Moduliraju¢a terapija (Disease-Modifying Therapy) - djelovanje modulirajuce terapije je
direktno povezano s patofiziologijom MS. To je bolest srediSnjeg zivcanog sustava kod koje se
oSteCuje mijelinska ovojnica i1 aksonalno provodenje. OsSteCenje je povezano s upalom
uzrokovanom perivenularnom infiltracijom T i B limfocitima, makrofagima, antitijelima i
komplementom (173). Osim T-stani€ne imunosti, B-stani¢éna imunost takoder ima ulogu u
nastanku bolesti pa su se tako razvili lijekovi koji ciljano dijeluju na B-stanice.

Oblici DMT terapije su: Self-Injected DMT (bolesnik samostalno aplicira terapiju): Interferon
Beta-1a, Interferon Beta-1b, Peginterferon Beta-1a i Glatiramer Acetat. Sva odobrena terapija
smanjuje ucestalost 1 ozbiljnost relapsa kao 1 nakupljanje lezija na magnetskoj rezonanci u
RRMS. Malo, ili ni§ta pomazu u progresivnoj formi MS (174). Razliditi lijekovi se, ovisno o
dozi, doziraju razli¢itom ucestalo$¢u. Interferoni koji sadrze vece doze 1 koji se ¢eSce apliciraju
su ucinkovitiji, ali bolesnici ¢eS¢e razvijaju protutijela koja umanjuju u€inkovitost interferona
(175, 176). Betaseron, Extavia, i Rebif su visokopotentni interferoni, a Avonex se smatra
niskopotentnim. Odobrena su dva oblika GA za RRMS: Copaxone je sintetska forma mijelin
bazi¢nog proteina kopolimera, a dostupan je u dva oblika: 2mg/ml dnevno ili 40 mg/mL tri puta
tjedna. Niti jedan DMT ne eliminira rizik relapsa u potpunosti. Peroralni DMT su dimetil
fumarat, fingolimod i Teriflunomide. Intravenski agensi: Alemtuzumab, Natalizumab i
Mitoxantrone — monoklonska protutijela alemtuzumab i natalizumab su trenutno najefikasnija
terapija u lijeCenju MS. Medutim, oba lijeka imaju znacajne rizike. Alemtuzumab je humano
monoklonsko protutijela koja snizava razinu imunoloskih stanica. Alemtuzumab je povezan s
moguéim autoimunim bolestima: autoimuna bolest Stitnjace, autoimunosnom citopenijom, i
povecan rizik od infekcija. Natalizumab, je rekombinantno humano monoklonsko protutijelo
koje se koristi u RRMS. Blokira transmigraciju imunoloskih stanica kroz krvno-mozdanu

barijeru blokiraju¢i alfa—4 podjedinicu molekule integrina, koja je povezana s adhezijom i
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migracijom stanica iz vaskulature u inflamirano tkivo.
Budu¢i da blokira prelazak imunoloskih stanica, postoji rizik od rebound uc¢inka nakon prekida

uzimanja lijeka.

1.4. Hashimotov tireoiditis

Hashimotov tireoiditis je Cesta autoimunosna bolest koja se naziva i autoimunosni tireoiditis
(AITD). Opisao ju je 1912. Hakaru Hashimoto u bolesnika s kroni¢cnom bolesti Stitnjace koju
je nazvao limfomatozna struma, a koju karakterizira difuzna limfocitna infiltracija (T i B
stanicama) 1 makrofazima, s germinativnim centrima, fibrozom, parenhimskom atrofijom i
eozinofilnim promjenama u nekim folikularnim stanicama Stitnjace (177). Ocituju se
poviSenom razinom protutijela na tireoidnu peroksidazu i tiroglobulin. Za razliku od Gravesove
bolesti gdje prevladava humoralna imunost na receptore za TSH, kod Hashimotovog tireoiditisa
prevladava stani¢na imunost koja djeluje na tireoidnu peroksidazu (178, 179). Postupno se gubi
funkcija Stitnjace i nastaje hipotireoidizam. Tijek bolesti moze biti razli¢it, od brzonastale
atrofije s hipotireozom, do dugotrajne eutireoze. Hipotireoza se u nekim sluc¢ajevima moze
spontano oporaviti, a bolesnici mogu uéi u eutireoidno stanje §to moze sugerirati reverzibilnost

imunoloske reakcije.

1.4.1. Epidemiologija

Protutijela na tireoidnu peroksidazu su prisutna u 10% Zena u op¢oj populaciji (180).

Danas je to najceSc¢a bolest Stitnjace 1 uzrok hipotireoidizma u podrucjima svijeta s dostatnim
unosom joda. Incidencija je 0,3 - 1,5 slucajeva na 1000 stanovnika godisnje. Prevalencija
pozitivnih protutijela u zena je veca od deset posto, a klini¢ki vidljive bolesti najmanje dva
posto. Muskarci imaju desetinu ove prevalecije. U Sjedinjenim Americkim DrZavama HT je
najcesc¢i uzrok hipotireoidizma poslije dobi od Sest godina s incidencijom 1,3% na uzorku od
5000 djece u dobi od jedanaest do osamnaest godina. U odraslih je incidencija oko 3,5 na 1000
zena godiSnje 1 0,8 na 1000 u muskaraca. Prevalencija autoimunosnih bolesti §titnjace raste s

dobi. HT je najces¢i uzrok hipotireoze u podrucjima s dostatnim unosom joda.

1.4.2. Cimbenici nastanka i patogeneza HT
Nastanak Hashimotovog tireoiditisa je interakcija genetskih faktora, epigenetskih ucinaka i
razlicitih stecenih ¢imbenika (unos joda, infekcija) (181).

Genetska podloga - Studije na blizancima su pokazale epidemioloske dokaze za genetsku
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podlogu HT-a. U 55% slucajeva jednojajcani blizanci su imali genetsku podlogu, dok je kod
dvojaj¢anih podudarnost 0%. Podudarnost tireoidnih protutijela je puno ve¢a u monozigotnih
blizanaca nego u dizigotnih blizanaca (80% vs 40%). Nekoliko lokusa je povezano s
Hashimotovim tireoiditisom, kao npr. HLA-DR, imunoregulatorni geni, (CD40, CTLA-4,
PTPN22, FOXP3 i CD25). Povecana produkcija interferona u virusnim infekcijama mozZe
povecati produkciju tireoglobulina i voditi do aktivacije T-stanica u genetski predisponiranih
osoba (182). C/T polimorfizam u Kozakovoj sekvenci na CD40 genu ima izrazen efekt na CD40
prezentirajuci antigen, ukljucujuci B-stanice, uzrokujuci B-stani¢nu proliferaciju, povezivanje
imunoglobulina, proizvodnju protutijela i proizvodnju memorijskih stanica (183). Citotoksicni
T-limfociti povezani s 4.antigenom (CTLA4) i proteinom tirozin-22-fosfatazom su glavni
negativni regulatori T-stanicama posredovanim imunoloskim ulogama. Polimorfizam CTLA4 i
PTPN22 gena je povezan s Hashimotovim tireoiditisom (184). Tocan nastanak autoimunosti
ipak nije poznat. Na murinim modelima Gravesove bolesti, regulatorne T stanice su uzrokovale
limfocitnu infiltraciju tireoidnih stanica s prolaznom ili trajnom hipotireozom (185). Jod
direktno blokira sintezu hormona, moze biti direktno toksi¢an za tireocite, ali moze i1 direktno
inducirati autoimunost tako da povecava imunogenost molekula tireoglobulina i oslobada
slobodne radikale tireoglobulinskih molekula kroz enzimatsku reakciju pomocu tireoidne
peroksidaze. PoviSena razina slobodnih radikala poti¢e pojacanu ekspresiju unutarstani¢nih
adhezijskih molekula-1 (186). Ostali okoliSni ¢imbenici kao Sto je puSenje, stres, trudnoca,
hepatitis C virus i ostale infekcije, ili deficijencija selena povecavaju autoimunost i posljedi¢nu
upalu Stitnjace (187, 188). Karakteristi¢ne histopatoloske osobine u Hashimotovom tireoiditisu
ukljucuju difuznu limfoplazmatsku infiltraciju, formiranje folikula s germinativnim centrima,
razli¢ite stupnjeve fibroze, parenhimsku fibrozu, i prisutnost velikih folikularnih stanica s
granularnom eozinofilnom citoplazmom, a koje se zovu Hurtleove stanice, oksifilne ili

Askanazy stanice.

1.4.3. Dijagnostika Hashimotovog tireoiditisa

Klinicka dijagnoza Hashimotovog tireoiditisa se bazira na prisustvu difuzne guse, poviSenim
protutijelima na tireoidnu peroksidazu i tireoglobulin, i limfocitnu infiltraciju Stitnjate na
citoloSkom razmazu. Razli¢ite su potencijalne klinicke slike u Hashimotovom tireoiditisu:
eutireoza s guSom, supklini¢ka hipotireoza s guSom, hipotireoidizam, izmjeni¢ni hipo 1
hipertireoidizam (189). Osim odredivanjem protutijela na stitnja¢u (TPO 1 TgA), s vrlo visokom
sigurno§¢u Hashimotov tireoiditis se moZze dijagnosticirati i ultrazvu¢nim pregledom. Razli¢iti

simptomi se javljaju u HT: promjene raspolozenja, depresija, problemi u koncentraciji, suha
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koza, gubitak kose, stalni umor unato¢ dovoljnoj koli¢ini sna, promjene u tezini i promjene
probave. Postoji vise histoloskih varijanti HT: fibrozni i atrofi¢ni tip, Riedelov tireoiditis i [gG4
tireoiditis (190 - 196).

Otprilike 10 - 13% bolesnika s HT-om ima fibroznu varijantu. Normalan parenhim je unisten i
zamijenjen je stani¢nim fibroznim tkivom i kolagenom strumom. Fibroza se ne Siri izvan
granica kapsule Stitnjace. Klinicki se ocituje kao Cvrsta gusSa s nedavnim povecanjem,
hipotireozom i porastom tireoglobulinskih protutijela.

Stitnjada je jako malena (I do 6 grama) i oéituje se parenhimskom atrofijom, fibrozom,
limfoplazmocitnom infiltracijom u fibroznoj atrofi¢noj varijanti HT-a (197, 198). Ova varijanta
je povezana s miksedemom i visokom incidencijom pozitivnih protutijela (199).

U podvrste Hashimotovog tireoiditisa svrstavani su i Riedelov tireoiditis 1 IgG4 tireoiditis,
medutim, naknadno se ustvrdilo da bi Riedelov tireoiditis mogao biti dio sistemske bolesti,
odnosno multifokalne fibroskleroze. IgG4 tireoiditis je multiorganska sistemska bolest koja se
ocituje povecanjem zahvaéenog organa i poviSenom serumskom i tkivnom razinom IgG4. Veca
je vjerojatnost nastanka hipotireoze, a ultrazvu¢no se vidi izrazena hipoehogenost.

Koncentracija tireoidnih protutijela je izrazito visoka.

1.4.4. Terapija Hashimotovog tireoiditisa

Lijec¢enje Hashimotovog tireoiditisa 1 hipotireoze bilo kojeg uzroka je nadomjestanje hormona
StitnjaCe. Terapija izbora je levotiroksin, naj¢eS¢e dozivotno. Potrebno je dozu prilagoditi
individualnim potrebama bolesnika. Cilj je dovesti bolesnika u eutireoidno stanje. Standardna
doza je 1.6-1.8 ng/kg dnevno. U biokemijskoj eutireozi fT4 1 TSH u referentnom su rasponu s
tim da je pozeljno da je TSH u donjoj polovini normalnih vrijednosti. Bolesnici mladi od
pedeset godina, bez kardiovaskularnih komorbiditeta mogu zapoceti s punom dozom.
Bolesnicima starijim od pedeset godina i1 onima mladima od pedeset godina s
kardiovaskularnim rizikom, po€etnu dozu treba smanjiti za 25 pg, uz kontrolu laboratorijskih
parametara za 6-8 tjedana. Treba se pazljivo i polako povecavati doza prema eutireoidnom
stanju. Nekad je iznimno tesko ili nemoguce, bolesnika s kardijalnom aritmijom, dovesti u
eutireoidno stanje bez da se ne izazove poremecaj ritma. U takvoj situaciji moze biti dostatno i
odrzavati blago povisen TSH. Starije bolesnike najcesce treba tretirati s 1 pug/kg. Takoder se s
manjim dozama tretira i bolesnike na androgenima. Bolesnike s resekcijom crijeva i sindromom

kratkog crijeva te malapsorpcijama bilo kojeg uzroka, treba lijeciti s ve¢im dozama.

21



Ines Sisko Markos, disertacija

1.5. Poliautoimunost

Postojanje dvije ili viSe autoimunosnih bolesti kod istog bolesnika se naziva poliautoimunost.
Najcesca autoimunosna bolest ukljuc¢ena u poliautoimunost je Hashimotov tiroiditis. Postojanje
poliautoimunosti je dovelo do pretpostavke da bolesnik ima generaliziranu disregulaciju
imunoloSkog sustava. Na pocetku 20. stolje¢a Paul Ehrlic je dokazao da Zivotinje ne proizvode
protutijela na vlastite eritrocite i oformio je naziv ,,horror autotoxicus” za reakciju imunoloskog
sustava na vlastite stanice (200). Istodobno se otkrilo prirodno postojanje protutijela na
spermatozoje. Otada su otkrivena brojna protutijela koja se fizioloski nalaze u zdravom
organizmu. Prirodna protutijela postoje u zdravom organizmu (201), pokazuju reaktivnost na
vlastite i1 strane antigene i IgM su razreda (201, 202). Protutijela povezana s bolestima su IgG
razreda koja vezu specificne antigene visokim afinitetom (203). Prirodna protutijela mogu
sluziti za selekciju starih stanica i stanica koje imaju tumorski potencijal te mogu pojacavati
antiinflamatornu kontrolu na B i1 T-stanicama 1 stoga se prirodna autoimunost mora razlikovati
od autoimunosti povezane s bolestima (204, 205).

Autoimunosna bolest nastaje gubitkom tolerancije na vlastite antigene koja se moze dogoditi
centralno 1 periferno. Adaptivni imunoloski sustav obi¢no, pomoc¢u T i B stanica odrzava
ravnotezu izmedu reakcije na strane 1 vlastite antigene. T 1 B stanice sadrze viSe podvrsta
regulatornih stanica s imunoregulatornim citokinskim profilom s jedne strane i efektorskim
stanica koje proizvode protutijela ili luCe proinflamatorne citokine s druge strane. Tradicionalna

podjela na pomo¢nicke limfocite (Th1 i Th2) napuStena je u trenutku kad je bilo jasno da se

CDA4™ efektorske T-stanice mogu diferencirati u nekoliko podrazreda T-stanica koji stimuliraju
razli¢it dio imunosnog sustava. Stanice Thl 1 Th17 sudjeluju u raznim bolestima, ukljucujuci i
HT i Gravesovu bolest (206). Th17 povezan je s kronicnom upalom i autoimunosnim bolestima
kao Sto su sistemski eritemski lupus, sistemska skleroza ili Sjogrenov sindrom (207). Vecina je
autoimunosnih bolesti vezana za odredene HLA antigene, a bolest nastaje prelaskom prirodne
imunosti u specifi¢nu, pod utjecajem genetske sklonosti i faktora iz okoliSa kao $to su virusne
1 bakterijske infekcije, puSenje 1 mikrohimerizmom majka-fetus (208). Buduéi da je
autoimunosna bolest Stitnja¢e najces¢a autoimunosna bolest, najcesce je zdruzena s ostalim
bolestima u poliautoimunosnim sindromima. U kolumbijskoj studiji na uzorku od 1083
bolesnika autoimunosna bolest Stitnjace je bila naj¢es¢a autoimunosna bolest, u kombinaciji sa
sistemskom sklerozom u 23% slucajeva, s reumatoidnim artritisom u 21% slucajeva, sa
sistemskim lupusom u 18% slucajeva, a s multiplom sklerozom u 9%. Kod bolesnika sa

Sjogrenovim sindromom, 21% bolesnika je imalo zdruzen autoimunosni tireoiditis (209).
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Takoder su radene studije kod kojih se ispitivala prisutnost TgAb i TPOAb u raznim
autoimunosnim bolestima, znacajno je veéa prisutnost protutijela u svim autoimunosnim
bolesima, u usporedbi sa zdravom, kontrolnom populacijom. Vise od 50% bolesnika s
dijabetesom je imalo poviSena protutijela na Stitnjacu, 55% bolesnika s autoimunosnom
jetrenom bolesti, 26% bolesnika s mijastenijom gravis i 34% bolesnika s bolestima vezivnog
tkiva. Koegzistiranje netireoidnih protutijela ili drugih autoimunosnih bolesti kod bolesnika s
autoimunosnim tireoiditisom je istrazivano u nekoliko studija. U jednoj, koja je ukljucila 3069
bolesnika s AITD, samo su tri bolesti (autoimunosni gastritis, vitiligo i reumatoidni artritis)
imale zajednic¢ku pojavnost vecu od 2% (210). U japanskoj populaciji, u skupini bolesnika s
AITD, najc¢esc¢a netireoidna protutijela su protutijela na glutamatnu dekarboksilazu, prisutna u
6,4% bolesnika s Gravesovom bolesti 1 u 4,6% bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom, na taj
nacin potvrdujuci povezanost izmedu inzulinskih protutijela i autoimunosti stitnjace (211).

U studiji koja je ukljucila 3000 bolesnika iz Velike Britanije s autoimunosnom bolesti Stitnjace,
14,3% bolesnika s HT-om i1 9,7% bolesnika s GD-om imalo je barem jednu autoimunosnu
bolest. Uglavnom je to bio dijabetes tipa 1, reumatoidni artritis 1 perniciozna anemija (212).
Povecana ucestalost autoimunosnih bolesti, ukljuujuéi i bolesti Stitnjace, povecava se
primjenom bioloske terapije za lijeCenje bolesnika s rakom 1 s drugim bolestima kao §to je MS
ili kroni¢ni hepatitis. U bolesnika s MS-om, 6-31 tjedan nakon uzimanja anti-CDS52
monoklonskih protutijela — alemtuzumaba, jedna tre¢ina bolesnika ¢e razviti GD (213).
Najvjerojatnije je razlog gubitak imunoregulacije posredovane T-stanicama. U bolesnika s
kroni¢nim hepatitisom, koji se lijeci interferonom alfa, 40% bolesnika razvije protutijela na
Stitnjacu, a 15% ih razvije klinicki AITD (214,215). Bioloski su lijekovi u€inkoviti protiv raka,
ali mogu uzrokovati razli¢ite autoimune bolesti. Primjeri takvih lijekova su ipilimumab (
monoklonsko protutijelo na CTLA-4 receptor), nivolumab i pembrolizumab koji imaju

antitumorsku aktivnost (216).
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2. CILJEVI I HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Primarni je cilj usporediti razliku koncentracije interleukina-6 i TNF-a u krvi i slini bolesnika
s inaktivnim MS-om 1 HT-om 1 onih bolesnika s inaktivhim MS-om i zdravom §titnjacom.
Sekundarni su ciljevi:

1. usporediti dobivene vrijednosti IL-6 1 TNF-a u krvi 1 slini u skupini bolesnika sa zdravom
StitnjaCom

2. usporediti dobivene vrijednosti IL-6 i TNF-a u krvi i slini u skupini bolesnika s
Hashimotovim tireoiditisom

3. odrediti utjece li koegzistencija dviju autoimunosnih bolesti na koncentraciju IL-6 i TNF- o
u krvi i serumu u odnosu na bolesnike s jednom autoimunosnom boles¢u.

Osnovna je hipoteza istrazivanja da je koncentracija IL-6 1 TNF-a u slini i krvi bolesnika u
inaktivnoj fazi multiple skleroze sa zdravom $titnjacom niza od koncentracije IL-6 i TNF-a u
slini 1 krvi bolesnika s inaktivnom multiplom sklerozom 1 koegzistiraju¢im Hashimotovim

tireoiditisom.
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

Uzeti su uzorci krvi i sline 130 bolesnika koji su u inaktivnoj fazi MS, a dosli su na redovite
kontrolne preglede na Kliniku za neurologiju KBC-a Sestre Milosrdnice. Aktivnost bolesti je
klini¢ki i radioloski procijenjena — svi su bili u remisiji. Ovisno o razini TPO i TgA protutijela
bolesnici su podijeljeni u dvije skupine: bolesnici koji su imali poviSene vrijednosti jednog ili
obaju protutijela su svrstani u skupinu bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom, a oni koji su
imali protutijela unutar referentnih vrijednosti u skupinu bolesnika sa zdravom Stitnjacom.
Ovim se istrazivanjem ispitivala razina IL-6 i TNF-a u slini i krvi bolesnika. Svi bolesnici su
potpisali informirani pristanak. Probir bolesnika je napravio neurolog, a postupke istrazivanja
objasnila je i uzela uzorke ista medicinska sestra. U sklopu standardne obrade ucinjena je
analiza TSH, fT4, anti-TPO, TgA. Krv se uzorkovala venepunkcijom u Vaccuete®: dvije
serumske epruvete s aktivatorom zgrusavanja, crveni ¢ep za odredivanje CRP, TSH, fT4, anti-
TPO, TgA, IL-6, TNF- a, a druga epruveta s K2EDTA, ljubicasti ¢ep (Greiner Bio-One,
Kremsmiinster, Austrija), uzorak pune krvi za 5-diff kompletnu krvnu sliku (KKS). Serumske
epruvete su se u skladu s pravilima dobre laboratorijske prakse u primjerenom vremenu
centrifugirale 10 minuta na 3500 okretaja u minuti. TSH, fT4, antiTPO, TgA 1 KKS su se
odredivali odmah, a uzorci za IL-6 1 TNF-a su se alikvotirali u dva alikvota po 550 pL te
zamrznuli na -20°C do analize. CRP se analizira na automatskom analizatoru Abbott ¢8000
(Abbott, Illinois, SAD), metodom imunoturbidimetrije uz prikladno koriStenje kalibratora 1
kontrolnih uzoraka. Referentna vrijednost za CRP je <Smg/L. TSH i fT4 su odredeni na
automatskom analizatoru Abbott 12000 (Abbott, Illinois, SAD), metodom kemiluminiscencije,
a TPO i1 TgA na analizatoru Cobas e601 (Roche Diagnostics, Basel, évicarska), metodom
elektrokemiluminiscencije. KKS se odreduje na analizatoru DxH520 (Beckham-Coulter, Brea,
SAD). Preporucene referentne vrijednosti za TSH su 0,35 - 4,94 plU/mL, fT4 9,01 - 19,05
pmol/L, TPO <34 kIU/L, TgA <115 kIU/L. IL-6 iz krvi je odredivan na Cobas e601 (Roche
Diagnostics, Basel, gvicarska), metodom ECLIA, dok je TNF-a iz krvi odredivan CLIA
metodom kemiluminiscencije (Siemens Immulite 1000). Vrijednosti IL-6 > 3,4 pg/mL i TNF-
o > 8,1pg/mL su oznacene kao detektabilne. Slina se skupljala metodom slobodnog pada.
Ispitanici su ispunili upitnik o nekim navikama, kao $to je puSenje, duljina trajanja bolesti,
terapiji koju su uzimali, prehrambenim navikama te stomatoloskim intervencijama, odnosno
patologiji usne Supljine. Na pocetku uzimanja usta se ispiru vodom, a slina se pocinje skupljati
deset minuta nakon toga, posStujuci sve predanaliticke zahtjeve. Ispitanici su bili dvanaest sati
nataste, bez prisustva oralnih bolesti, ozljeda ili upala usne Supljine. Zubi su oprani najmanje

Sezdeset minuta prije pocetka skupljanja sline. Svi uzorci su skupljeni u razdoblju od 8-10 sati
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ujutro. Skuplja se najmanje 1 mL uzorka, stavlja se u hladnjak i $to prije se transportira u
laboratorij (unutar 6 sati), gdje se podijeli na dva dijela i ¢uva u razli¢itim hladnjacima na -
20°C.

Iz uzoraka sline odreden je IL-6, upotrebom komercijalnih kitova za obradu iz sline
(Salimetrics, PA, SAD), ru¢nom metodom ELISA, dok je TNF-o odraden CLIA metodom.
Kvaliteta uzoraka validirala se standardnim metodama, a u analitickim i predanalitic¢kim
znaCajkama poStovala su se nacela dobre laboratorijske prakse. Osjetljivost kita za IL-6 u slini
je razina iznad 0,07 pg/mL, dok je osjetljivost za TNF- a u slini 0,106 pg/mL. Razine ispod
navedenih vrijednosti oznacit ¢e se kao nedetektabilne, a iznad njih detektibilne.

U statistickoj analizi koriSten je programski paket IBM SPSS Statistics, version 22.

U radu je primijenjena deskriptivna statistika u odredivanju mjera centralne tendencije 1 mjera
varijabilnosti. Frekvencija (f) jest broj koliko necega ima, tj. ucestalost neke pojave. Valjani se
postotak racuna od ukupnog broja valjanih podataka. Mjere tendencije koje su primijenjene u
radu jesu aritmeticka sredina, medijan 1 mod. Aritmeticka sredina ili sredina (mean) je zbroj
skupa brojeva podijeljenih odredenim brojem brojeva u skupu. Medijan je vrijednost koja se
nalazi to¢no na polovici raspona — pedeset posto uzorka je ispod, a pedeset posto iznad te
vrijednosti. Mod ili dominantna vrijednost je najceSca vrijednost. Mjere varijabilnosti
primijenjene u radu su raspon i standardna devijacija. Standardna je devijacija mjera prosjecnog
odstupanja od prosjeka, i to u apsolutnom iznosu. S obzirom na to da se parametrijski testovi
upotrebljavaju za normalnu distribuciju neke pojave u prirodi (koja prati Gaussovu krivulju),
vecina promatranih parametara u ovom radu nema normalnu distribuciju pa se u skladu s tim
koriste neparametrijski testovi.

Koristen je t-test za nezavisne uzorke kojim racunamo je li razlika izmedu dvije aritmetickih
sredina znaCajna. Mann — Whitneyev U test neparametrijski je test koji rangira rezultate
medusobno, a potom usporeduje prosjecni rang izmedu dviju skupine. Mann Witneyev U test
ili Wilcoxonov T test provjeravaju pripadaju li dva uzorka u populaciju s istim medijanom. P-
vrijednost ili razina statisticke vjerojatnosti odredena je na 5%.

Koeficijent korelacije pokazatelj je stupnja statisticke povezanosti. Ako se istrazuje veza
izmedu dviju varijabli i ako je ona linearna, stupanj povezanosti izrazava se koeficijentom
linearne korelacije. Pearsonov koeficijent korelacije (r ) mjeri jakost 1 smjer linearne korelacije.
Smjer korelacije jednak je predznaku r. Stupanj korelacije nalazi se izmedu 0 i 1, pa tako

vrijednost r = 0 ne korelira, a vrijednost r = 1 korelira u potpunosti .

Hi-kvadratni (Xz—test) primjenjuje se u vecini slucajeva ako se radi o kvalitativnim podacima
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ili ako tim podacima distribucija znac¢ajno odstupa od normalne. Hi-kvadratni test racuna samo
s frekvencijama i nije dopusteno koristiti se mjernim jedinicama. Pomaze nam da utvrdimo
odstupaju li neke frekvencije od frekvencije koju bi smo ocekivali.

Kolmogorov-Smirnovljevim testom, Shapiro-Wilksovim testom i Lilleforovim testom testira
se normalnost distribucije. Kolmogorov-Smirnovljev test neparametrijski je test ¢iji se rezultat
interpretira s obzirom na p-vrijednost: p < 0,05 — znac¢i da podaci znacajno odstupaju od
normalnosti, a p > 0,05 da su rezultati normalno distribuirani. Shapiro Wilksov test primjenjuje
se za manje 1 srednje uzorke. Lilleforov test mjeri maksimalnu udaljenost izmedu promatrane

distribucije 1 normalne distribucije.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Osnovni demografski podaci prikazani su u tablicama 1.1 2.

Tablica 1. Parametri obzirom na status Stitnjace

Ukupno Hashimotov tireoiditis Zdrava Stitnjaca
N 130 33 (25,4%) 97 (74,6%)
Muskarci 25 (19,2%) 5 (20%) 20 (80%)

Zene 105 (80,8%) 28 (26,7%) 77 (73,3%)
TSH 2,60 1,29
CRP 1,26 1,70
EDSS 1,15 1,37
1L-6 Slina 4,17 2,93
Krv 2,44 2,41
TNF-a Slina 26,41 25,18
Krv 5,69 5,71

Tablica 2. Dob pri dijagnozi

Broj 130
Aritmeticka sredina 32,49
Medijan 30,00
Najcescéa vrijednost 28
Standardna devijacija 11,05
Najmanja vrijednost 10
Najveca vrijednost 86

Testirana Kolmogorov-Smirnovljevim testom, dob sudionika jest varijabla ¢ija distribucija

znacajno odstupa od normalne.

28



Ines Sisko Markos, disertacija
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Slika 1. Dob pri dijagnozi
Udio bolesnika s multiplom sklerozom i urednom Stitnja¢om 1 bolesnika s multiplom sklerozom
1 Hashimotovim tireoiditisom vidi se u Tablici 3.

Tablica 3. Udio zdrave §titnjace 1 Hashimotovog tireoiditisa

F %
Zdrava Stitnjaca 97 74,6
Hashimotov
o 33 25,4
tireoiditis
Ukupno 130 100,0

kratice: f - frekvencija
Srednja dob bolesnika u trenutku dijagnoze MS-a u muskaraca je 33,20 = 10,67 godina, a u
zena 32,32 £ 11,190 godina. Udio pusaca je 35,4%. Srednja vrijednost BMI u muskaraca je

23,648 +2,6546 kg/m2, a u zena 22,869 + 2,9341kg/m?2 (Tablica 4.).

29



Ines Sisko Markos, disertacija

Tablica 4. Visina, tjelesna masa i BMI

Visina [Masa |BMI
Broj 130 130 130
Aritmeticka sredina 1,7176 | 68,14 123,019
Medijan 1,7150 165,50 (22,495
Najcesca vrijednost 1,682 |65 21,58
Standardna devijacija 0,081 11,118 (2,889
Najmanja vrijednost 1,50 36 13,1
Najveca vrijednost 1,89 100 34,6

kratice: BMI — indeks tjelesne mase

Masa

30 50 70

Slika 2. Distribucija tjelesne mase

20

Slika 3. Distribucija indeksa tjelesne mase
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Tablica 5. Dob bolesnika pri dijagnozi multiple skleroze

Spol  |Broj X SD
M 25 33,20 10,677
Dob pri dijagnozi
Z 105 32,32 11,190
M 25 23,648 2,6546
BMI 5
Z 105 22,869 2,9341

Kratice: x — aritmeticka sredina, SD- standardna devijacija, M — muskarci, 7 — zene, BMI —
indeks tjelesne mase

Primjenom t-testa za nezavisne uzorke, nije dobivena statisticki znacajna razlika u dobi
dijagnosticiranja MS s obzirom na spol, kao ni statisticki znacajna razlika u BMI-ju izmedu

muskaraca 1 Zena.

Tablica 6. Status Stitnjace ovisno o spolu

Status Stitnjace
_ |Hashimotov | Ukupno
Zdrava Stitnjaca| =~
tireoiditis
Broj 20 5 25
M
% Spol 80,0% 20,0% 100,0%
Spol
5 Broj 77 28 105
4
% Spol 73,3% 26,7% 100,0%
Broj 97 33 130
Ukupno
% Spol 74,6% 25,4% 100,0%

kratice: M — muskarci; Z - Zene
Hi-kvadratnim testom nije utvrdena statisticki znafajna razlika u pojavnosti Hashimotova

tireoiditisa u muskaraca 1 zena koji imaju multiplu sklerozu.
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Tablica 7. Razina IL-6 u slini 1 krvi

IL-6 — slina IL-6 — krv

Broj 128 128
Aritmeticka sredina 3,2406 2,413
Medijan 0,35 1,5
Najcesca vrijednost 0,35 1,5
Standardna devijacija 6,65127 1,8997
Najmanja vrijednost 0,35 1,5
Najveca vrijednost 46,8 12,3

Ucinjen je Kolmogorov-Smirnovljev test normalnosti distribucije uz Lillieforsovu korekciju za
uzorke vecée od 30 te Shapiro-Wilkijev test normalnosti distribucije za uzorke manje od 30, a
distribucija IL-6 u krvi i slini statisticki zna¢ajno odstupa od normale. Vecina vrijednosti se

grupira u manjem rasponu. (Slika 5.)

Interleukin 6 - slina

Slika 4. Distribucija IL-6 u slini

Interleukin & - krv

I|’_l—lT\l_|._|_l .

Slika 5. Distribucija IL-6 u krvi

1
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Tablica 8. Razina TNF-a u krvi 1 slini

TNF o —slina | TNF a - krv
Broj 128 128
Aritmeticka sredina 25,484 5,701
Medijan 23,25 5,00
Najcesca vrijednost 25,3 4,0
Standardna devijacija 10,7321 1,8782
Najmanja vrijednost 11,9 4,0
Najveca vrijednost 75,9 13,0

a. Postoje viSe vrijednosti koje se najceS¢e ponavljaju.

Prikazana je najmanja vrijednost.

Kolmogorov-Smirnovljev test normalnosti distribucije uz Lillieforsovu korekciju za uzorke
vece od 30 ili Shapiro- Wilkijev test normalnosti distribucije za uzorke manje od 30 statistic¢ki

znacajno odstupaju od normale za vrijednosti TNF-o u krvi i slini. Ve¢ina vrijednosti TNF-a u

krvi i slini se grupira u manjem rasponu. (Slika 6.1 7.)

THNF @ - slina

I [ E—

o a0a oo

Slika 6. Distribucija TNF-a u slini

THNF a - krv

=

i1 '

Slika 7. Distribucija TNF-a u krvi
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Tablica 9. Korelacija izmedu mjera IL-6 i TNF-a

Mean SD broj
IL 6 — slina 2,7436 5,1196 124
IL 6 — krv 2,369 1,7932 124
TNF o — slina 25,666 10,7439 124
TNF o — krv 5,643 1,8777 124

Kratice: SD — standardna devijacija, mean — aritmeticka sredina

Budu¢i da svih 130 ispitanika nije imalo relevantne podatke o svim vrijednostima, za korelacije

se koristila opcija gdje su za sve Cetiri varijable izracunate vrijednosti na onim ispitanicima koji

su imali valjan podatak za sve Cetiri varijable.

Tablica 10. Korelacija izmedu IL-6 1 TNF-o u krvi 1 slini

IL 6 — slina IL 6 — krv TNF o — slina [TNF o — krv

Interleukin 6 — Pearsonr 0,363** 0,132 0,187"
slina Sig. 0,000 0,145 0,038

Pearson r 0,363** 0,171 0,432™*
Interleukin 6 — krv -

Sig. 0,000 0,058 0,000

Pearson r 0,132 0,171 0,161
TNF o — slina -

Sig. 0,145 0,058 0,074

Pearson r 0’187’l< 0,432** 0,161
TNF o — krv -

Sig. 0,038 0,000 0,074

** Korelacija je znacajna na razini 0,01. Korelacija je znacajna na razini 0,05; Pearson r —

koeficijent korelacije; Sig.- significance — razina statisticke znacajnosti

Statisticki znacajno koreliraju vrijednosti IL- 6 iz sline i IL- 6 iz krvi (r = 0,363; p<0,01), IL-6
iz sline 1 TNF-a iz krvi (r = 0,187; p<0,05), kao i izmedu IL-6 iz krvi te TNF-a iz krvi (r =

0,432; p<0,01). Ostale varijable statisticki znacajno ne koreliraju. TNF-a iz sline ne korelira

niti s jednom varijablom.
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Tablica 11. Razlika IL-6 1 TNF-a izmedu skupina obzirom na status $titnjace

Status Stitnjace Broj Mean SD SE
Hashimotov
Interleukin 6 - = 32 4,1700 8,53300 1,50844
tireoiditis
slina
Zdrava Stitnjaca 96 2,9308 5,91552 0,60375
Hashimotov
o 32 2,438 1,8715 0,3308
Interleukin 6 —krv tireoiditis
Zdrava Stitnjaca 96 2,405 1,9187 0,1958
Hashimotov
32 26,409 12,1020 2,1394
TNF o — slina tireoiditis
Zdrava §titnjaca 96 25,176 10,2858 1,0498
Hashimotov
o 32 5,688 1,8039 0,3189
TNF o — krv tireoiditis
Zdrava Stitnjaca 96 5,705 1,9116 0,1951

Kratice: Mean — aritmeticka sredina SD - standardna devijacija, SE — standardna pogreska

T-testom nije pokazana statisticka znacajna razlika izmedu dvije skupine bolesnika u nijednoj

od mjerenih ciljnih varijabli — p-vrijednost nigdje nije manja od 0,05.

Tablica 12. Razina IL-6 i TNF-a u krvi i slini obzirom na status Stitnjace

IL 6 — slina IL 6 — krv TNF o —slina | TNF a—krv
Mann-Whitney U 1533,0 1472,5 1509,5 1533,5
Wilcoxon W 6189,0 6128,5 6165,5 2061,5
V4 -0,018 -0,416 -0,146 -0,0014
Asymp. Sig. IO,986 0,678 0,884 0,989

Z- razina statisticke znaCajnosti; Asymp. Sig.- razina znacajnosti
Mann-Whitneyevim testom i t-testom nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji IL-6 i
TNF-a u krvi 1 slini bolesnika sa zdravom S§titnjacom u odnosu na one s Hashimotovim
tireoiditisom.
Vrijednosti TSH u nasem istraZivanju prikazane su u Tablici 13., a raspon vrijednosti prikazan
je na Slici 8. Normalitet je testiran Kolmogorov-Smirnovljevim test uz Lillieforsovu korekciju

za uzorke vece od 30, a distribucija je odstupala od normale.
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Tablica 13. Raspon TSH

Broj 130
AritmetiCka sredina 1,61992
Medijan 1,17400
NajceSca vrijednost 0,7562
Standardna devijacija 2,039928
Najmanja vrijednost 0,014
Najveca vrijednost 21,824

a. Postoji viSe najce$¢ih vrijednosti,

Prikazana je najmanja najcesca vrijednost

Slika 8. Distribucija vrijednosti TSH

Statisticka znacajnost razlike izmedu dviju skupina testirana je t-test-om za nezavisne uzorke,
koji je pokazao kako se ove dvije skupine statisticki zna¢ajno razlikuju obzirom na prosje¢nu
razinu TSH (t = 3,324; df = 128; p<0,01). Skupina s HT imala je u prosjeku viSu razinu TSH
(M = 2,6) od skupine sa zdravom StitnjaCom (M = 1,29). S obzirom na ¢injenicu da se radi o
varijabli Cija je distribucija statisticki znacajno odstupala od normalne, Sto je jedan od
preduvjeta za primjenu t-testa, testiranje smo dodatno provjerili koriste¢i neparametrijski
Mann-Whitneyevim testom kao zamjenom. Rezultati Mann-Whitneyeva testa takoder su
potvrdili postojanje statisti¢ki znacajne razlike (p<0,01) u korist skupine bolesnika s
Hashimotovim tireoiditisom. Vrijednosti TSH kod Hashimotova tireoiditisa su za 1,3 mIU/mL
vec¢e od vrijednosti TSH kod zdrave $titnjace iako je prosjecna vrijednost TSH svih bolesnika

u rasponu normalnih vrijednosti.
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Tablica 14. Korelacija razine TSH s razinom IL-6 1 TNF-o u krvi 1 slini

TNF o -
IL 6 - slina [IL 6 —krv _ TNF a —krv [TSH
slina
Pearson r 0,363** 0,132 0,187% 0,032
IL 6 —slina -
Sig. 0,000 0,145 0,038 0,722
Pearson r 0,363** 0,171 0,432** -0,004
IL 6 —krv -
Sig. 0,000 0,058 0,000 0,964
TNF o — Pearsonr 0,132 0,171 0,161 0,067
slina Sig. 0,145 0,058 0,074 0,462
Pearson r 0,187* 0,432** 0,161 -0,031
TNF o — krv -
Sig. 0,038 0,000 0,074 0,728
Pearsonr 0,032 -0,004 0,067 -0,031
TSH -
Sig. 0,722 0,964 0,462 0,728

** Korelacija je znacajna na razini 0.01. *. Korelacija je zna¢ajna na razini 0.05.

U svim navedenim skupina ne postoji korelacija razine TSH s razinom IL-6 1 TNF-a ni u krvi
ni u slini.

U tablicama 15. 1 16. pokazano je da vrijednosti CRP ne koreliraju sa statusom Stitnjace, dok
Slika 9. pokazuje distribuciju CRP-a

Tablica 15. Razina CRP-a u naSem uzorku

Broj 130
Aritmeticka sredina 1,595
Medijan 0,800
Najcesca vrijednost 0,4
Standardna devijacija 2,4361
Najmanja vrijednost 0,2
Najveca vrijednost 20,1

Mann-Whitneyev test se slaze s t-testom 1 pokazuje kako nema statisticki zna¢ajne razlike u
razini CRP-a kod bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom u odnosu na one sa zdravom
StitnjaCom.

Distribucija normaliteta razine CRP-a testirana je Kolmogorov-Smirnovljevim testom i
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pokazalo se da vrijednost CRP-a znac¢ajno odstupa od normale.

}_LY_V_\ =]
s a3 4 6 w1 w0 o wp 10 wa @0 3

Slika 9. Distribucija razine CRP-a

Tablica 16. Korelacije CRP-a 1 IL-6 i TNF-o u krvi 1 u slini

) TNF a —|TNF a —
IL6—slina |IL 6 —krv CRP
slina krv

Pearson r 0,368™* 0,130 0,186  [0,297**
1L 6 —slina -

Sig. 0,000 0,152 0,040 0,001

Pearsonr | 368** 0,153 0,429"* 0,385%*
1L 6 — krv -

Sig. 0,000 0,091 0,000 0,000
TNF o - Pearsonr [0,130 0,153 0,156 0,014
slina Sig. 0,152 0,091 0,085 0,877

Pearsonr |0 186™ 0,429™* 0,156 0,223*
TNF o — krv -

Sig. 0,040 0,000 0,085 0,013

Pearsonr |0 297** 0,385™* 0,014 0,223
CRP _

Sig 0,001 0,000 0,877 0,013

** Korelacija znacajna na razini 0.01. *. Korelacija zna¢ajna na razini 0,05

Dobivena je statisticki znacajna korelacija izmedu razine CRP-a i razine IL-6 u slini (r=0,297;

p < 0,01 te znacajna korelacija izmedu CRP-a 1 razine IL-6 u krvi (r = 0,385; p < 0,01).

Korelacija je pozitivna, $to znaci da su bolesnici koji su imali visi CRP imali i viSe vrijednosti

interleukina-6. Korelacije s TNF-a nisu statisticki znacajne (Tablica 16.).
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Tablica 17. EDSS

Broj 130
Aritmeticka sredina 1,312
Medijan 1,000
Najcesca vrijednost 0
Standardna devijacija 1,4958
Najmanja vrijednost 0,0
Najveca vrijednost 7,0

U tablici 17. je prikazana najmanja i najveca vrijednost EDSS-a, a najcesca vrijednost je 0.

EDSS

Slika 10. EDSS u ispitivanoj skupini

Na slici 10. je prikazan raspon vrijednosti EDSS-a u ispitivanoj skupini.

Tablica 18. Status Stitnjace

Status Stitnjace N Mean SD

Hashimoto tireoiditis | 33 1,152 1,5637
EDSS

Zdrava Stitnjaca 97 1,366 1,4764

Kratica: EDSS — Expanded disability status scale
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Srednja vrijednost EDSS kod bolesnika s multiplom sklerozom i zdravom Stitnjacom je 1,366,
dok je srednja vrijednost EDSS-a kod bolesnika s multiplom sklerozom i Hashimotovim
tireoiditisom 1,152. Rezultati su prikazani u Tablici 18. a dobivene vrijednosti pokazuju da

nema statisticki znacajne razlike u navedenim skupinama.

Tablica 19. Statisticka povezanost EDSS i razine IL-6 1 TNF-a u krvi i slini

. INF o -|TNF o -
IL 6 —slina |IL 6 —krv EDSS
slina krv

Pearson r 0363** 0,132 0,187  |0,046
IL 6 —slina -

Sig. 0,000 0,145 0,038 0,613

Pearson r 0,363** 0,171 0,432** |-0,078
IL 6 — krv -

Sig. 0,000 0,058 0,000 0,389
TNF o — Pearsonr 0,132 0,171 0,161 -0,163
slina Sig. 0,145 0,058 0,074 0,071

Pearson r 0,187" 0,432** 0,161 0,157
TNF o — krv -

Sig. 0,038 0,000 0,074 0,082

Pearsonr 0,046 -0,078 -0,163 0,157
EDSS B

Sig. 0,613 0,389 0,071 0,082

Kratica: EDSS Expanded disability status

Korelacija znac¢ajna na razini 0.05.

scale**. Korelacija znacajna na razini 0.01.

*

U Tablici 19. testirana je povezanost EDSS-a i razine IL-6 i TNF-a u slini i krvi. Statisticka

znaCajnost razlike izmedu dviju skupina testirana je t-testom za nezavisne uzorke, koji je
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pokazao da se ove skupine ne razlikuju statisti¢ki znacajno u prosjecnom EDSS-u (t=— 0,710
; p = 0,354). S obzirom na ¢injenicu da se i ovdje radi o varijabli ¢ija je distribucija statisti¢ki
znacajno odstupala od normalne, testiranje smo dodatno provjerili neparametrijskim Mann-
Whitneyevim testom kao zamjenom. Rezultati Mann-Whitneyeva testa su takoder potvrdili

nepostojanje statisticki znacajne razlike medu testiranim skupinama.
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PusSenje je dihotomna varijabla s dvije vrijednosti (da/ne). Tablica 20. pokazuje da nema

korelacije izmedu pusSenja i izmjerenih vrijednosti IL-6 i TNF-a ni u krvi ni u slini.

Tablica 20. Korelacija puSenja i razine IL-6 i TNF-a u krvi i slini

TNF o —|TNF o -
IL6—slina |IL6 -krv Pusenje
slina krv
Pearson r (),363>X<>I< 0,132 0,187”< -0,043
IL 6 — slina -
Sig. 0,000 0,145 0,038 0,633
Pearsont |0,363™" 0,171 0,432™* -0,026
IL 6 — krv -
Sig. 0,000 0,058 0,000 0,770
Pearsonr 0,132 0,171 0,161 -0,082
TNF o — slina -
Sig. 0,145 0,058 0,074 0,364
Pearsonr (),187* 0,432** 0,161 -0,134
TNF o — krv -
Sig. 0,038 0,000 0,074 0,138
Pearsonr |-0,043 -0,026 -0,082 -0,134
Pusenje -
Sig. 0,633 0,770 0,364 0,138

**_ Korelacija je znacajna na razini 0.01; sig.- znacajnost
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5. RASPRAVA

Razina IL-6 i TNF-a poviSena je u krvi bolesnika u raznim bolestima kao $to su aktivna MS i
stanja autoimunosti poput Hashimotova tireoiditisa. Bolesnici u inaktivnoj fazi multiple
skleroze najc¢es¢e imaju vrijednosti IL-6 i TNF-a u referentnom intervalu §to se pokazalo i u
ovom radu: najc¢esca vrijednost IL-6 u slini je 0,35, najces¢a vrijednost IL-6 u krvi je 1,5, §to je
za oba parametra uredna vrijednost. Najc¢esca vrijednost TNF-a u krvi je 4,0, a TNF-a u slini je
25,3. Odredivanje vrijednosti TSH u rutinskoj je proceduri u neuroloskoj obradi, medutim
odredivanje protutijela na Stitnjacu radi se izriCito kada TSH izlazi iz referentnog intervala. U
ovom doktoratu zeljelo se utvrditi postoji li razlika u razini IL-6 1 TNF-o u krvi i slini u
bolesnika s inaktivnhom multiplom sklerozom i zdravom §titnjaom u usporedbi s bolesnicima
u inaktivnoj fazi multiple skleroze i Hashimotovim tireoiditisom. U slu¢aju da postoji razlika u
razini [L-6 1 TNF-a u krvi i slini u ciljanim skupinama, a iskljucena je svaka moguénost utjecaja
aktivnosti multiple skleroze, u obradi bolesnika s MS-om potrebno je tragati za drugim
autoimunim bolestima, u ovom sluc¢aju HT-om. U ovoj studiji je uklju¢eno 130 bolesnika s
inaktivnom multiplom sklerozom, 80,2% Zena i 19,8% musSkaraca, $to je neSto ve¢i omjer u
korist zena u odnosu na pojedina istrazivanja (2:1) (216).

Srednja dob pri dijagnozi u naSoj studiji je za musSkarce 33 godine, a za zene 32 godine, Sto
prati podatke iz literature (216). U€injeni su testovi normaliteta s obzirom na ¢injenicu da se
ovdje radi o varijabli ¢ija je distribucija statisticki znacajno odstupala od normale.

Udio bolesnika sa zdravom $titnjacom je 74,6%, a bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom je
25,4%, dok je u opcoj populaciji udio HT-a kod Zena 10%, a kod muSkaraca 1%. Statisticka
znacajnost razlike u zastupljenosti Hashimotovog tireoiditisa medu muSkim i Zenskim

ispitanicima testirana je X2 testom, koji je pokazao kako nema statisticki znacajne razlike (= =

0,474; df = 1; p > 0,05) u pojavnosti HT-a medu spolovima u zadanoj skupini. Dakle, kod
postojanja dviju autoimunosnih bolesti u ovom radu nema razlike u spolovima.

Udio pusaca u uzorku je 35,4%, a puSacki status nema ucinka na razinu IL-6 i TNF-a ni u krvi
ni u slini. U nekim istrazivanjima puSenje povecava rizik za nastanak MS-a, a istodobno je i
faktor rizika za brzu progresiju bolesti (217). Takoder, povecava rizik od nastanka pojedinih
karcinoma usne Supljine, koji tek kad nastanu, mijenjaju razinu IL-6 1 TNF-a u slini (218).
PuSenje ne mijenja razinu IL-6 i TNF-a ni u krvi ni u slini u bolesnika s MS-om, a bez oralne

patologije ili drugih bolesti, koje su isklju¢ene anamnesticki.

Indeks tjelesne mase u Zena je 22,869 + 2,9341, dok je u muskaraca 23,648 + 2,6546. UcCinjeni
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su testovi normaliteta uz Lillieforsovu korekciju - distribucija BMI-ja u ispitivanoj skupini
znacajno odstupa od normaliteta. StatistiCki nema znacajne razlike u indeksu tjelesne mase po
spolu. U naSem su istrazivanju bolesnici u oba spola imali normalan BMI. U pojedinim
istrazivanjima povecana tjelesna masa u adolescenciji i mladoj odrasloj dobi poveéava rizik za
nastanak MS-a (219). Nasi ispitanici imaju normalan BMI.

U analizu razine IL-6 i TNF-a u krvi i slini se ukljucilo 124 ispitanika jer su njihove vrijednosti
u Sest bolesnika, i u osam varijabli bile deset puta vece od prve slijedece vrijednosti $to bi imalo
znacajan ucinak na rezultate.

Dobivena je statisticki znacajna korelacija izmedu mjera IL-6 iz sline te IL-6 iz krvi (r = 0,368;
p<0,01) te TNF-a iz krvi (r = 0,186; p<0,05), kao i izmedu IL-6 iz krvi te TNF-a iz krvi (r =
0,429; p<0,01). Ostale varijable nisu statisticki znaCajno korelirale. Razina IL-6 u krvi 1 slini u
nasem istrazivanju korelira, a podaci su u literaturi nekonzistentni. Jasna korelacija izmedu
serumske 1 salivarne koncentracija IL-6 opisana je u ¢lanku La Fratta i suradnika, dok u vise
drugih, nema jasne korelacije (220 - 222). S druge pak strane, pojedine studije pokazuju jasnu
korelaciju izmedu razine IL-6 u krvi 1 slini odradene metodom EIA, medutim niti jedna studija
nema korelaciju izmedu serumske i salivarne razine TNF-q, $to je pokazalo i ovo istrazivanje
(223 - 225). Metodologija odredivanja IL-6 u slini koriStena u ovom radu uvjetovana je
naputcima proizvodaca, IL-6 u krvi i TNF-a u krvi svakodnevnom laboratorijskom praksom,
dok je za odredivanje razine TNF-a u slini konsenzusom istraZivaca dogovorena metoda za
potrebe ovog rada.

U pojedinim istrazivanjima serumski IL-6 nije se mijenjao ovisno o stanju usne Supljine
(uredna, oralni lichen planus i karcinom), dok je razina IL-6 u slini rasla kako je napredovala
lokalna patologija usne Supljine (226).

Uzrok koreliranju naSih rezultata moze se objasniti dobrom pripremom 1i trijaZzom bolesnika,
odnosno iskljucenja lokalnog uzroka povisene razine IL-6 u slini (bolesti usne Supljine).
Takoder korelira razina IL-6 u slini i TNF u krvi, $to bi se moglo objasniti odabranom ciljanom
skupinom bolesnika — inaktivnost multiple skleroze s urednom usnom Supljinom.

Razina TNF-a u krvi 1 slini u naSem radu ne korelira §to se pokazalo 1 u vise radova (101).
Postoje indicije da bi bilo potrebno traziti drugu metodu odredivanja TNF-a u slini.

T-testom usporedili smo razinu IL-6 u krvi 1 slini u bolesnika sa zdravom $§titnjacom, odnosno
u bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu dviju
skupina u mjerenim varijablama.

Takoder su se, istim testom, usporedivale razine TNF-a u krvi i slini u skupini bolesnika sa

zdravom S$titnjacom 1 u bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom. Isto tako, ne postoji statisticki
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znacajna razlika izmedu dviju skupina u mjerenim varijablama. Budu¢i da smo Kolmogorov-
Smirnovljevim testom utvrdili da vrijednosti svih naSih rezultata odstupaju od normalne
distribucije, rezultate dobivene t-testom, provjerili smo neparametrijskim testom — Mann-
Whitneyevim testom, koji se u potpunosti slaze s t-testom, ¢ime potvrduje da ni u jednoj
mjerenoj vrijednosti nema statisticki znacajne razlike u rezultatima u skupini bolesnika sa
zdravom Stitnjacom, odnosno bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom.

Slijedece Sto smo testirali je razina TSH u usporedbi sa statusom S§titnjace. Prilikom dolaska na
pregled niti jedan bolesnik nije bio na terapiji za bolesti Stitnjace niti je znao za bolest Stitnjace.
Kolmogorov-Smirnovljevim testom pokazali smo da vrijednosti TSH odstupaju od normalne
distribucije. Usporedili smo razinu TSH u bolesnika s poviSenim protutijelima s bolesnicima
koji su imali protutijela u referentnom intervalu. Srednja vrijednost TSH svih bolesnika je 1,61
mU/L, minimalna vrijednost je 0,014 mU/L, a maksimalna 21,82 mU/L.

U skupini bolesnika sa zdravom StitnjaCom srednja vrijednost TSH je bila 1,29 mU/L, a u
skupini bolesnika s povisenim protutijelima je 2,60 mU/L. Primjenom t-testa zakljucili smo da
se dvije skupine statisticki znacajno razlikuju po razini TSH. Skupina bolesnika s
Hashimotovim tireoiditisom u prosjeku ima za 1,3mU/L vec¢u vrijednost TSH u odnosu na
bolesnike sa zdravom S§titnjaom. S obzirom na to da je vrijednost TSH jednog bolesnika bila
znacajno veca od ostalih (21,82mU/L), napravili smo izracun i bez njega, ali se i nadalje
pokazala statisticki bitna razlika u dvjema skupinama. Isto smo potvrdili i Mann - Whitneyevim
testom. lako je prosjecna vrijednost i jedne 1 druge skupine bila u referentnom intervalu,
dobivena minimalna vrijednost, odnosno postojanje niske razine TSH, upucuje na potrebu
traganja uzroka hipertireoze u bolesnika s takvim nalazom. S druge pak strane, postojanje
izrazito povisenog TSH u pojedinih bolesnika, takoder zahtjeva obradu i adekvatno uvodenje
terapije L-tiroksinom.

Napravljene su korelacije TSH s razinom IL-6 i TNF-a u krvi i slini, medutim dobivene
vrijednosti niti u jednom segment statisticki znacajno ne koreliraju (227). U literaturi su nadene
poveznice izmedu poviSene razine TSH i razine IL-6 u krvi (228). Takoder, pojedini autori
navode da razina TSH negativno korelira s razinom IL-6 1 TNF-a u krvi.

Vrijednost CRP-a po Kolmogorov-Smirnovljevom testu ne prati normalnu distribuciju. Srednja
vrijednost CRP-a kod bolesnika sa zdravom stitnjacom je 1,595. Testirali smo razinu CRP-a
ovisno o statusu Stitnjace i dobili kako nema statisticki znacajne razlike u razini CRP-a kod
bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom u odnosu na one sa zdravom S§titnjaom, a isto se
pokazalo i u literaturi gdje se usporedivala razina CRP-a u skupini zdravih, eutireoidnih

kontrola, bolesnika s Hashimotovim tireoiditisom i bolesnika sa subakutnim tireoiditisom
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(229).

Dobiveno je da CRP statisticki znacajno korelira s IL-6 iz sline (r = 0,297; p < 0,01) te s IL-6
iz krvi (r = 0,385; p <0,01). Rezultati naSeg istrazivanja podudaraju se s radovima iz literature
(230).

Korelacija je pozitivna, §to znaci da oni bolesnici koji su imali viS§i CRP su u prosjeku imali 1
visi izmjereni IL-6. Obzirom da se CRP kao laboratorijski parametar koristi kao indikator upale,
a da razina IL-6 u krvi i slini mozZe biti pokazatelj upale, bilo lokalne ili sistemske, korelacije
su ocekivane. Korelacije s TNF-a nisu statisticki znacajne.

Testirana je povezanost EDSS-a i razine IL-6 1 TNF-a u slini i krvi. Statisticka znacajnost
razlike izmedu dviju skupina testirana je t-testom za nezavisne uzorke, koji je pokazao da se
ove skupine ne razlikuju statisticki znacajno u prosjecnom EDSS-u (t=— 0,710 ; p=10,354). S
obzirom na c¢injenicu da se i ovdje radi o varijabli ¢ija je distribucija statisti¢ki znacajno
odstupala od normalne, testiranje smo dodatno provjerili  neparametrijskim Mann-
Whitneyevim testom kao zamjenom. Rezultati Mann-Whitneyeva testa su takoder potvrdili

nepostojanje statisticki znacajne razlike medu testiranim skupinama.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju naseg istrazivanja, a u skladu sa zadanim ciljevima zaklju¢ujemo:

1. Bolesnici u inaktivnoj fazi multiple skleroze imaju vrijednosti IL-6 1 TNF-o u krvi i slini u
referentnom intervalu.

2. Nema statisticki znacajne razlike u zastupljenosti Hashimotova tireoiditisa izmedu muskih i
zenskih ispitanika koji imaju inaktivnu multiplu sklerozu.

3. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu razine IL-6 u krvi u bolesnika sa zdravom
StitnjaCom u usporedbi s bolesnicima s Hashimotovim tireoiditisom.

4. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu razine I1L-6 u slini u bolesnika sa zdravom
StitnjaCom u usporedbi s bolesnicima s Hashimotovim tireoiditisom.

5. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu razine TNF-a u krvi u skupini bolesnika sa
zdravom Stitnjacom u usporedbi s bolesnicima s Hashimotovim tireoiditisom.

6. Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu razine TNF-a u slini u skupini bolesnika sa
zdravom Stitnjacom u usporedbi s bolesnicima s Hashimotovim tireoiditisom.

7. Postoji statisticki znacajna korelacija izmedu razine IL-6 iz sline 1 IL-6 iz krvi.

8. Postoji statisticki zna¢ajna korelacija izmedu razine IL-6 iz sline s TNF-a iz krvi.

9. Postoji statisticki znacajna korelacija izmedu razine IL-6 iz krvi s TNF-a iz krvi.

10. BMI, EDSS i puSenje ne koreliraju s razinom IL-6 i TNF-a u krvi 1 slini.

11. Razina CRP-a statisticki znacajno korelira s razinom IL-6 u slini 1 krvi.

12. Postoji statisti¢ki znaCajna razlika u razini TSH u skupini eutireoidnih bolesnika s
poviSenom razinom protutijela u odnosu na bolesnike s razinom protutijela u referentnom

intervalu.
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