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1. UvOD

1.1. Henoch-Schdnleinova purpura

Vaskulitisi su heterogena skupina reumatskih bolesti karakterizirana upalom
I posljediénim ostecenjem stijenke krvnih Zila. Naj¢es¢i vaskulitis djeCje dobi je
Henoch-Schoénleinova purpura (HSP) (1-14).

Entitet je prvi prepoznao i u knjizi ,On Cutaneous Diseases” opisao engleski
ljeCnik William Heberden 1801. godine (1,15-19). Danasnji naziv bolest je ipak
dobila prema njemackim lije€nicima Johannu Lukasu Schonleinu i njegovu u€eniku
Eduardu Heinrichu Henochu, koji su u razdoblju od 1837. do 1899. godine detaljno
opisali sve simptome (15-18,20).

HSP pripada skupini vaskulitisa malih krvnih Zila, posebno arteriola,
kapilara i venula (5,6,21). Patohistoloski, rije€ je o leukocitoklasticnom vaskulitisu s
infiltracijom stijenki malih krvnih Zila neutrofilima uz mogucéi razvoj nekroze
(1,3,5,11,22). U stijenci i oko krvnih Zzila u koznim eflorescencijama svih oboljelih,
odnosno u mezangiju bubrega oboljelih u kojih se razvije i nefritis, nalaze se
depoziti imunokompleksa koji sadrze IgA (5,6,18,21,23).

lako postoje i drugi klasifikacijski kriteriji, kao Sto su kriteriji Ameri¢kog
reumatoloSkog drustva (ACR, engl. American College of Rheumatology)
(3,9,24,25), Michaelovi kriteriji, Helanderovi kriteriji (20), kriteriji Ameri¢kog
kardioloSkog drustva (AHA, engl. American Heart Association) (5), te
definicije/nomenklature (npr. Chapel Hill Consensus Conference Nomenclature of
Vasculitides 2012.) (21,26), prema zajednickim Kklasifikacijskim kriterijima
Europske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR, engl. European League
Against Rheumatism), Medunarodne organizacije za istrazivanja u djecjoj
reumatologiji (PRINTO, engl. Paediatric Rheumatology International Trials
Organisation) i Europskog pedijatrijskog reumatoloskog drustva (PReS, engl.
Paediatric Rheumatology European Society), formiranim u Ankari 2008. godine, uz
palpabilnu purpuru kao obvezan simptom, na razvoj ove bolesti u djecjoj dobi
ukazuje prisutnost jo§ barem jednog od ostalih simptoma ili nalaza:

artritis/artralgije jednog ili viSe zglobova (najceS¢e distalnih zglobova donjih



Frkovi¢, M. (2020.) Aktivnost eritrocitne glutation S-transferaze u djece oboljele od Henoch-Schénleinove purpure

ekstremiteta), bolovi u trbuhu, nefritis te nalaz depozita IgA u bioptatu kozne
promjene ili bubrega (3,5,6,12,24).

Unatrag nekoliko godina se, sukladno konsenzusu postignutom na
konferenciji u Chapel Hillu 2012. godine, za ovu bolest u literaturi koristi i naziv IgA
vaskulitis (6,21,27).

1.1.1. Epidemiologija

Bolest se, ovisno o izvoru literature, javlja s podjednakom ucestalosSc¢u (16)
ili do 1,9 puta ¢eSc¢e u djeCaka u odnosu na djevojcice (4,5,9,17,18,22,28-31).
Incidencija iznosi 3 — 30 oboljelih na 100 000 osoba mladih od 18 godina godisSnje
(1,4,7,9,11-13,15,16,19,20,22,23,28,32-39), vrh incidencije je izmedu 4. i 7. godine
zivota (4,8,28,32,40), odnosno vecéina oboljelih mlada je od 10 godina
(4,12,13,16,17,29,30,41). lako je pojava bolesti moguc¢a i u odrasloj dobi,
incidencija se s dobi smanjuje (35) i nakon 18. godine znatno je niza: 1,3 — 4
oboljela na 100 000 odraslih osoba (7,9,38), odnosno odrasli bolesnici €ine
otprilike desetinu ukupnog broja oboljelih (7,38). Prevalencija HSP u osoba mladih
od 18 godina iznosi 6,1 — 20,4 / 100 000 (3,4).

1.1.2. Etiopatogeneza

Smatra se da se bolest javlja u genetski predisponiranih osoba pod
djelovanjem faktora okolisa, posebno infektivnih uzro¢nika (3,42).

U prilog genetskoj podlozi primarno govore razlike u prevalenciji bolesti
ovisno o geografskom smjestaju populacije, odnosno rasnoj i etni¢koj pripadnosti.
Bolest se tako najCesce javlja u zemljama jugoistoCne Azije, a najrjede u zemljama
sredidnje Afrike. Ce$¢e se javlja u pripadnika Zute rase (incidencija 24/100 000
osoba mladih od 18 godina), nego u pripadnika bijele rase (17,8/100 000), a
najrjede obolijevaju pripadnici crne rase (6,2/100 000) (7,28,34). Takoder, rizik od
pobolijevanja veci je u bliskih rodaka oboljelog u odnosu na op¢u populaciju (34),
a opisani su i slucajevi obiteljskog grupiranja oboljelih (3,7,34,43). Na genetsku

podlogu ukazuje i poviSena koncentracija molekula imunoglobulina A1 s manjkom
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galaktoze (Gd-lgAl, engl. Galactose-deficient IgA1l) u barem jednog roditelja
vecine oboljele djece (2,3,36,44).

Rezultati ciljanog detektiranja polimorfizama razliCitih pojedinacnih gena
kandidata, odabranih na temelju njihove potencijalne bioloSke funkcije ili njihove
pozicije unutar regije otprije povezane s istom ili sli€nim bolestima, te noviji
rezultati cjelogenomskih istraZzivanja povezanosti (GWAS, engl. genome-wide
association study) ukazuju na kompleksnu patogenezu HSP prouzrocenu
primarno interakcijama medu veéim brojem razliCitih gena, uz pritom ogranic¢enu
ulogu svakog pojedinacnog gena u razvoju bolesti (34). Polimorfizmi koji imaju
potencijalni u€inak na povecan rizik od pojavnosti HSP i razvoj nefritisa ciljano su
detektirani medu genima HLA sustava (humani leukocitni antigeni, engl. human
leukocyte antigens) na kratkom kraku kromosoma 6 (6p21.3). Povezanost
polimorfizama s pojavno$¢u bolesti i rizikom od razvoja nefritisa uglavhom se
razlikuje izmedu razlicitih rasa i etnickih skupina (34,45).

Polimorfizmi s najvecim rizikom za razvoj bolesti i komplikacija detektirani
su GWAS-om u intergenskoj zoni HLA DQA1-DQB1 te na lokusima HLA-DRB1*11
i B1*13, a neSto maniji rizik povezan je s alelima HLA klase | (1,3,7,8,34,45-47).

Izvan HLA sustava, kao rizi¢ni za razvoj bolesti i komplikacija detektirani su
pojedini polimorfizmi gena za citokine (IL-6 promotor (interleukin-6 promotor), IL-
18, IL-1Ra (interleukin-1 receptor antagonist), IL-18, interferon gama,
transformirajuci faktor rasta beta 1, kemokini (Cimbenik inhibicije migracije
makrofaga (MIF, engl. macrophage migration inhibitory factor), IL-8, regulator
funkcije limfocita T (RANTES, engl. regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted), protein kemijskog priviacenja monocita (MCP-1, engl.
monocyte chemoattractant protein), adhezijske molekule (P-selektin, E-selektin),
komponente sustava renin-angiotenzin (angiotenzin i angiotenzin konvertirajuci
enzim), te drugi elementi koji sudjeluju u upalnim / imunoloSkim procesima
(receptori slicni Tollu 2 i 4 (TLR2, TLR4, engl. Toll-like receptor), lektin koji veze
manozu (MBL, engl. mannose-binding lectin), tirozin fosfataza, kostimulacijska
molekula CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), ali i geni za
druge bolesti (npr. gen za obiteljsku mediteransku vruéicu — MEFV). Detektirani su
i polimorfizmi gena za enzim C1GALT1 (engl. Core 1 Synthase, Glycoprotein-N-

Acetylgalactosamine 3-Beta-Galactosyltransferase 1), koji reduciraju aktivnost

3
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navedenog enzima odnosno glikozilaciju IgA1 molekula te dovode do pojacane
produkcije Gd-IgAl koji ima kljuénu ulogu u patogenezi bolesti (1,3,7,8,34,46,48-
55).

Dosadasnji rezultati GWAS-a klasificiraju HSP kao prototip bolesti vezane
uz HLA lokuse klase IlI, u koju spadaju i arteritis orijaskih stanica te ANCA
(antineutrofilna citoplazmatska protutijela, engl. Anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies) vaskulitisi (34,39,56-58).

U prilog djelovanju faktora okoliSa govore primarno sezonske razlike u
incidenciji bolesti, koja je u vecini istrazivanja dva puta viSa ujesen i zimi u odnosu
na prolje¢e i ljeto (3,5,17,20,29,38,59), ali i razliCiti mikroorganizmi detektirani
mikrobioloSkom i seroloSkom obradom u oboljele djece (beta hemoliticki
streptokok  seroloSke grupe A (BHS-A), Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae,
Bartonella henselae, Helicobacter pylori, virusi parainfluenzae i influenzae,
parvovirus B19, Epstein-Barrov virus, varicella zoster virus, Strongiloides
stercoralis) (3,7,16,17,22,60-64). U bolesnika s HSP detektirana je usto pojaCana
ekspresija glasnickih ribonukleinskih kiselina (MRNA, engl. messenger RNA), koje
kodiraju TLR s kljuénom ulogom u imunoloskoj reakciji usmjerenoj na ekstrinzi¢ne
antigene (65). Opisani su i rijetki, u pravilu pojedina¢ni slu€ajevi pretpostavljenog
djelovanja drugih faktora okoliSa (cjepiva, lijekovi, hrana, ubodi insekata, udar
elektricne struje...) (4,5,17,66-68).

HSP je bolest posredovana imunokompleksima koji sadrze imunoglobulin
Al (IgAl) i koji se deponiraju dominantno u kapilarama koze, probavne cijevi i
glomerula (15).

IgA1 producirajuce stanice dominantno se nalaze u mukoznom limfoidnom
tkivu (produkcija IgA u formi polimera) i kostanoj srzi (IgA u formi monomera).
Inicijalni IgA odgovor na infekciju obiljezen je nalazom polimernog IgA u mukoznim
sekretima te serumu (36,69,70). IgA sudjeluje u imunoloSkim procesima
aktiviranjem sustava komplementa te aktiviranjem neutrofila, monocita/makrofaga,
dendritickih stanica, eozinofila i Kuppferovih stanica preko molekula klastera
diferencijacije 89 (CD, engl. cluster of differentiation), koje su na danim stanicama
receptor za kristaliziraju¢i fragment (Fc fragment, engl. fragment, crystallizable)
IgA.


https://en.wikipedia.org/wiki/Fragment_crystallizable_region
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Humani IgA sastoji se od dvaju teSkih i dvaju lakih lanaca s antigen
vezuc¢om regijom (Fab, engl. antigen-binding fragment) kojom veze antigen, te Fc
regijom kojom moze stupiti u interakciju s Fc receptorom (7). IgA se dijeli u dvije
potklase odnosno dva izotipa: IgA1 (90 % serumskog IgA) i IgA2 (10 % serumskog
IgA) (36,44). IgA1 i IgA2 imaju N vezane glikane koji sadrze N-acetilglukozamin (u
IgAl jedan vezan na CH2 domenu, a drugi na repni dio), a samo IgA1 ima i O
vezane glikane, Ciji je poCetni SecCer N-acetilgalaktozamin (GalNAc) vezan na
atome kisika aminokiselina serina ili treonina u veznoj regiji teSkih lanaca. O
vezani glikani se uz GalNAc sastoje i od na njega B1,3-vezane galaktoze
(galaktozilacija), a krajnju ekstenziju strukture tvore molekule sijaliCne kiseline
vezane na galaktozu ili GalNAc (sijalizacija), ili oba (36). Svaka vezna regija IgAl
ima po devet potencijalnih O-glikozilacijskih mjesta, od kojih je obi¢no zauzeto tri
do Sest (3,16,22,36,69,71). Kompozicija O-glikana u IgAl varijabilna je, a
dominiraju¢a forma je GalNAc-galaktoza disaharid u mono- ili disijaliziranoj formi
(Slika 1) (36,72).

N I I
Fab regija \T‘/ \TJ \r/ Y
- o mm mm

vezna

regija
N
B serin/Treonin
GalNac
Fc regija () Galaktoza
Sijaliéna kis.

e

Slika 1. Molekula IgA1l (preuzeto i prilagodeno iz referencije br.72)

O-glikozilacija spojne regije IgAl je posttranslacijska modifikacija i odvija se
stupnjevito u odjeljcima Golgijeva aparata (7). Glikoziltransferaze su smjestene u
razliCitim dijelovima navedene organele, Sto stanici omogucuje kontrolu nad
glikozilacijom u viSe toCaka, preko lokalizacije, ekspresije i aktivnosti pojedinih
enzima. GalNAc transferaze (posebno GalNAcT2) Kkataliziraju inicijaciju O-

glikozilacije, odnosno vezivanje GalNAc na serin ili treonin vezne regije IgALl.
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Potom C1GALT1, Cija biosinteza i aktivnost ovise o specificnom molekularnom
pratiteliu (C1GALT1C1l/Cosmc), na endoplazmatskom retikulumu Kkatalizira
vezanje galaktoze na GalNAc. Modifikacija formiranih galaktoza-GalNAc struktura
odvija se dodavanjem sijalicne kiseline na galaktozu (djelovanjem galaktoza-
B1,3GalNAc-a2,3-sialiltransferaze (ST3Gal)) i / ili na GalNAc rezidue (djelovanjem
a2,6-sialiltransferaze (ST6GalNAc)) (Slika 2) (12,16,36,71).

Golgijevo
tijelo
[J N-acetilgalaktozamin < sijaliéna kiselina
I GalNAc transferaza ¥ ST6GalNAc transferaza
@ galaktoza I~ vezna regija
#x C1GalT1

Slika 2. Glikozilacija IgA1 molekula (preuzeto i prilagodeno iz referencije br.71)

Glikozilacija spojne regije IgA1 vazna je radi vezivanja molekula IgA1 preko
galaktoze (moguce i preko GalNAc) na asijaloglikoproteinske receptore (ASGP-R,
engl. asialoglycoprotein receptors) na povrsini hepatocita, nakon Cega slijedi
internalizacija cijelih IgA1 molekula i njihova kompletna degradacija djelovanjem
lizosoma unutar navedenih stanica (36). Samo se male koli€ine IgA kataboliziraju
u bubrezima, kozi i slezeni (36).

lako se i u zdravih osoba mogu detektirati minimalne koli€¢ine Gd-IgAl (36),
u vecine oboljelih od HSP dokazan je nasljedni, najéeS¢e autosomno dominantni
(s penetracijom 80 %) (2,16,19,36,69), a u manjeg dijela X spolno vezani (39)
poremecaj posttranslacijske modifikacije vezne regije IgAl, koji rezultira
aberantnom O-vezanom glikozilacijom, odnosno naglasenom produkcijom Gd-
IgAl (12,36,39,52,69). Za razliku od IgA1, Gd-IgAl u spojnoj regiji umjesto krajnjih
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molekula galaktoze ima ,ogoljele” molekule GalNAc (posebno na reziduama
T228/S230 i S232) (1-3,16,69,73,74). Naprijed navedeno potvrduje dokazano
smanjena ekspresija galaktoziltransferaze, ali i poviSena ekspresija
sijalotransferaza u imunosnim stanicama koje produciraju IgA1 u oboljelih osoba
(dominantno mukoznim stanicama, u manjoj mjeri u perifernim cirkulirajuc¢im i
intersticijskim stanicama te stanicama u koStanoj srzi) (19,35,36,69-71).
Sijalizacija smanjuje agregaciju IgA1 molekula, ali povecava afinitet Gd-IgAl za
mezangijske stanice (69).

Cak i uz genetsku predispoziciju, poéetak bolesti zahtijeva i okidag,
odnosno ,drugi hitac“. lako molekularna narav okidaca jo$ nije poznata, Cinjenica
je da bolest Cesto pocCinje nakon akutne infekcije gornjeg dijela respiratornog
sustava (36). U oboljelih od HSP to ukazuje na alteraciju mukoznog imunoloskog
sustava u smislu moguce prekomjerne reaktivnosti i smanjene rezistencije na
antigensku mukoznu penetraciju — proboj raznih mikrobnih antigena (uz mogucu
kriznu reaktivnost s tkivnim antigenima) i mukoznih antigen-reaktivnih imunoloskih
stanica preko lokalnih limfnih ¢vorova (tzv. ,mukoznog vatrozida“) u sistemsku
cirkulaciju, kostanu srz i druge organe, te promjene u interakciji signalnih molekula
i IgA1 producirajucih stanica (12,35,70,75,76).

U bolesnika je dokazana poviSena razina liganda koji inducira proliferaciju
(APRIL, engl. A proliferation-inducing ligand) i djeluje na T neovisno dozrijevanje i
dugorocno prezivljavanje IgA producirajucih plazma stanica, poviSena ekspresija B
stani¢nog faktora aktivacije iz TNF obitelji (BAFF, engl. B cell activating factor of
the TNF family) te citokina iz obitelji IL-6 (7,36,57,70,71). Njihovo zajednicko
djelovanje, posebno djelovanje IL-6 preko kanoniCkog pretvarata signala i
aktivatora transkripcije 3 (STAT3, engl. signal transducer and activator of
transcription 3) (36), rezultira naglasenom proliferacijom i produzenim
prezivljavanjem limfocita B prilikom infekcija sluznice, a direktnim signalnim
djelovanjem na Golgijev aparat i promjenom aktivnosti glikosijalotransferaza u
konacnici i pojatanom produkcijom Gd-IgAl (7,36,71). Na ,proinflamatorno stanje”
limfocita B ukazuje naglasena ekspresija mRNA za TLR9 (27,36) i BAFF u
mononuklearima periferne krvi te poviSene serumske koncentracije BAFF (36). U
oboljelih je takoder dokazana i hiperreaktivnost limfocita B i T u odgovoru na

specificnu antigensku stimulaciju (virusi, bakterije, gljive), koja rezultira pojaanom
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produkcijom Gd-IgA1 u mukoznim i tonzilarnim stanicama (15). U bolesnika je
smanjen broj protuupalnih T regulacijskin (Treg) limfocita (3,77,78), kao |
koncentracija IL-10. Broj proupalnih Thl7 limfocita je povecan, uz poviSene
koncentracije IL-17 koji stimulira endotelnu produkciju kemokina i akumulaciju
neutrofila u stijenci krvnih zila (3,77,79). Usto je povisen i broj cirkulirajucih
folikularnih pomagackih limfocita T koji produciraju IL-21 i imaju vaznu ulogu u
regulaciji aktivnosti limfocita B i pojacanoj produkciji IgA (80).

Kao kljuénom elementu u razvoju HSP (81), prekomjernoj produkciji Gd-
IgA1l od strane mukoznog imunoloSkog sustava (15,16,71) pridonose i infekcije
pojedinim mikroorganizmima (posebno Str. pneumoniae, BHS-A, H. influenzae i
Neisseria meningitides (36)), Cije proteaze odvajaju galaktozu i sijalicnu kiselinu s
GalNAc u veznoj regiji IgA1, pri Cemu takoder nastaje Gd-IgAl (7,39).

Neovisno 0 mehanizmu nastanka, molekule Gd-lgA1 u cirkulaciji
medusobno su agregirane u formi polimera (36). Djeluju i kao autoantigeni,
direktno stimuliraju¢i produkciju specificnog IgG s kojim stvaraju imunokomplekse
(Gd-lgA1-1gG) (2,12,19,21,22,36,69,73,82,83). Za Gd-IgAl (GalNAc) specificni
IgG stvara se i kao krizno reaktivna molekula tijekom imunoloskih reakcija
pokrenutih infekcijama razli€itim mikroorganizmima koji na svojoj povrsini takoder
imaju molekule GalNAc (7,22). Gd-IgA1l formiraju i komplekse sa solubilnim CD89,
(Gd-IgA1-sCD89) koji se s povrSine monocita odvaja nakon njihove aktivacije
(7,12). Medu svim navedenim, u oboljelih dominiraju Gd-IgA1-IgG imunokompleksi
(36). U fizioloskim je uvjetima u zdravih ljudi IgA1 u serumu dominantno u formi
monomera (> 90 %), a O-glikani djeluju antiagregacijski (36). Teoretski se i Gd-
IgA1 (koji je u formi polimera), moze vezati na ASGP-R (jer ASGP-R prepoznaje i
GalNAc). No, ako je na GalNAc vezana sijalicha kiselina ili je Gd-IgAl u sastavu
imunokompleksa, ASGP-R ne prepoznaje takve molekule IgA1 (36). Usto, zbog
dimenzija cirkuliraju¢ih imunokompleksa onemogucen je njihov prolazak kroz
relativno male endotelne fenestre i ulazak Gd-IgAl u Disseove prostore jetre,
odnosno vezanje na hepatocitne receptore i njegova degradacija
(7,12,16,19,22,35,36,71). Nasuprot tomu, navedeni cirkulirajuci imunokompleksi
lako prolaze kroz vece endotelne fenestre kapilara (posebno u koZi i sluznici
probavne cijevi), a preko glomerularnih krvnih Zila ulaze i u mezangij bubrega

(16,19,22,35,36,69), gdje uz aktivaciju alternativnog i lektinskog puta sustava
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komplementa, direktno stimuliraju aktivaciju i proliferaciju mezangijskih stanica
(19,35,69) te privlaenje i aktivaciju upalnih stanica (Slika 3) (16,19,22,35,36).

Nasljedivanje dominantnog gena uz poligensku komponentu

(najceSce AD nasljedni defekt ekspresije gena C1GalT1 za galaktoziltransferazu s penetracijom do 80 %)

l

Aberantna glikozilacija

(dominantno zbog smanjene aktivnosti galaktoziltransferaze u Golgijevu aparatu imunosnih stanica koje produciraju IgA1)

!

Prekomjerna produkcija Gd-IgA1l (autoantigen)

l

Vezivanje Gd-lgA1 s antigen specificnim IgA, 1gG i CD89 (autoantitijela)

!

Deponiranje imunokompleksa
u stijenke krvnih zila (Gd-lgA1-1gA) i mezangij bubrega (Gd-IgAl-IgG i Gd-lgA1-CD89)

!

Vaskulitis + glomerulonefritis

Slika 3. Pretpostavljeni patogenetski slijed nastanka Gd-IgAl / patogeneze HSP (preuzeto i prilagodeno iz

referencije br. 36)

Aktivacija sustava komplementa igra bitnu ulogu u patogenezi bolesti (36).
Do aktivacije dolazi sistemski, na cirkuliraju¢im imunokompleksima koji sadrze Gd-
IgAl-IgG, ali i lokalno, posebno u glomerulima, gdje mezangijske stanice mogu
eksprimirati C3 komponentu komplementa nakon stimulacije imunokompleksima ili
pod djelovanjem IL-1 i Cimbenika tumorske nekroze alfa (TNF-a, engl. tumor
necrosis factor) (36).
Na aktivaciju alternativnhog puta sustava komplementa, tipicnu za HSP, ukazuje
nalaz elemenata C3 u sastavu cirkuliraju¢ih imunokompleksa oboljelih koji
predstavljaju povrSinu na kojoj se aktivira C3 (posebno polimerne forme IgA),
poviSene serumske razine properdina, te depoziti C3 i properdina u bubreznom
tkivu, paralelni s depozitima IgA prema mijeSanom mezangijsko-kapilarnom
uzorku (35,36). C3 medu ostalim inducira sekretornu fazu mezangijskih stanica,

odnosno pojacanu produkciju ekstracelularnog matriksa (36).
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Na aktivaciju lektinskog puta sustava komplementa ukazuju depoziti MBL i MBL
vezane serinske proteaze u mezangiju bubrega (69). Lektin inae ima visok
afinitet za GalNAc na povrsini razli€itih mikroorganizama, ali i ogoljele GalNAc Gd-
IgA1l u imunokompleksima deponiranim u mezangiju bubrega te se lektinski put
smatra posebno vaznim u osteéenju glomerula (3,7,83). lzrazenost glomerularnih
depozita MBL, MBL vezane serinske proteaze i C4d korelira sa stupnjem
proteinurije, odnosno tezinom histoloSkih promjena kod razvoja nefritisa (35,36).
lako IgA ne moZe pokrenuti aktivaciju klasiénog puta komplementa, na njegovu
barem djelomi¢nu aktivaciju ukazuju depoziti pentraksina 3 (PTX3, engl. pentraxin)
- proteina vezanog uz aktivaciju klasicnog puta sustava komplementa Kkoji
produciraju mezangijske stanice stimulirane TNF-a i IgA (69). U stijenci kapilara
papilarnog dermisa i subpapilarnog dermalnog pleksusa te bubreznog tkiva,
paralelno s depozitima IgA, dokazani su depoziti terminalnog C5b-9 kompleksa
koji napada membranu i koji u bubrezima inducira mezangijski stres, potencira
produciju fibronektina, transformiraju¢eg cimbenika rasta beta (TGF-B, engl.
transforming growth factor) i IL-6 te dovodi do oSte¢enja podocita (36).
Deponiranje cirkulirajuéih imunokompleksa koji sadrze Gd-IgA1 u
mezangiju bubrega (u manjoj mjeri u subendotelnom i subepitelnom prostoru),
potpomognuto intraglomerularnim filtracijskim tlakom (12), smatra se inicijalnim i
specificnim patogenetskim dogadajem u razvoju nefritisa u sklopu HSP (HSPN),
ali i IgA nefropatije (IgAN) (16,22,36). Renalni depoziti IgA u HSPN sadrze
polimerni IgAl, §to ukazuje na sintezu IgA1 tijekom mukoznog imunolo$kog
odgovora (36). Aktivnost imunokompleksa ovisi o veli€ini i njihovu sastavu: samo
veliki IgA1 imunokompleksi (> 800 kDa) induciraju mezangijske stanice, a veci
udio Gd-IgA1l u imunokompleksima pojaCava njihovu sposobnost aktivacije i
proliferacije mezangijskih stanica, odnosno kompleksi bez Gd-IgAl ili sam Gd-
IgA1 nemaju navedeni efekt (36). lako se depoziti imunokompleksa s Gd-IgAl
smatraju klju¢nim u razvoju HSPN, intenzitet njihova deponiranja (dio Gd-IgAl
deponira se u mezangiju bubrega i neimunoloSkim vezanjem na proteine
ekstracelularnog matriksa (36), u mezangiju moze (81) ali ne mora nuzno korelirati
sa serumskom razinom Gd-lgAl (76). Dio istrazivanja pak navodi pozitivhu
korelaciju izmedu intenziteta mezangijskih depozita imunokompleksa s Gd-IgAl te

stupnja segmentalne glomerularne skleroze i tubularne atrofije/intesticijske fibroze
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(S1 + T1/2 prema Oxfordskoj klasifikaciji) te negativnhu korelaciju s procijenjenom
brzinom glomerularne filtracije (eGFR, engl. estimated glomerular filtration rate)
(81).

Vezanje imunokompleksa za mezangijske stanice (u uZzem smislu —
potporne stanice unutar glomerula s funkcijom regulacije glomerularne filtracije i
fagocitoze) odvija se preko mezangijskog transferinskog receptora — 1 (TfR1 ili
CD71) (7,22,36,69) i IgA Fc receptora (FcaR1 ili CD89) (7,22,36): prvo se
imunokompleksi s Gd-IgA1 vezu sa solubilnim CD89 te induciraju naglasenu
mezangijsku ekspresiju CD71 (22,69). Vezanjem za CD71 pokreCe se reakcija
mezangijskih stanica na depozite imunokompleksa s Gd-IgAl, koja se manifestira
proliferacijom, produkcijom ekstracelularnog matriksa te produkcijom i otpustanjem
MCP-1 i IL-8, koji privlate monocite i polimorfonukleare (35,36). Produciraju usto i
prostaglandine, angiotenzin Il te duSik-oksid sintaze (12). Mezangijske stanice
mogu biti stimulirane i citokinima akutne (IL-1, TNF-a, IL-6) i kroni¢ne faze upale
(trombocitnog faktora rasta i TGF-B), koje produciraju samostalno ili ih produciraju
infiltrirane upalne stanice (12,35). IgAl se takoder na mezangijske stanice moze
vezati putem integrina a1/p1 te a2/p1 (36).

Imunokompleksi aktiviraju i makrofage i limfocite (mezangijske stanice u
Sirem smislu), koji takoder luce inflamatorne i profibrogene citokine i kemokine
(15,82). Uz aktivaciju mezangijskih stanica, depoziti imunokompleksa aktiviraju i
sustav komplementa (alternativni i posebno lektinski put), koji potencira razvoj
upale odnosno nefritisa (7,15,22).

U oboljelih je poviSena i aktivnost TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 koje luce
vaskularne endotelne stanice i koji propagiraju upalni odgovor (3,79,84). Pritom je
posebno vazno djelovanje TNF-a, Kkoji povecava citotoksiCni potencijal
glomerularnin makrofaga Sto rezultira formiranjem ekstracelularnog matriksa te
oStec¢enjem glomerularne membrane, odnosno povec¢anjem njezine propusnosti i
pojavom proteinurije (3). Na makrofage djeluje i MIF, proinflamatorni citokin koji
pod djelovanjem imunokompleksa kod razvoja HSPN otpustaju mezangijske
stanice. MIF blokira nasumi¢nu migraciju makrofaga te ih lokalizira i imobilizira u
intersticiju. Pod direktnim djelovanjem MIF-a i makrofaga slijedi indukcija
proliferacije mezangijskih stanica uz intersticijsku fibrozu i formiranje polumjeseca
(85).
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Kemokini koje produciraju mezangijske stanice (posebno TNF-a i TGF-B
(12,36)) djeluju na podocite prouzroCuju¢i promjene u njihovu metabolizmu,
migraciji i adherenciji na bazalnu membranu uz posljedicno povecanje
glomerularne propusnosti, odnosno razvoj proteinurije (12,35). Osim zbog
djelovanja kemokina na podocite, proteinurija nastaje i zbog hiperfiltracije uslijed
smanjenja ukupne mase funkcionalnih nefrona (35). Smatra se takoder da
oksidativni stres, nastao na podlozi imunoloSki posredovanog oSteCenja renalnih
vaskularnih endotelnih stanica, rezultira aktivacijom tubularnih epitelnih i
stromalnih stanica, $to dovodi do moguénosti razvoja intersticijske fibroze (86,87).

Polumjeseci su ucestali nalaz u patohistoloSkom nalazu bioptata bubrega
kod HSPN. Njihova je pojava obi¢no udruZzena s destrukcijom kapilarnog zida i
proliferacijom endokapilarnih stanica, a imunoflorescencijom se uz njih detektiraju i
subendotelni depoziti IgA i komponente komplementa, a elektronskim
mikroskopom gusti subendotelni depoziti (16,35). Pretpostavljeni patogenetski
slijed njihova formiranja ukljuCuje subendotelne i mezangijske depozite
imunokompleksa s IgA, lokalnu aktivaciju sustava komplementa, produkciju 1L-8
od strane mezangijskih i endotelnih stanica uz privlaenje neutrofila, ekspresiju
von Willebrandova faktora na endotelnim stanicama i indukciju koagulacijske
kaskade uz glomerularno deponiranje fibrina, destrukciju bazalne membrane,
priviatenje makrofaga i citokinima induciranu proliferaciju epitelnih stanica u
Bowmanovu prostoru te prekid kapsularnog integriteta Bowmanova prostora uz
njegovu infiltraciju fibroblastima uz fibrozu (35). Pritom je vazno da postoje
naznake genetske predispozicije sklonosti razvoju polumjeseca u pojedinih
bolesnika (35).

Fibrinogen koji se deponira u kapilarnim petljama i mezangiju dovodi do
aktivacije imunosnih stanica (kod HSP posebno Th2 limfocita uz poliklonsku
aktivaciju limfocita B), potencira razvoj upale stimulirajuéi produkciju IL-1, IL-6 i
TNF-a od strane mononukleara, toksi¢no djeluje na podocite uz ubrzavanje
njihova propadanja, dovodi do disfunkcije endotelnih stanica i povecavanja
mikrovaskularne permabilnosti te stimulira renalne fibroblaste preko TLR2, TLR4 i
unutarstanicnih adhezijskih molekula uz razvoj intersticijske fibroze (88).

Zaklju¢no, aberantna O-glikozilacija i posljedi€no naglasena sinteza Gd-

IgA1l smatraju se klju¢nim elementima u formiranju Gd-IgA1l imunokompleksa i
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njihovu odlaganju u stijenke kapilara i mezangij bubrega, odnosno pokretanju

slozenih imunoloskih zbivanja u patogenezi HSP i HSPN (Slika 4) (12,36,76).
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Slika 4. Patogeneza HSPN (preuzeto i prilagodeno iz referencije br. 12)
Uz sve navedeno, u prilog imunoloskim zbivanjima kao osnovi HSP govore i

nalazi povisenih koncentracija cirkuliraju¢ih IgA1-ANCA i IgA1-RF (reumatoidni

faktor) (3,7,15) IgA1-AECA (antiendotelna protutijela, engl. anti-endothelial cell

antibodies) (3,7,15,89) i IgA1-aCl (antikardiolipinska protutijela) (69,84,89-91).
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U patogenezi, prije svega ekstrarenalnih elemenata HSP, posebno su vazna
AECA (7), krizno reaktivna protutijela koja nastaju prilikom infekcije pojedinim
mikroorganizmima. Svoju ulogu u patogenezi ostvaruju preko molekula 32-GPI
(beta 2 glikoprotein [), koje se vezu na povrsinske fosfolipide endotelnih stanica i
pritom otkrivaju dotad skrivene antigene. AECA se s visokim afinitetom vezu na
B2GPI (B2- glikoprotein 1) i pritom aktiviraju endotelne stanice uz posljedi¢nu
produkciju IL-8 i neutrofiinu kemotaksiju. Privu€eni neutrofili bivaju aktivirani
vezivanjem IgA na FcaR1, a oni, medu ostalim, produciraju TNF-a koji potencira
vezanje AECA na endotel, te leukotrien B4 koji pokre¢e migraciju neutrofila. Osim
toga, AECA induciraju oste¢enje endotelnih stanica mehanizmima komplementom
posredovane citotoksi¢nosti (7).

Kako u dijelu radova nije nadena povisena serumska razina Gd-IgAl
(12,35,36,39,69,83), niti IgG u IgA1l imunokompleksima u bolesnika s HSP bez
nefritisa (12,36), razlika izmedu razvoja HSP i HSPN mogla bi upravo biti
dominacija mehanizma putem AECA kod HSP, odnosno putem Gd-lgAl
kompleksa kod HSPN (7).

Konac¢no, u prilog kompleksnoj patogenezi HSP govori i Cinjenica da se
navedena bolest javlja samo u dijela osoba s defektom glikozilacije IgA1, odnosno
rodaci oboljele osobe s povisenim serumskim koncentracijama Gd-IgAl u pravilu
ne obolijevaju (2,12,36). Prema teoriji dvaju hitaca, smatra se da sam defekt
glikozilacije nije dostatan za razvoj bolesti nego je nuzan i drugi hitac, odnosno
djelovanje joS nekog nasljednog faktora ili faktora okoliSa koji pokrec¢e razvoj
bolesti (2,7). Moguce je da je rije€ o individualnoj razlici u stupnju agregacije Gd-
IgAl, prisutnosti drugih molekula osim Gd-IgAl u imunokompleksima te razli€itu
djelovanju oksidativnog stresa (12). Nasuprot tomu, dio oboljelih od HSP (< 10 %)
nema poviSene vrijednosti Gd-IgA1l u serumu ili bioptatima, Sto ukazuje na
mogucénost i drugacije etiopatogeneze bolesti, neovisne o poremecaju glikozilacije
vezne regije IgAl, odnosno prouzroCene drugim nasljednim faktorima ili faktorima
okolisa (2,19,22). U tih je bolesnika moguce rije¢ o djelovanju plazminskog
receptora povezanog s nefritisom (NAPIr, engl. nephritis-associated plasmin
receptor) iz grupe BHS-A antigena (19,22) ili o eozinofilnoj aktivaciji, odnosno
renalnoj ekspresiji alfa aktina glatkog misi¢a (a-SMA, engl. alpha-smooth muscle

actin) (19). Zanimljivo je i da priblizno 5 % opc¢e populacije ima visoke serumske
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koncentracije Gd-lgA1, vecinom bez ikakvih Kklini¢kih reperkusija (36,71). U
serumu ostalih zdravih osoba Gd-IgA1 moze se detektirati u minimalnim

koncentracijama (36).

1.1.3. Histologija

Tipican histoloski nalaz pri svjetlosnoj mikroskopiji bioptata kozne
eflorescencije kod HSP je leukocitoklastiCni vaskulitis obiljezen infiltracijom
neutrofila u stijenke i oko kapilara gornjih i srednjih slojeva dermisa, uz
fragmentaciju njihovih jezgara, dok se imunoflorescencijom detektiraju depoziti IgA
i C3 u stijenci navedenih krvnih zZila (3,15,16,20). Kombinacija tih dvaju nalaza
rezultira specificnoséu od 100 % u postavljanju dijagnoze IgA vaskulitisa (16), uz
napomenu da se prilikom biopsije kozne promjene, a kako bi se izbjegli lazno
negativni nalazi, preporuCuje bioptirati rub svjeze kozne eflorescencije jer IgA
depoziti nestaju tijekom vremena zbog proteolize i fagocitoze (3). HistoloSki nalazi
pri svjetlosnoj mikroskopiji bioptata bubrega u sluc¢aju razvoja HSPN mogu varirati,
od umjerene fokalne ili segmentalne mezangijske proliferacije do teSkog
mezangioproliferativnog glomerulonefritisa s polumjesecima uz segmentalnu
kapilarnu trombozu (15,16). U ranoj, akutnoj fazi, karakteristiCna je mezangijska i
endokapilarna hipercelularnost s fibrinoidnom nekrozom i malim celularnim
polumjesecima, a u uznapredovaloj fazi dominira segmentalna skleroza s
fibroznim polumjesecima (12). Pri imunoflorescenciji se nalaze difuzno
rasprostranjeni, granulirani depoziti IgA (koji dokazano odgovara Gd-IgAl) (76),
mogucée u kombinaciji s depozitima IgM i IgG (31), C3 i properdina u mezangiju i
rjede u paramezangijskim kapilarama (15,16,39). Nedostatak C1q i C4 (klasicni
put aktivacije komplementa) - (iako nalaz moze biti i pozitivan (31)), razlikuje ovaj
nalaz u odnosu na druge imunolo$ki posredovane glomerulonefritise (npr. nefritis
u sklopu sistemskog eritemskog lupusa (SLE) (16). Nalaz fibrinogena ukazuje na
loSiju prognozu nefritisa (92). Na elektronskom mikroskopu vide se difuzni gusti

depoziti u mezangiju (16,35).
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1.1.4. Klini¢ka slika bolesti

Razvoju klinicke slike HSP u vecine oboljele djece prethodi najéeS¢e akutna
infekcija gornjeg dijela respiratornog trakta, koja se razvije nekoliko dana ili tiedana
prije (3,5,8,9,15,20,38,59). U tim su sluCajevima najCeSce izolirani uzroCnici u
brisevima Zdrijela i nazofarinksa streptokoki, stafilokoki te virus parainfluence, a
riede je rije€ o drugim bakterijama ili virusima (3,7,16,17,22,60-64). U dijela
bolesnika sa simptomima akutne respiratorne infekcije ne detektira se
mikrobioloski uzrocnik (1,16). Nasuprot tomu, opisani su i riedi slu€ajevi razvoja
bolesti nakon akutnog gastroenteritisa ili infekcija urotrakta te u pravilu pojedinacni
sluCajevi nakon cijepljenja (najCeScCe cjepivo protiv ospica, parotitisa i rubeole
(MoPaRu)) (32), primjene razliCitin lijekova, u sklopu alergijskih reakcija na
nutritivne alergene, kroni¢nog tonzilitisa, reumatske vruéice te nakon uboda
insekata ili ozljeda (strujni udar) (3-5,16,17,66-68). U manjeg dijela oboljele djece
HSP se ne moze povezati s pretpostavljenim egzogenim okidacem.

Klini¢ki karakteristicha manifestacija bolesti jesu koZne eflorescencije koje
se inicijalno mogu javiti u formi urtikarijalnog ili makulopapuloznog osipa, a potom
evoluiraju u tipiéne promjene tipa palpabilne purpure s petehijama i ekhimozama
koje ne blijede na pritisak (3). Opisani su i pojedinacni slu€ajevi buloznog
hemoragijskog osipa (16,93). S dobi bolesnika smanjuje se elevacija
eflorescencija iznad razine kozZe, a povefava se opseg i uCestalost ekhimoza
(manji elasticitet dermisa) (3). Eflorescencije mogu biti razli¢itih dimenzija (od
nekoliko mm do nekoliko cm u promjeru) i razli€ite gustoce — od rijetkih do gustih ili
konfluirajuéih i nisu pracene svrbeZzom. U pravilu su tipi€nog rasporeda: inicijalno
su najcesc¢e lokalizirane oko lateralnih maleola, a potom se postupno Sire na kozu
stopala, nogu i glutealne regije, Sto se objasnjava djelovanjem sile teZe i mjestima
izrazenog vanjskog pritiska na povrSinske kapilare koze (6,15). Mogu se razviti i
na koZi skrotuma, ruku, aksila te retroaurikularnog podrucja, a rijetko mogu biti i
difuzne (15,24). U pravilu se razvijaju i evoluiraju brzo, kroz nekoliko sati, a potom
tjekom u prosjeku desetak dana mijenjaju boju od inicijalno crvene, zatim
ljubiCaste i smede do postupnog blijedenja i nestajanja (dinamika povrSinskih
koznih hematoma) (17). U pojedinim fazama bolesti, s obzirom na neravhomjerno

i/ili ponavljajuce izbijanje, mogu biti u razli€itim fazama regresije. Kod izrazenog
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vaskulitisa mogu nekrotizirati uz sekundarno, oziljno cijeljenje (3,6,15,16,17,24,93)
(Slike 5A i 5B).

Slike 5A i 5B. Kozne promjene kod HSP (vlastita arhiva autora, fotografirano uz dozvolu roditelja)

U do 78 % bolesnika razvijaju se artralgije/artritis, koji u pravilu zahvacaju
gleznjeve i/ili koljena (16,23). Nemigratornog su tipa, rijetko zahvacaju druge
zglobove i mogu prethoditi koZnim promjenama. Regrediraju kroz nekoliko dana
do tjedana bez posljedica (15,16).

U 50 - 75 % oboljelih razvijaju se difuzni bolovi u trbuhu, koji mogu biti
praceni mucninom i povrac¢anjem (15,16,23). Bolovi nastaju zbog otoka sluznice
dominantno jejunuma uslijed vaskulitisom prouzro¢enog submukoznog krvarenja i
edema stijenke crijeva, a mogu biti praéeni okultnim ili makroskopskim krvarenjem.
Bolovi se rijetko mogu razviti i zbog akutnih komplikacija koje zahtijevaju hitnu
kirurSku intervenciju. Medu njima naj¢eS¢a je intususcepcija, a bitno rjede
perforacija (94), formiranje fistule, masivha hematemeza, pankreatitis (95),
kolecistitis ili hidrops ZuCnjaka s moguc¢om perforacijom (95,96) te
pseudomembranozni kolitis (3,15,16,23). Bolovi u trbuhu obi¢no se javljaju
paralelno s koznim promjenama, ali mogu im prethoditi i do dva tjedna.

U do 100 % bolesnika, ovisno o strogosti kriterija i uCestalosti uzimanja
uzoraka urina u pojedinim radovima, razvija se nefritis
(1,2,4,11,15,16,19,22,23,27,28,33,35,40,59,63,69,83,88,97-101). U vecini
sluajeva rije€ je o blagom, tranzitornom nefritisu, obiljezenom mikrohematurijom
i/ili grani€nom proteinurijom, koji se obi¢no kao posljednji simptom razvija unutar
Cetiri do osam tjedana (1,10,12,16,18,69,98), bitho rjede do nekoliko mjeseci
nakon prve pojave koznih promjena (1,15,98). Moguc je i akutni razvoj teskog

nefritisa s nefrotskim / nefritickim sindromom, hipertenzijom ili akutnim zatajenjem
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bubrega. U 1 = 25 % bolesnika s nefritisom (2,5,8,10,11,15,19,22,28,33,37,83,98),
on poprima formu kroni¢ne, progresivne bolesti koja dovodi do kroni¢ne renalne
insuficijencije, u pravilu kroz nekoliko godina (15).

U 10 - 20 % muske djece moze se razviti orhitis (3), koji se naj¢esée
prezentira bolnim, unilateralnim skrotalnim edemom (5,102), moguce i eritemom
(103). Rijetke su druge komplikacije vezane uz urogenitalni sustav, kao $to su
torzija i nekroza testisa, prijapizam, ureteritis s opstrukcijom uretera i
hidronefrozom, epididimitis, tromboza krvnih zila, hematom ili edem sjemenovoda,
purpuri¢ne lezije ili tromboza penisa te otok prepucija (3,5,18,98,104,105).

U rijetke, ali moguce manifestacije bolesti, ubrajaju se vaskulitis plu¢a s
krvarenjem (hemoptiza, pad koncentracije eritrocita, plu¢ni infiltrati na rendgenskoj
snimci srca i pluéa), afekcija srediSnjeg Ziv€anog sustava u vidu vaskulitisa ili
sindroma posteriorne reverzibilne encefalopatije / hipertenzivhe encefalopatije
(glavobolje, konvulzije, smetnje vida, pareza li€nog Zzivca) | miozitis
(3,16,23,98,106-109).

Bolest je u pravilu samoograni¢avajuéeg, benignog tijeka (1,5,17). Simptomi
afekcije koze, zglobova i probavne cijevi mogu se javiti u bilo kojem redoslijedu,
fluktuiraju u trajanju od nekoliko dana do tjedana i potom u potpunosti regrediraju
(1). Moguéi su relapsi navedenih simptoma, naj¢eS¢e koznih promjena, koji se
javljaju u priblizno tre¢ine djece u pravilu unutar Sest mjeseci od njihove prve
pojave (5). U dijela bolesnika vezani su uz ponovljene akutne respiratorne infekcije
gornjeg dijela respiratornog trakta, dok se u dijela bolesnika javljaju bez jasnog
okidaca (15). Obi¢no su praceni blaze izrazenim simptomima (5), a zanimljivo je
da je infekcija u anamnezi koja prethodi prvoj epizodi bolesti protektivni faktor za
relapse (110).

Klinicka slika HSP moZzZe se razviti udruzeno s bolestima jetre, upalnim
bolestima crijeva, ankilozantnim spondilitisom te atopijskim dermatitisom (21,111-
113). Diferencijalno dijagnosticki, osim kod drugih vaskulitisa (hipersenzitivni,
urtikarijski hipokomplementarni, AAV...), simptomi nalik onima kod HSP mogu se
javiti u trombocitopeni€nim purpurama (idiopatska ili tromboti¢ka) ili drugim
reumatskim bolestima (SLE, juvenilnom dermatomiozitisu (JDM), Sjogrenovu
sindromu ili mijeSanim bolestima veziva) (18,22). U sluc€aju febriliteta prvo treba

isklju€iti meningokoknu sepsu i diseminiranu intravaskularnu koagulaciju, ali
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pomisljati i na obiteljsku mediteransku vrucicu te druge sindrome periodi¢ne
vrucice (20,50).

1.1.5. Laboratorijski nalazi

Rutinski laboratorijski nalazi nisu specifi¢ni u djece s HSP (18).

U do 62,5 % djece s HSP registrirana je ubrzana sedimentacija eritrocita
(SE) (17,20) koja, isto kao i povisene vrijednosti C-reaktivhog proteina (CRP), ne
korelira s rizikom od razvoja HSPN (13).

U do 31 % djece s HSP registrirana je anemija (20). U do 45,7 % djece
registrirana je leukocitoza (20), koja ukoliko je izraZzena (L > 15 x 10°%/L) korelira s
povecanim rizikom od razvoja HSPN (8,13). U do 57,8 % djece registrirana je
trombocitoza (20) koja prema Chanu i suradnicima takoder pozitivno korelira s
rizikom od razvoja nefritisa (13).

U dijelu istrazivanja u vecine djece s HSP u akutnoj fazi detektirane su
visoke koncentracije d-dimera koje su dobro korelirale s tezinom bolesti. Smatra
se da navedeni nalaz predstavlja lokalnu reakciju unutar inflamiranih krvnih Zzila, a
ne sistemsku aktivaciju sustava koagulacije i hiperfibrinolizu (3). Prema
istrazivanju Wanga i suradnika, poviSene koncetracije d-dimera pozitivho koreliraju
s rizikom od razvoja HSPN (29).

U viSe od 50 % djece s HSP utvrdene su poviSene koncentracije IgA u
akutnoj fazi bolesti (3,13,20), ali bez razlike medu oboljelima s nefritisom i bez
njega (114), te stoga nisu prognosticki faktor u smislu rizika od razvoja nefritisa
(3,13). Medutim, prema istrazivanju Parka i suradnika, omjer IgAl i C3 pozitivho
korelira s rizikom od razvoja nefritisa (3). Koncentracije IgG i IgM u serumu
oboljelih jednake su kao u zdrave djece (114).

U 3 - 33 % djece s HSP detektirana je snizena ukupna aktivnost klasi¢nog
puta aktivacije komplementa (CH50), u 4 - 8 % koncentracija C3,te u 8 - 17 %
koncentracija C4 komponente komplementa (17,115). Dio istrazivaCa navodi
hipokomplementemiju kao tranzitorni fenomen koji nije vezan uz rizik od razvoja
nefritisa (3,12,17,115). Nasuprot tomu, postoje i istrazivanja koja sniZzene

koncentracije C3, registrirane u 10 — 20 % djece s HSPN, navode kao neovisni
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rizik od razvoja HSPN (8,13). Postoje i istrazivanja u kojima nije detektirana
hipokomplementemija (20).

Antistreptolizinski titar (AST-O) poviSen je u 47,5 % djece s HSP (17).
PoviSene vrijednosti koreliraju s rizikom od razvoja HSPN, ali definitivni mehanizmi
koji povezuju streptokoknu infekciju i HSPN zasad su nepoznati (8,13).

Antinuklearna protutijela (ANA, engl. antinuclear antibodies) i ANCA u djece
s HSP su nedetektibilna (20).

U 20 - 80 % djece s HSP registrirana je hematurija s proteinurijom ili bez
nje te nefriticki i/ili nefrotski sindrom (23). Kod nefrotskog sindroma u djece su
snizene serumske koncentracije albumina i IgG te povisene serumske
koncentracije ureje (31).

U 51,5 % djece pozitivan je test stolice na okultno krvarenje u akutnoj fazi
bolesti (4), a navedeni nalaz prema dijelu istrazivanja korelira s rizikom od razvoja
nefritisa (13,116).

1.1.6. Klasifikacijski kriteriji i postavljanje dijagnoze

Vezano uz postavljanje dijagnoze, bolest se klini¢ki obvezno prezentira
netrombocitopeni¢nom, palpabilnom purpurom, u gotovo 90 % slu€ajeva sa
specificnim rasporedom eflorescencija na kozi stopala, potkoljenica i glutealne
regije (3,6,15), dok je u preostalim sluCajevima difuzna (24). Prema
EULAR/PRINTO/PReS klasifikacijskim kriterijima iz 2008. godine, na razvoj bolesti
u djecjoj dobi (uz ukupnu senzitivnost od 100 % i specificnost od 87 %
(6,9,20,24)), ukazuje prisutnost jo§ barem jednog od ostalih simptoma:
artritis/artralgije jednog ili viSe zglobova (naj¢eSée distalnog dijela donjih
ekstremiteta), bolovi u trbuhu i nefritis, dok se u slucaju biopsije, u bioptatu kozne
promjene ili bubrega detektiraju depoziti IgA (Tablica 1) (3,5,6,12,16,23,24,32).
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Tablica 1. EULAR/PRINTO/PReS kriteriji za HSP (preuzeto i prilagodeno iz referencije br. 24)

kriterij objasnjenje senzitivnost (%) specifi€nost (%)

purpura (obi¢no palpabilna ili zrnata) ili petehije, s
predominacijom na donjim ekstremitetima, nevezano uz 89 86
trombocitopeniju
difuzni bolovi u trbuhu po tipu kolika, s akutnim
pocetkom, u anamnezi ili kod fizikalnog pregleda
mogu ukljucivati intususcepciju ili gastrointestinalno
krvarenje
tipiéno leukocitoklasti¢ni vaskulitis s predominacijom IgA
histopatologija depozita ili proliferativni glomerulonefritis s 93 89
predominacijom IgA depozita
artritis s akutnim poc¢etkom: otok zgloba ili bol u zglobu s
ograni¢enjem opsega pokreta
artralgije s akutnim pocetkom: bol u zglobu bez otoka ili
ograni¢enja pokreta
proteinurija > 0,3 g/24h ili > 30 mmol/mg omjera
albumin/kreatinin (U) u jutarnjem uzorku
zahvacanje bubrega | hematurija ili nakupine E: > 5 E / u polju visoke rezolucije 33 70
ili nakupine E u vidnom polju ili = 2+ na pregledu test
trakom
purpura (obi¢no palpabilna ili zrnata) ili petehije i bar jo$
jedan od sljedecih Cetiriju kriterija:
- bolovi u trbuhu

patohistoloski nalaz

artritis/artralgije

afekcija bubrega

purpura (obvezni
kriterij)

bolovi u trbuhu 61 64

artritis/artralgije 78 42

100 87

Prema preporukama SHARE inicijative (engl. Single Hub and Access point
for paediatric Rheumatology in Europe) iz 2019. godine (23), u dijagnostickom
algoritmu za IgA vaskulitis, biopsija jedne od najsvjezijih koznih eflorescencija
indicirana je samo kod atipicnog rasporeda eflorescencija. Svrha klasi¢ne
patohistoloSke analize i imunoflorescencije, kojima se detektira leukocitoklasti¢ni
vaskulitis s depozitima IgA (uz napomenu da negativan nalaz imunoflorescencije
ne iskljuCuje dijagnozu HSP (117), potvrda je dijagnoze HSP, ali i iskljuivanje
drugih oblika vaskulitisa, na primjer AAV, koji posebno u starije djece inicijalno
mogu nalikovati na HSP.

Prema preporukama te inicijative, a vezano uz moguci razvoj HSPN, nuzno je
redovito pracenje svih bolesnika uz mjerenje krvnog tlaka, odredivanje eGFR,
analizu urina u smislu detekcije hematurije i odredivanje koncentracije proteina u
urinu, kroz minimalno 6 — 12 mjeseci, €ak i kad su svi navedeni parametri inicijalno
uredni. lako je nefritis u veéine bolesnika blag (normalni eGFR, blaga do umjerena
proteinurija, PHD (patohistoloSka dijagnoza) glomerulonefritis klase | ili Il prema
klasifikaciji medunarodne studije bubreznih bolesti u djece (ISKDC, engl.

International Study of Kidney Disease in Children) i tranzitoran (nekoliko tjedana),
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kljuéni je cilj ovakvog pristupa detekcija kontinuirane bubrezne upale koja s
vremenom moze progredirati do nepopravljivog, kroniénog ostec¢enja bubrezne
funkcije. Kod bolesnika s utvrdenim nefritisom u bilo kojem trenutku bolesti ili
pracdenja, biopsija bubrega indicirana je u sluCajevima teSke proteinurije (> 2,5
g/dU, kroz = 4 tjedna ili prije, ovisno o procjeni), perzistentne umjerene proteinurije
(1 = 2,5 g/dU kroz = 3 mjeseca), pada eGFR ispod 80 ml/min/1,73 m?, razvoja
akutnog oSteCenja bubrega s poremecajem bubrezne funkcije u sklopu
brzoprogresivnog glomerulonefritisa te u sluCajevima razvoja nefrotskog ili
nefritiCckog sindroma. U slu€ajevima jakih abdominalnih bolova, SHARE inicijativa
preporuCuje iskljuCivanje razvoja akutnog kirurSkog zbivanja (posebno
intususcepcije), primarno ultrazvu¢nom evaluacijom intraabdominalnog statusa
(16,23).

1.1.7. Tijek bolesti

HSP je naj¢eS¢e benigna, samoogranitavajuca bolest koja prosjecno traje
Cetiri tjedna (1,5,17), ali u trec¢ine oboljelih inicijalni simptomi ponavljaju se u
razdoblju i do Sest mjeseci (1,6,63). Relapsirajuéi tijek bolesti ¢esc¢i je, ovisno o
istrazivanju, u slu€aju protrahiranog trajanja purpure, razvoja artritisa (8),
povecanog broja leukocita u krvnoj slici na pocCetku bolesti, perzistentne
hematurije ili pozitivnih nalaza stolice na okultno krvarenje (9). Protektivni u€inak u
smislu relapsa ima prethodna infekcija u anamnezi (9). lako se u akutnoj fazi
bolest moze komplicirati izrazenom afekcijom probavnog sustava, rjede testisa,
pluca ili srediSnjeg Ziv€anog sustava, glavni je i gotovo jedini uzrok morbiditeta i
mortaliteta djece oboljele od HSP nefritis, odnosno HSPN (6,12-14,22,99,100).
HSPN (definiran nalazom eritrociturije i/ili proteinurije), ovisno o strogosti kriterija i
uCestalosti analize uzoraka urina u razli€itim istrazivanjima, razvija se u do 100 %
djece s HSP (13,14,27,32,35,39,114,118). Obic¢no se otkrije unutar Cetiri do Sest
tiedana, odnosno u do 97 % slu€ajeva unutar tri do Sest mjeseci (1,12,15,37,98),
kao posliednji simptom nakon pojave prvih koznih  eflorescencija
(1,12,15,37,63,98). Prezentira se mikrohematurijom (> 5 E/mm?3) i/ili granicnom
proteinurijom (koncentracija proteina u 24-satnom urinu: 0,15 — 0,5 g/dU)

(hematurija i proteinurija istodobno u 50 % bolesnika (37)), u trajanju od nekoliko
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tiedana (1,15). Ipak, u 1 = 15 % bolesnika s minimalnim abnormalnostima urina
(32,37,97,114,119), a u 20 - 40 % bolesnika koji inicijalno razviju nefriticki ili
nefrotski sindrom (1,9,37,97,119), razvija se u razdoblju od nekoliko mjeseci do
nekoliko godina trajno ostecenje bubrezne funkcije razliitog stupnja (5,31,37,97).
Rizik od takvog ishoda u bolesnika s HSPN trenutacno je potpuno individualno
nepredvidiv (12,14,15,118,120). Zasad se jo§ samo pretpostavlja da kompletna
rezolucija nefritisa nastaje kod kratkog djelovanja uzro¢nog faktora, odnosno
ranog pocetka adekvatne terapije (12,23,121). S obzirom na to da se medu svim
oboljelima u kojih se razvije HSPN on registrira u 97 % slu€ajeva unutar tri do Sest
mjeseci od pojave prvih simptoma (1,12,37,98) nuzno je redovito pracenje svih
oboljelih od HSP prema SHARE smjernicama kroz minimalno 6 — 12 mjeseci od
poCetka osnovne bolesti, neovisno o jenjavanju ili potpunoj regresiji svih ostalih
simptoma (23). Manji dio autora smatra da kod dijela bolesnika moze doéi do
privremene potpune normalizacije nalaza urina, §to pogreSno moze upucivati na
ozdravljenje, nakon cega ponovno uslijedi relaps i progresija nefritisa
(3,24,35,37,82). Stoga navedeni autori preporucuju pracenje oboljele djece u puno
duzem razdoblju, ¢ak i do 20 godina (3,12,24,37,82).

1.1.8. LijeCenje

Lije€enje HSP zahtjevno je s obzirom na velik broj oboljelih sa spontanim
povoljnim ishodom bolesti te nasuprot tomu, individualno nepredvidiv tijek bolesti.
Usto, donedavno nisu postojale jedinstvene smjernice za lijeCenje ni same
osnovne bolesti ni njezine glavne komplikacije — HSPN, Sto je rezultiralo izrazitim
varijacijama u terapijskim pristupima (1,8,10,12,15,16,18,19,22,23,35,74,83,98,99,
122-127). Glavni je razlog navedenog baziranje preporuka na iskustvima u
ljeCenju IgAN (22) te na ekspertnom misljenju pojedinih skupina stru¢njaka, a ne
na kontroliranim studijama (23).

SHARE inicijativa objavila je u sije¢nju 2019. preporuke za lijeCenje HSP i HSPN u
djeCjoj dobi (23). Prema njima, analgezija paracetamolom ili ibuprofenom zbog
artralgija/artritisa nije kontraindicirana ako kod bolesnika nema znakova nefritisa ili
postoji samo mikrohematurija. Primjena nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAID,

engl. nonsteroidal anti-inflammatory drugs) kontraindicirana je kod akutnog
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krvarenja iz probavnog sustava, ali analgezija se bez odgode preporucuje i u djece
s jakim abdominalnim bolovima, a tijekom dijagnosti¢kog isklju€ivanja akutnog,
kirurSkog abdominalnog zbivanja. lako vecina djece u lijeCenju zahtijeva samo
suportivnu terapiju i eventualno adekvatnu analgeziju, u neke djece indicirana je i
primjena glukokortikoida. Osim u pojedinim slu¢ajevima HSPN, glukokortikoidi su
indicirani i kod razvoja orhitisa, vaskulitisa CNS-a, pluénog krvarenja te izrazene
afekcije probavnog sustava (posebno izrazenih bolova u trbuhu te intestinalnog
krvarenja). U najtezim slu€ajevima navedenih komplikacija mogu biti indicirane i
puls doze metilprednizolona. ProfilaktiC¢ka primjena glukokortikoida u lije¢enju HSP
ne preporucuje se (1,5,6,8,16,18,23,128-130), jer medu ostalim ne sprecavaju
razvoj HSPN (100). Nadalje, u djece u koje se registrira mikroskopska hematurija
bez poremecaja bubrezne funkcije i proteinurije te u djece s blagom (do 1 g/dU) ili
umjerenom (1-2,5 g/dU) tranzitornom proteinurijom, terapija nije potrebna. U
slu€aju proteinurije koja traje duze od tri mjeseca, neovisno 0 eventualnoj terapiji
glukokortikoidima ili drugim imunosupresivima, preporucuje se terapija inhibitorima
angiotenzin konvertirajuceg enzima ili blokatorima angiotenzinskih receptora kako
bi se preveniralo sekundarno glomerulano oste¢enje. U slu€aju blagog HSPN
(normalni eGFR i blaga do umjerena proteinurija), preporucuje se oralna primjena
glukokortikoida. Ako unatoC terapiji i dalje postoji perzistentna proteinurija,
preporucuje se kao drugu liniju ili dodatnu terapiju uvesti azatioprin, mikofenolat
mofetil ili ciklosporin. Moguce je primijeniti i puls doze metilprednizolona iako su
one rijetko potrebne kod blagog nefiritsa. Kod umjerenog nefritisa (< 50 %
polumjeseca u bioptatu bubrega + eGFR < 80 ml/min/1,73m? ili teSka perzistentna
proteinurija (> 2,5 g/dU)), preporuCuje se terapija prednizolonom p. o. ili
metilprednizolonom i. v. (ukljuCujuéi i puls doze) uz dodatak azatioprina ili
mikofenolat mofetila p. o. ili ciklofosfamida i. v. U sluCajevima teSkog HSPN
terapija je identiCna terapiji nefritisa kod drugih sistemskih vaskulitisa sa
zahvacCanjem bubrega, npr. kod AAV. Inicijalno se Kkoriste visoke doze
glukokortikoida i ciklofosfamida i. v. za indukciju remisije, a za njezino odrzavanje
niske doze glukokortikoida u kombinaciji s azatioprinom ili mikofenolat mofetilom
(6,23).

U literaturi se kao opcija lijeCenja u slu€aju relapsa koznih promjena i

perzistirajuéih patoloskih nalaza urina u oboljele djece s kroni¢nim tonzilitisom
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Cesto navodi i tonzilektomija s adenoidektomijom. Po navedenim zahvatima u
dijela bolesnika opisan je prestanak relapsa koznih promjena, a u bolesnika s
nefritisom Cak i normalizacija patoloskog nalaza urina (35,63,131-136). Medutim,
kako pojaCana aktivnhost imunoloSkog sustava u oboljelih od HSP ovisi i o
ekstratonzilarnom mukoznom limfoidnom tkivu (MALT, engl. mucosa-associated
lymphoid tissue), a s druge strane, sam Gd-IgA1l nije jedini patogenetski faktor u
pokretanju bolesti (131), nuzno je provjeravanje ucinkovitosti i opravdanosti

navedenih zahvata u vec¢im, kontroliranim studijama (35,134,135).

1.1.9. Prognoza

HSP u djecjoj dobi u pravilu je benigna, samoograni¢avaju¢a bolest koja
najceSc¢e spontano regredira kroz nekoliko tjedana, bez ikakvih posljedica
(1,4,5,17,23). Dugorocno je gotovo jedini uzrok morbiditeta i mortaliteta kroni¢na
bubrezna bolest (6,12,14,22,23,31,37,99,100). U slu€aju razvoja nefritisa: ¢eSce u
djece starije od deset godina (4,8,13,30), djeCaka (8,12,13,31) i pretile djece (137,
u slu€ajevima opseznijih koznih promjena koje zahvacéaju i trup i gornje
ekstremitete (116) ili traju duze od mjesec dana (8,10,13,48,128,138,139), kod
relapsa bolesti (12,13,15,48,139), kod afekcije probavnog sustava
(8,12,13,29,31,48,128,139), nalaza okultnog krvarenja u stolici (13,116), kod rano
detektiranih abnormalnosti urina (101), ranog razvoja ili perzistiranja nefritickog i/ili
nefrotskog sindroma (8,10,11,15,16,31,35,48,97,99,128), ali i odgodenog razvoja
nefritisa (> 1 mj. nakon koznih promjena) ili proteinurije duze od jedne godine (14),
hipertenzije (35,99), leukocitoze (> 15 x 10°L) (8,13, trombocitoze (> 500 x 10°L)
(8,13,140) ili niskih vrijednosti C3 (8,13), poviSenih vrijednosti AST-O (8,13),
poviSene razine d-dimera (29,141), sniZzene aktivnosti faktora Xl (15), kod
histoloSkog nalaza papilarnog dermalnog edema i perivaskularnih depozita C3 pri
biopsiji kozne eflorescencije (40), a posebno kod nalaza vise od 50 %
ekstrakapilarnih, polumjesecastih formacija u bioptatu bubrega prema ISKDC
klasifikaciji (10,23,35,48,125,128), vjerojatnost razvoja kroni¢nog nefritisa i trajnog
oStecenja bubrezne funkcije, ukljuujuci i terminalno zatajenje, iznosi ukupno 1 do
25 % (2,5,8,11,12,14,15,19,22,23,28,33,35,37,83,98,142,143). Medutim, u slu¢aju

razvoja HSPN, njegova progresija prema terminalnom zatajenju bubrega i dalje se
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trenutadno smatra individualno nepredvidivom. Cak i lezije nizeg stupnja prema
ISKDC klasifikaciji mogu biti vezane uz progresiju prema kroni¢noj bubreznoj
bolesti (CKD, engl. chronic kidney disease), a lezije viSeg stupnja mogu rezultirati
(Cak i spontanim), izlieCenjem (12,14,22,31,35,37). Terminalno zatajenje bubrega
(ESRD, engl. end stage renal disease) kao posljednji — 5. stupanj CKD, moze se
razviti polagano, kroz nekoliko godina (15), ali i iznenada, nakon inicijalno blagog

nefritisa ili godina pracenja diskretnih, stabilnih urinarnih abnormalnosti (22,31,37).

1.1.10. HistoloSke klasifikacije nefritisa u sklopu HSP

Zlatnim standardom za potvrdu dijagnoze i pracenje uspjeha lijeCenja
HSPN smatra se biopsija bubrega (37).

NajceSce primjenjivana histoloska klasifikacija koriStena za analizu bioptata
bubrega kod HPSN je ISKDC Kklasifikacija objavlena 1977. godine
(12,14,19,37,100,114,143-145). Njezinu osnovu predstavlja nalaz i broj
zahvacenih glomerula (100), odnosno nalaz polumjeseca, lezija Ciji patogenetski
mehanizam jo$ nije u potpunosti razjasnjen, a vezan je uz destrukciju kapilarne
stijenke zbog fibrinoidne nekroze, koja pak nastaje na podlozi endokapilarne
proliferacije i infiltracije upalnih stanica, ukljuuju¢i makrofage i neutrofile (37).
Patohistoloski nalazi biopsije svrstavaju se u jednu od Sest kategorija: prvih pet
temelji se na prisutnosti i broju polumjeseca, a Sesta predstavlja
membranoproliferativni glomerulonefritis s promjenama u mezangiju i stijenci
glomerularnih kapilara. Prisutnost, broj i tip polumjeseca, koji ¢ine osnovu
klasifikacije, inicijalno se doimala kao obecavajuci prognosticki faktor s obzirom na
loSije ishode kod bolesnika s vise od 50 % polumjeseca u bioptatu (146-149),
odnosno bolje dugoroCne ishode vezane uz stupnjeve I, Il i llla (15). Medutim,
prema dijelu naknadno provedenih studija, pacijenti s nizim stupnjem histoloskih
promjena, ¢ak i bez prisutnosti polumjeseca, mogu razviti kroni¢nu renalnu
insuficijenciju. Nasuprot tomu, u pacijenata s viSim stupnjem histoloSkih promjena
moze doci do spontane regresije bubreznih lezija (12,14,35,150-154). Usto,
ISKDC uzima u obzir samo mezangijsku proliferaciju i broj glomerula s
polumjesecima, a ne uzima u obzir tubularne lezije, intersticijsku fibrozu,

intersticijsku i glomerularnu upalu, karakteristike polumjeseca (lokalizirani ili oko
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cijelog glomerula, fibrozni ili ne), segmentalnu sklerozu i aterosklerozu, odnosno
razliku izmedu akutnih i kroniénih glomerularnih lezija ni endokapilarnu
hipercelularnost (14,35,37,100,150,155). Dio autora stoga smatra da ISKDC loSe
korelira s tezinom klinicCke prezentacije i dugorocnom prognozom HSPN
(12,14,35,143,155,156).

Druga patohistoloSka klasifikacija koja se dominantno primjenjuje u analizi
bioptata bubrega oboljelih od IgAN je Oxfordska klasifikacija, inicijalno objavljena
2009. (22,100,157,158) i revidirana 2016. godine (22,159-161). lako je validirana
samo u skupini bolesnika s IgAN (157,158,162,163), takoder se Kkoristi i kod
bolesnika s HSPN (37,143,150). Temelji se na detekciji skleroziranih glomerula i
opsegu intersticijske fibroze. Sustav bodovanja ukljuCuje pet morfoloskih
karakteristika: M — mezangijsku hipercelularnost (MO < ili = 0,5, M1 > 0,5), E —
endokapilarnu proliferaciju (EO odsutna, E1 prisutna), S - segmentalnu
glomerulosklerozu i adhezije / promjene na podocitima (SO odsutne, S1 prisutne),
T — tubularnu atrofiju / intersticijsku fibrozu (TO 0 — 25 %, T1 26 - 50 %, T2 > 50
%) te C — prisutnost polumjeseca: MEST-C score (engl. mesangial and
endocapillary hypercellularity, segmental sclerosis, interstitial fibrosis/tubular
atrophy, crescents) (37). Prema inicijalnim rezultatima, svaka od varijabli ima
neovisnu vrijednost u predvidanju klinickog ishoda IgAN (157,162), uz iznimku E
varijable koja nema prediktivnu vrijednost u djece (164). lako postoje radovi koji
potvrduju navedene rezultate (157), naknadna ispitivanja klasifikacije u djece s
IgAN, a potom i djece s HSPN nisu dala jednoznacne rezultate.

PatohistoloSka klasifikacija po Leeju iz 1982. (165) i njoj vrlo sli¢na
klasifikacija po Haasu iz 1997. godine (37), temelje se na statistiCki znacajnoj,
pozitivnoj korelaciji histoloskih stupnjeva nefritisa s prognozom IgAN. Radovi koji
usporeduju klasifikacije po Haasu i Oxfordsku klasifikaciju ukazuju na podjednaku
vrijednost navedenih u predikciji progresije IgAN u odraslih bolesnika (166).
Klasifikacije nisu validirane u djece s HSPN.

Zadnja i najnovija medu histoloskim klasifikacijama koje se koriste u HSPN
modificirana je semikvantitativna klasifikacija (engl. modified SQC), koju su razvili
Koskela i suradnici (100). Sustav bodovanja u navedenoj klasifikaciji uzima u obzir
14 varijabli — promjena na razini glomerula, tubula, intersticija i krvnih zila bubrega

te se rezultat definira kao ukupan rezultat biopsije (TBS, engl. total biopsy score),
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s maksimumom od 26 bodova. Dodatno SQC moze biti podijelien u indeks
aktivnosti (maksimalno devet bodova), indeks kroniciteta (maksimalno 16 bodova)
te fokalnu (0 bodova) ili difuznu mezangijsku proliferaciju (jedan bod) (100).
Tubulointersticijski indeks zasebni je parametar u SQC-u, u kojem se kombinacija
svih tubularnih i intersticijskih parametara, ukljuCujuci aktivne i kronicne promjene,
boduje s maksimalno pet bodova. Autori klasifikacije smatraju da je razlikovanje
aktivnih od kroni¢nih bubreznih lezija iznimno bitno jer nalaz dominantno aktivnih
promjena zahtijeva ranu imunosupresivnu terapiju, dok inicijalni nalaz dominantno
kroni¢nih lezija ne opravdava dugotrajnu, agresivnu imunosupresivnu terapiju
(100). Tubulointersticijske lezije te istodobna prisutnost aktivnih i kroni¢nih lezija
prediktor su loSe prognoze (37). Prema navedenoj klasifikaciji, najbolji faktori
predikcije ishoda u HSPN su TBS i indeks aktivnosti (37,100). Nalaz aktivnih lezija
uz TBS = 11 najbolji je pretkazatelj loSe prognoze nefritisa. U navedenoj studiji
potvrdena je i ranija premisa dijela autora (119,147,152) o0 povezanosti
dugoro¢nog ishoda HSPN sa stupnjem afekcije bubrega na pocetku bolesti.
Prema njoj, stupanj proteinurije i art. hipertenzije u vrijeme postavljanja dijagnoze
bolesti pozitivho koreliraju s loSijim ishodom (100,119,147,152). lako se navedena
klasifikacija smatra najkoherentnijom i najsenzitivnijom u smislu predikcije ishoda
HSPN, broj bolesnika koji su sudjelovali u originalnoj studiji iz 2017. godine mali je
(53 bolesnika) te je nuzna validacija klasifikacije na veéem broju bolesnika s
HSPN (37).

Uz navedene, postoji niz radova o HSPN u kojima se koriste modificirane ili
lokalne patohistolo$ke Kklasifikacije (10,37,97), koje pokuSavaju korelirati PHD
nalaz bubrega s ishodima nefritisa. Medu navedenima posebno je zanimljiv rad
skupine korejskih autora iz 2019., koji u bolesnika s HSPN ukazuje na statisticki
znaCajnu pozitivnu korelaciju stupnja tubulointersticijske infiltracije M2
makrofagima i (vremenski i prostorno usko vezane) fibroze s formiranjem
polumjeseca kao prediktora loSeg ishoda nefritisa (145). Dio radova ukazuje i na
pozitivhu korelaciju losijih ishoda nefritisa i gusto¢e C3 i C4d depozita u bioptatima
bubrega bolesnika s IgAN (36), Sto ¢e vjerojatno biti predmet studija i u bolesnika
s HSPN.

Zaklju€no: iako je invazivnha obrada — biopsija bubrega - zlatni standard za

postavljanje dijagnoze HSPN, njezina vrijednost u prediktivnom smislu uvelike
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ovisi 0 mnogim KliniCkim varijablama, ali i primijenjenoj klasifikaciji. Kako bi se
validirala prognosti¢ka vrijednost pojedinih klasifikacija, ali i odredili jednoznacni
parametri pracenja aktivnosti bolesti odnosno uspjeha lijeCenja, nuzne su
multicentrine, prospektivne studije na velikom broju oboljelih od HSPN (37). Osim
toga, kako je u nekoliko studija dokazana razlika u kliniCkim i histoloSkim
karakteristikama izmedu djece i odraslih s HSPN (167), nuzne su studije koje

uklju€uju bolesnike ovisno o dobi.

1.1.11. BioloSki markeri nefritisa u sklopu HSP (HSPN)

Za postavljanje dijagnoze HSP utvrdeni su relativno jasni Klini¢ki kriteriji, ali
Su pitanja etiopatogeneze, ranog utvrdivanja tezine bolesti i trajanja autoimunog
procesa te najvaznije — rane detekcije razvoja i prognoze HSPN, koji se razvija u
dijela bolesnika i glavni je uzrok morbiditeta/mortaliteta u oboljele djece, jo$ uvijek
nedovoljno razjasSnjena. Kako bi se odgovorilo na navedena pitanja te poboljSali
terapijski ishodi, trenutaCni istrazivaCki napori usmjereni su prema otkrivanju
neinvazivnih i pouzdanih dijagnosti¢kih i prognosti¢kih biomarkera koji c¢e

omogucditi rano, individualno prepoznavanje bolesnika ugrozenih razvojem HSPN.

Dosad prouCavani potencijalni biomarkeri HSPN mogu se podijeliti u
genetske (naprijed navedene), serumske i urinarne (36).

Slijedom poznatih €injenica o etiopatogenezi HSP i HSPN, ali i prema dijelu
autora slinoj bolesti — IgAN, Pillebout i suradnici (114) postavili su hipotezu prema
kojoj ¢e temeljem odredivanja koncentracija imunoglobulina, citokina,
imunokompleksa koji sadrze IgA, Gd-IgAl i neutrofilnog gelatinaza vezanog
lipokalina (NGAL, engl. neutrophil gelatinase-associated lipocalin) u serumu i urinu
na pocetku bolesti, uspjeSno rano razlikovati pacijente s nefritisom u odnosu na
one bez nefritisa u sklopu HSP. Rezultati njihova istrazivanja ukazuju da medu
oboljelima ne postoje statistiCki znacCajne razlike u serumskim koncentracijama
navedenih prouCavanih parametara, ali su koncentracije IgA, IgM i IgG, Gd-IgAl-
IgG i IgA-CD89, IL-6, IL-8 i IL-10 u urinu statisti¢ki znacajno vise u oboljelih s

nefritisom u odnosu na oboljele bez nefritisa i kontrolnu skupinu (8,114).
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Koncentracija NGAL, proteina akutne faze koji se aktivira pri ozljedi epitelnih
stanica odnosno tubula, niti u serumu niti u urinu nije diskriminirajuéi biomarker
nefritisa medu bolesnicima s HSP (114).

U gotovo identicnom istraZivanju Berthelota i suradnika, provedenom u
populaciji odraslih bolesnika s HSPN, kao najpouzdaniji pretkazatelj loSe prognoze
u smislu razvoja kroni¢ne bubrezne bolesti pokazala se visoka koncentracija IgA u
urinu na pocCetku bolesti (168). Navedeno istrazivanje naglasava razlike izmedu
HSP i HSPN bolesnika te bolesnika djeCje i odrasle dobi, odnosno potrebu
provodenja odvojenih istraZzivanja u navedenim bolestima i populacijama
bolesnika, a ne puku ekstrapolaciju i preslikavanje rezultata dobivenih
istraZivanjima IgAN, odnosno s odrasle na djecju populaciju.

Kao jedan od potencijalnih, senzitivnih i specificnih biomarkera ranog
oStecenja bubrega u HSP, Bienias i suradnici proucavali su molekulu ostecenja
bubrega — 1 (KIM-1, engl. Kidney injury molecule) (169). Molekula pripada tipu 1
transmembranskih proteina i inicijalno je detektirana kao adhezivha molekula
epitelnih stanica. Inicijalno zanemariva ekspresija u tkivu bubrega zdravih
eksperimentalnih zivotinja naglo se povecava u epitelnim stanicama proksimalnih
tubula pri ishemijskoj ili toksi¢noj renalnoj ozljedi. Ishemijsko-hipoksi¢na ozljeda,
nastala na podlozi vaskulitisa, dovodi inicijalno do aktivacije, a u uznapredovalim
fazama i apoptoze tubularnih epitelnih stanica. Tubulointersticijsko oStecenje
smatra se pocCetnom i, u odnosu na glomerularno ostecenje, vaznijom fazom
razvoja raznih bubreznih bolesti, uklju€uju¢i i HSPN. Istrazivanja pokazuju da se
promjena u ekspresiji KIM-1 kod oStec¢enja bubrega detektira puno ranije u odnosu
na promjene koncentracije konvencionalnih  biomarkera (npr. urinarni
niskomolekularni protein, mikroalbuminurija, urinarni enzimi). Osim toga, KIM-1
stabilne su neovisno o fizikalno-kemijskim svojstvima urina. U skupini bolesnika s
IgAN razina KIM-1 u urinu je poviSena i pozitivno korelira sa stupnjem aktivnosti
bolesti, odnosno loSom prognozom. U navedenom istrazivanju urinarne
koncentracije KIM-1 statistiCki su znacajno vise u djece s HSP i HSPN u odnosu
na kontrolnu skupinu, ali i statistiCki znacajno viSe u djece s HSPN u odnosu na
djecu s HSP. Usto, koncentracije KIM-1 statisticki su znacajno viSe i u odnosu na
koncentracije standardnih biomarkera oStecenja bubrega: kreatinina u serumu te

kreatinina i B2 mikroglobulina u urinu. Koncentracije KIM-1 u urinu pozitivho
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koreliraju sa stupnjem proteinurije, ali i stupnjem patohistoloskih promjena prema
ISKDC klasifikaciji. Zaklju€no, urinarni KIM-1 smatra se osjetljivim i specifi€nim
biomarkerom ranog oStecenja bubrega u HSP, Cija koncentracija u bolesnika u
kojih je uCinjena biopsija bubrega pouzdano korelira s gradacijom patohistoloskih
nalaza prema ISKDC klasifikaciji (169,170). U istrazivanju Dua i suradnika,
urinarne koncentracije KIM-1 u djece s HSPN pozitivno koreliraju sa stupnjem
akutne bubrezne lezije (171).

Kao potencijalni rani biomarker razvoja nefritisa u HSP prou€avan je i PTX
3 (174). Pentraksini su skupina evolucijski konzerviranih proteina koja se dijeli
prema dimenziji pojedinih molekula. Tako npr. CRP i serumski amiloid P pripadaju
skupini kratkih pentraksina koji se produciraju u jetri. PTX3, za razliku od njih,
pripada skupini dugih pentraksina koje produciraju vaskularne endotelne stanice,
makrofagi, dendritiCke stanice, fibroblasti i stanice glatke muskulature u odgovoru
na djelovanje proinflamatornih citokina kao $§to su IL-1 i TNF-a. Zbog
ekstrahepatiCne sinteze, PTX3 se u odnosu na CRP smatra pouzdanijim
biomarkerom razvoja pojedinih vaskulitisa (172,173), ali i drugih sistemskih,
imunoloskih bolesti. U odnosu na druge glomerularne nefropatije, u kojima je
razina PTX3 u bioptatima bubrega niska, u bioptatima bubrega bolesnika s IgAN,
PTX3 detektiran je u povecanim koli€¢inama u glomerularnim mezangijskim i
endotelnim stanicama. U kulturama stanica dokazano je da tubularne epitelne,
mezangijske i endotelne stanice mogu, pod djelovanjem TNF-a i IgA, sintetizirati
PTX3, ali biti i ciljne stanice za PTX3, te pod njegovim djelovanjem producirati
sekundarne medijatore kao Sto je faktor aktivacije trombocita i tkivni faktor te s
pomocu njih posredno dovesti do oste¢enja bubrega. Serumske koncentracije
PTXS3 statistiCki su znacajno vise u djece s HSP i HSPN u odnosu na kontrolnu
skupinu, te statistiCki znaCajno viSe u djece s HSPN u odnosu na djecu bez
nefritisa. lako serumska koncentracija PTX3 dobro korelira sa stupnjem
proteinurije, u ranim fazama razvoja HSPN serumska koncentracija PTX3 pocinje
na serumsku ureu i kreatinin, Cije koncentracije ostaju normalne sve do redukcije
eGFR < 50 %. Kod razvoja HSPN, PTX3 preciznije korelira s aktivnoS¢u bolesti u

odnosu na CRP. Zaklju¢no, odredivanje serumske razine PTX3 se prema Geu i
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suradnicima moze Kkoristiti kao pouzdan i specifiCan rani pretkazatelj razvoja
HSPN (174).

Povlaceéi analogiju s metaboliCkim promjenama u bolesnika s CKD, Sun i
suradnici detektirali su, uz statisticki znaCajan nalaz poviSenih serumskih
koncentracija d-dimera u bolesnika s HSPN u odnosu na bolesnike s HSP, i tri
metabolita Cije poviSene koncentracije potencijalno ukazuju na rizik od razvoja
nefritisa u djece s HSP (141). P-krezol sulfat, kao humani metabolit crijevne flore,
uremijski je toksin vezan za proteine. Porast njegove koncentracije korelira s
tezinom oStecenja bubrega u CKD. Pet-propil furanopropanoi¢na kiselina, koja
inhibira aktivhu tubularnu sekreciju i smanjuje transport organskih kiselina u
bubregu, takoder se akumulira u serumu bolesnika s CKD. Tri-hidroksibutari¢na
kiselina meduprodukt je metabolizma L-valina. U eksperimentalnih Zivotinja
dokazano inhibira aktivnhost kreatinin kinaze te pridonosi razvoju bubreznih lezija
prouzroCuju¢i  mitohondrijsku  disfunkciju. Kombinacija prac¢enja porasta
koncentracije d-dimera i navedenih metabolita detektira HSP bolesnike djecje dobi
s rizikom od razvoja nefritisa uz senzitivnost od 94,7 % i specificnost od 80,8 %.
(141).

U bolesnika s HSP tijekom akutne faze bolesti, a posebno u bolesnika s
HSPN, Cao i suradnici detektirali su povisene serumske koncentracije visfatina
(91). Visfatin je citokin iz skupine transformirajucih faktora rasta-B. Primarno ga
luCe adipociti, a zajedno s IL-7 i faktorima mati¢nih stanica potic¢e diferencijaciju
ranih razvojnih stadija limfocita B. S druge strane, izrazeno je aktiviran u akutnim
ozljedama tkiva, akutnoj hipoksiji, upali i oksidativnom stresu te se smatra
markerom vaskularnih lezija, posebno oste¢enja endotelnih stanica. U patogenezi
HSP sudjeluje stimuliraju¢i diferencijaciju ranih razvojnih stadija limfocita B i
produkciju autoantitijela. Kako je njegova serumska koncentracija statisticki
znacajno visa u djece koja razvijaju HSPN u odnosu na djecu bez znakova
nefritisa, visfatin moze sluZziti i kao biomarker rizika od razvoja nefritisa u bolesnika
s HSP (91).

MIF je proupalni citokin koji regulira efektorne funkcije makrofaga i
aktivaciju T stanica te ima bitnu ulogu u funkcioniranju mehanizama prirodene i
ste€ene imunosti. Pri fizioloSkim uvjetima MIF je u bubrezima slabo eksprimiran u

glomerularnim epitelnim stanicama te stanicama kortikalnih tubula. Pojacana
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ekspresija MIF-a dokazana je u bolesnika s fokalnom glomerularnom sklerozom
kod kojih njegove urinarne koncentracije koreliraju s brojem intraglomerularnih i
intersticijskih makrofaga te sa stupnjem nakupljanja mezangijskog matriksa i
intersticijske fibroze u bioptatu bubrega. Urinarne koncentracije poviSene su i u
bolesnika s IgAN te SLE nefritisom. U djece s razvojem HSPN, urinarne
koncentracije MIF-a statistiCki su znacajno viSse u odnosu na djecu s HSP i
kontrolnu skupinu, ali bez korelacije sa serumskim koncentracijama kreatinina i
ureje. Zakljuéno, prema Wangu i suradnicima MIF u urinu dobar je rani
pretkazatelj razvoja HSPN (85).

Uz navedene primjere pokusSaja otkrivanja ranih i pouzdanih biomarkera
razvoja nefritisa u HSP, medu ostalim potencijalnim biomarkerima, istraZivanim u
manjim studijama, navode se: solubilni transferinski receptor (STfR) (175), matriks
metaloproteinaza-9 (176), angiotenzin (8,177,178), IgA imunokompleksi velike
molekularne mase (69), faktor XIlI, aktivirani makrofagi i a-SMA (69,179), mijeloid
vezani protein 8/14, tj. S100A8/9 ili kalprotektin, IgA-AECA, trombomodulin (15),
IL-8 i IgA-aCl (180), leukotrien B4 i lipoksin A4 (1), podociti u urinu (181), MCP-1
(182), omjer IgA/C3 (36), mezangijski depoziti Gd-IgAl (81), heparan sulfat i
urinarni  peptidi (36), a-GST i m-GST u urinu (169). Buduca istrazivanja
potencijalnin biomarkera rane predikcije razvoja nefritisa u HSP sigurno ¢e
obuhvatiti i procjenu primjenjivosti odredivanja koncentracije signalnih molekula
prirodenog imunoloskog sustava S100: A4 (metastatin) (183), A8/A9 i A12 (184) u
urinu i serumu, kao i ekspresije receptora za krajnje produkte uznapredovale
glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end products) (185), koji
imaju dokazanu ulogu u patogenezi razliCitih nefropatija (dijabetiCka nefropatija,
nefropatija vezana uz debljinu, hipertenzivna nefropatija, lupus nefritis, renalna
amiloidoza ...) (183-185).

Rezultati niti jednog od navedenih istraZivanja dosad nisu validirani niti je
odredivanje bilo kojeg od ispitivanih bioloSkih markera uvedeno u svakodnevnu
praksu prilikom obrade i lije€enja djece oboljele od HSP. Validacija predlozenih i
traganje za novim biomarkerima nuzni su radi rasvjetljavanja etiopatogeneze
HSPN, ali i ranog otkrivanja bolesnika ugrozenih razvojem kroni¢nog nefritisa i

trajnim oStecenjem bubrezne funkcije (12).
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1.2. Glutation S-transferaze / eritrocitna glutation S-transferaza

Glutation S-transferaze (GSTs) evolucijski su vrlo stara, multifunkcionalna
proteinska superobitelj koja se razvila iz tioredoksin/glutaredoksin prethodnika u
odgovoru na razvoj oksidativnog stresa (186,187). Siroko su rasprostranjene u
prirodi te ih nalazimo u prokariota i eukariota (Slika 6) (186,188-192).

beta omega
MAPEG \ | zeta

MIF

proteini GST
primordijalnog = Prethodnici <
stresa kapa

- tau

proteini koji ./ \ sigma

~ sadrze ‘ theta \
tioredoksin cefalopodni
s-kristalini

Slika 6. Evolucijska divergencija GST (preuzeto i prilagodeno iz referencije br. 186)

S obzirom na stani¢nu lokalizaciju dijele se u tri skupine: citosolne,
mitohondrijske i mikrosomalne GSTs (187-191,193). Citosolne GSTs kod ljudi i
ostalih sisavaca dijele se prema kemijskim, fizikalnim i strukturnim
karakteristikama u sedam klasa: alfa, zeta, theta, mi, pi, sigma i omega (186-188,
194-198). Klase izoenzima obiljezavaju se velikim arapskim slovima iza GST (npr.
za alfa klasu GSTA, za pi klasu GSTP itd.), a podjedinice homo- ili heterodimera
arapskim brojevima odijeljenim spojnicom (npr. GSTP1-1) (199-201).

U svakom monomeru citosolne GST postoje dvije domene: N terminalna
domena nalik tioredoksinu i C terminalna alfa spiralna domena. Vezno mjesto N
terminalne domene evolucijski je visoko konzervirano mjesto G, odgovorno za
vezanje glutationa (GSH). Manje evolucijski konzervirano vezno mjesto C
terminalne domene je mjesto H, zaduzeno za vezanje Sirokog spektra hidrofobnih
kosupstrata (Slika 7) (188,193,200).
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G vezno mjesto

H vezno mjesto

Slika 7. Molekula GST (preuzeto i prilagodeno iz referencije br. 188)

Citosolne GST u sisavaca uglavnom su dimerne strukture (187,188,197),
mogu postojati u formi monomera (posebno GST M i P), ali i formirati
heterodimere, ¢ime se mijenja specificnost (187) i omogucéuje preklapanje
specificnosti za pojedine supstrate (193).

Enzimska detoksikacija ksenobiotika (tvari unesenih u organizam izvana) i
endobiotika (tjelesnih tvari u poviSenim koncentracijama) podijeljena je u tri glavne
faze (188). Faza 1, s oksidacijom kao glavnom reakcijom, dominantno je
katalizirana sustavom citokroma P450. Faza 2 obiliezena je konjugacijom
aktiviranih ksenobiotika i endobiotika s endogenim, vodotopivim supstratom (GSH,
glukuronska kiselina ili glicin). Faza 1 i 2 dovode do konverzije lipofilnih,
nepolarnih ksenobiotika i endobiotika u vodotopive, manje toksi¢ne metabolite.
Faza 3 obuhvaca aktivnu, transmembransku eliminaciju nastalih konjugata koji su
naglaseno hidrofilni (§to onemogudéuje njihovu spontanu difuziju iz citosola u
medustaniCni prostor djelovanjem transmembranskih proteina viSestruke
otpornosti na lijekove tipa 1 i 2) (Slika 8) (186,187,188).
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Slika 8. Enzimska detoksikacija ksenobiotika (preuzeto i prilagodeno iz referencije br. 188)

Citosolne GSTs glavni su enzimi  detoksikacijske faze 2
(186,188,192,193,202). Najvaznija je funkcija GSTs kataliziranje konjugacije
reduciranih formi GSH sa Sirokim spektrom hidrofobnih i elektrofilnih, endogenih i
egzogenih supstrata razli€itih dimenzija (188,194,203-205), a u svrhu povecanja
njihove topivosti i olakSanog transmembranskog transporta izvan stanica. Time se
sprecCava interakcija toksiCnih supstrata s klju¢nim stani¢nim proteinima, lipidima i
nukleinskim kiselinama, ali i omogucuje transport izvan organizma - izlu€ivanjem
putem bubrega (196,204,205). Osim navedene, GSTs imaju i niz drugih enzimskih
i neenzimskih funkcija: djeluju kao peroksidaze (redukcija fosfolipida, masnih
kiselina, hiperoksida) (186,187,206) i izomeraze, Stite stanicu od H202 i protein
kinazama posredovane inducirane smrti (186-188,193,207) te nekatalitiCki vezu
Sirok spektar endogenih i egzogenih liganda, Cime takoder olakSavaju njihov
transport izvan stanica (186,187,192-194,203,204,208,209). Povezane su i sa
sintezom leukotriena, prostaglandina, testosterona i progesterona te degradacijom
tirozina (187,188).

Svaka klasa GST enzima kodirana je s jednim ili viSe visokopolimorfnih
gena (210). Enzimska aktivnost GSTs ovisi o delecijskim polimorfizmima ili

polimorfizmima pojedinatnog nukleotida (SNP, engl. single nucleotid
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polymorphism) GST gena (187,193,211,212), koli€ini egzogenih ili endogenih
supstrata koji moduliraju ekspresiju GST gena (187,198,212), stabilnoj opskrbi
GSH pod djelovanjem sintetskih enzima gama-glutamilcistein sintetaze i glutation
sintetaze (187,201,213,214) te aktivnosti specifiCnih transportnih molekula koje
uklanjaju konjugate GSH iz stanice (Slika 8) (187,201,214).

Kod ljudi su GSTs eksprimirane u stanicama svih organa i tkiva uz stani¢no
specificnu distribuciju pojedinih izoformi (npr. GSTA u hepatocitima, a GSTP u
stanicama bilijarnog trakta itd.) (186,193,210,215). lako razli€ite izoforme mogu biti
razli€ito eksprimirane u istom tkivu (196) ovisno o tkivnoj ekspoziciji endobioticima
i ksenobioticima, visoke intracelularne koncentracije u kombinaciji s njihovom
stani¢no specificnom distribucijom omoguéuju koristenje GSTs kao biomarkera
oCekivanog ostecenja odredenog tipa stanica (npr. serumska GSTA kao biomarker
oStecenja hepatocita kod transplantacije ili djelovanje toksina ili infekcije na jetru
(216-218), serumske GSTA i GSTP kao biomarkeri oStecenja stanica
proksimalnog odnosno distalnog tubula kod transplantacije, toksiénog ostecenja ili
ishemije bubrega (219,220), tkivna GSTM2 kod razvoja glomerulonefritisa zbog
djelovanja protutijela usmjerenih na glomerularnu bazalnu membranu (221).

Glavna je intraeritrocitna transferaza izoenzim eritrocitna glutation S-
transferaza (e-GST ili GSTP1-1) (198), koja ¢ini > 95 % citosolnih GST u
navedenim stanicama (193,196-198,205,222). Osim u eritrocitima, ova jedina GST
klase pi (194) jo§ se nalazi i u stanicama mozga, pluéa i koze
(193,194,197,207,223). e-GST je homodimeri¢ki protein mase 46 kDa
(192,193,197,198), Ciji je kodirajuci gen lociran na kromosomu 11. U eritrocitima je
eksprimirana tijekom eritropoeze (194,197) te, s obzirom na to da su zreli eritrociti
enukleirane stanice bez mogucénosti sinteze e-GST, njezina koli¢ina odnosno
aktivnost ostaje konzervirana tijekom cijelog zivotnog vijeka navedenih stanica
(192-194,197).

Spol ne utjeCe na razlike u aktivnosti e-GST (224), iako dio autora navodi
do 10 % vecu aktivnost u osoba zZenskog spola (192,225). S obzirom na dob, u
zdravih osoba aktivhost e-GST brzo se smanjuje tijekom prvih nekoliko tjedana po
porodu, ostaje stabilna do zrele Zivotne dobi te se nakon 75. godine ponovno
blago, postupno povecava (197,224). Tijekom vecCeg dijela Zivota prosjecna

aktivnost e-GST, ovisno o izvoru literature, iznosi od 2,0 +/— 0,5 (225) do 5,8 +/—
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0,4 Ulgnp (196-198,204,222). Razlike u aktivnosti e-GST izmedu zdravih
pojedinaca ovise i 0 SNP GSTP1 gena, pri kojem A-G tranzicija na nukleotidnoj
poziciji 1578 na kodonu 105 u egzonu 5 rezultira zamjenom izoleucina (lle)
valinom (Val) u e-GST (211). U pripadnika bijele rase frekvencija genotipske
varijante GSTP1 lle/lle, koja rezultira sintezom e-GST normalne aktivnosti, iznosi
51,5 %, a varijante lle/Val i Val/Val koje rezultiraju sintezom e-GST nize aktivnosti,
39,4 % odnosno 9,1 % (211). Nasuprot fizioloSkim uvjetima, aktivhost e-GST
korelira s porastom razine cirkuliraju¢ih toksina — npr. u stanjima uremije ili pri
hiperbilirubinemiji (194,196-198,204,205,224). Suplementacija vitamina E kao
antioksidansa u tim uvjetima ne mijenja aktivnost e-GST, $to ukazuje da povisena
aktivnost u navedenim patoloSkim stanjima nije rezultat oksidativhog stresa
eritrocita nego naglasenog djelovanja poviSene koncentracije toksicnih supstrata
na eritroidne prekursore u kostanoj srzi, a u smislu indukcije pojacane transkripcije
GSTP1 gena (196,198). U bolesnika s CKD navedeni efekt korelira sa stupnjevima
poremecaja bubrezne funkcije prema Inicijativi za kakvocu ishoda bubrezne
bolesti (K/DOQI, engl. kidney disease outcomes quality initiative) (196,204).

Stabilnost enzima u uzorcima pune krvi karakteristika je e-GST posebno
pogodna za analiticke svrhe. Aktivnost enzima ne smanjuje se za viSe od 5 % niti
nakon 14 dana Cuvanja uzorka na temperaturi od 4 °C, odnosno tri dana na
temperaturi od 8 °C (192,196). Na temperaturi od —80 °C aktivnost e-GST u uzorku
ostaje stabilna duze od mjesec dana (196). Stupanj ekspresije enzima direktno
korelira s njegovom aktivnoS¢u, odnosno 1 jedinica je koli¢ina enzima koja
katalizira konjugaciju 1 mikromola GSH na 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) u
jednoj minuti pri 37 °C (196). Pri tumacenju rezultata vazno je imati na umu da
utvrdena aktivnost e-GST ne daje uvid u trenutaCnu, kratkoroCnu prisutnost
toksicnih supstrata u krvi, nego je biosenzor njihova toksi¢nog ucinka na eritroidne
prekursore (194,197) u razdoblju od nekoliko tjedana (194,198) i korelira s
prosjeCnim  Zivotnim vijekom eritrocita  (192,194,197). Primjer analogan
navedenom je odredivanje koncentracije hemoglobina Alc kao dugoroénog
markera razine glukoze u krvi (197). Takoder, e-GST ne otkriva kemijsku narav
toksina, nego samo njegovu prisutnost (192). Zaklju€no, odredivanje aktivnosti e-
GST jednostavna je i jeftina pretraga za koju je potreban uzorak svega nekoliko
mikrolitara pune krvi (192,196).
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Poja¢ana aktivhost e-GST u viSe je istrazivanja utvrdena u odraslih
bolesnika s vrijednostima eGFR ispod vrijednosti od 60 ml/min u razdoblju > 3 mj.
(198), koja se smatra granicom pri definiranju CKD (192-194,196-198,205,226). U
navedenih, aktivnost e-GST dobro korelira sa stupnjevima CKD prema K/DOQI
klasifikaciji (196,197,205), a u bolesnika s ESRD statisticki je znacajno visa prije
poCetka dijalize u odnosu na bolesnike u kojih se dijaliza provodi (193).
Pretpostavka je da je rije€ o posljedici toksi€nog djelovanja vise od 90 uremijskih
toksina razliCitih dimenzija na eritroidne prekursore u ko$tanoj srzi u smislu
poticanja ekspresije GSTP1 gena i posljedi¢ne pojaCane sinteze e-GST (197), Cija
aktivnost odrazava kompenzatorni protektivni mehanizam protiv akumuliranih
toksi¢nih supstrata (226). Stoga je odredivanje aktivnosti e-GST primjenjivo kao
marker toksi¢nosti uremije koji dobro korelira sa stupnjem oSteCenja bubrega
(194), a kako je e-GST smjeStena u eritrocitima i ne podlijeze dijalizi (197,198), i
kao dugoro¢na mijera efikasnosti dijalize (193,194,196,197,205,227). Aktivhost e-
GST u navedenoj skupini bolesnika ne korelira niti sa serumskim koncentracijama
ureje i albumina niti visokoosjetljivog C-reaktivnog proteina (hsCRP, engl. high-
sensitivity C-reactive protein), jer oni reflektiraju kratkoro€nu toksi¢nost (197). S
druge strane, ne korelira niti s koncentracijama hemoglobina, transferina,
serumskog zeljeza i alfa-1 kiselog glikoproteina kao markerima kroni¢ne upale, a
niti s koncentracijama beta-2 mikroglobulina kao markerom bubrezne funkcije.
Pretpostavka je da s jedne strane ne injiciraju svi toksini upalu, ali i da GST
neutraliziraju mnoge toksine neovisno o njihovu inflamatornom potencijalu (196).
Aktivnost e-GST u CKD stoga je dobar marker prosjecne toksi¢nosti cirkulirajuéih
uremijskih toksina (neovisno o njihovoj koncentraciji ili dimenzijama) u razdoblju
od nekoliko tjedana, koji pozitivno korelira sa stupnjem oS$teéenja bubrezne
funkcije i komplementaran je klasi€nim markerima razvoja CKD (196,197).

U bolesnika u kojih je zbog ESRD ucinjena transplantacija bubrega,
utvrdena je razliita aktivnost e-GST ovisno o podrijetlu transplantiranog bubrega
(198). Bolesnici kojima je transplantiran bubreg Zivog donora imali su tri mjeseca
nakon transplantacije jednaku aktivnost e-GST kao i bolesnici na dijalizi prije
transplantacije ili bolesnici s CKD gr. IV, dok su bolesnici s transplantiranim
kadaveri¢nim bubregom imali za C&etvrtinu vecu aktivhost e-GST u jednakom

razdoblju nakon transplantacije (9,8+/— 0,8 U/gmb vs. 11,7 +/— 0,4 U/gHb). Smatra
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se da izostanak smanjenja aktivnosti e-GST u transplantiranih u odnosu na
dijalizirane bolesnike te razlika izmedu transplantiranih bolesnika ovisno o
podrijetlu bubrega nastaju zbog gubitka dijela detoksikacijskin kompetencija
bubrega (koje se obi¢no kroz razdoblje duze od promatranog ipak djelomi¢no
oporave) uslijed reperfuzijsko-ishemijskog ostecenja, izrazenijeg pri transplantaciji
kadaveri¢nih bubrega. U svih transplantiranih bolesnika aktivhost e-GST ne
korelira s drugim markerima bubrezne funkcije (albuminurija, serumske
koncentracije kreatinina i ureje), Sto ukazuje na specificne kompetencije
funkcionalnog bubrega u eliminaciji sistemskih toksina, &ije promjene nisu
detektibilne uobicajenim biomarkerima bubrezne funkcije. NeSto visa aktivnost e-
GST nadena je u transplantiranin bolesnika lije€enih niskim dozama
glukokortikoida u odnosu na bolesnike u kojih je dana terapija obustavljena
(13,1+/- 0,7 U/gHb vs. 10,9 +/- 0,5 U/gHb). Buduéi da steroidi sudjeluju u razvoju
inzulinske rezistencije, smatra se da navedena razlika nastaje zbog gliko-
metabolicke disfunkcije uslijed djelovanja steroida i posljedicne pojacane
produkcije toksina, a ne direktnog ucinka steroida na aktivost e-GST. Osim
navedenog, u bolesnika s akutnom reakcijom odbacivanja transplantata registriran
je nagli porast aktivnosti e-GST od 180 %. Zaklju¢no, e-GST se i u transplantiranih
bolesnika smatra osjetljivim biomarkerom efikasnosti bubrezne funkcije (198).
DijabetiCka nefropatija jedan je od glavnih uzroka CKD i ESRD.
Pretpostavlja se da osSteCenje bubrega u Secernoj bolesti (DM, lat. diabetes
mellitus) nastaje kao posljedica kompleksnih interakcija metaboli¢kih i
hemodinamskih faktora. Donedavno je stupanj mikroalbuminurije smatran
prognosti¢kim faktorom dijabeticke nefropatije. Medutim, kako mikroalbuminurija u
DM bolesnika moze i regredirati, a s druge strane, u tre¢ine DM bolesnika pad
eGFR ¢e uslijediti nakon nekoliko godina od pojave mikroalbuminurije, trenutacna
istraZivanja usmjerena su prema pronalazenju novih, pouzdanijin biomarkera
oStecenja bubrega u dijabetickoj nefropatiji (205). U odraslih bolesnika s DM tipa Il
i nefropatijom detektirana je pojacana aktivhost e-GST koja korelira s njezinim
stupnjem prema K/DOQI klasifikaciji. Medutim, poviSena aktivhost e-GST u
odnosu na zdrave osobe nadena je i u oboljelih od DM tipa Il bez elemenata
razvoja nefropatije detektiranin uobiCajenim markerima. S obzirom na ranije

radove o pozitivnoj korelaciji aktivnosti e-GST sa stupnjem tezine nefropatije u
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CKD bolesnika koji ne boluju od DM tipa Il, smatra se da poviSena aktivhost e-
GST u bolesnika bez znakova nefropatije ukazuje na visoku senzitivnhost e-GST u
ranoj detekciji osteéenja bubrega u odnosu na druge, standardne biomarkere.
Zaklju€no, moguce je da je e-GST novi biomarker za ranu dijagnozu nefropatije
kod DM tipa Il (205), odnosno biomarker vrlo ranog ostecenja bubrega, pozitivan i
prije pojave mikroalbuminurije (198,204,228).

Aktivnost e-GST pojaCana je u odraslih bolesnika sa sistemskom
sklerodermijom (SSc), u kojih dobro korelira s aktivnoScu bolesti prema
Valentinijevu indeksu aktivnosti bolesti i tezinom bolesti prema modificiranom
Rodnanovu koznom indeksu, neovisno o trajanju bolesti (203). Medutim, u
bolesnika nije nadena korelacija aktivnosti e-GST sa stupnjem ostecenja bubrega
prema K/DOQI, odnosno i u bolesnika bez znakova ili samo s blazim znakovima
afekcije bubrega (CKD 0-1) detektirana je poviSsena aktivnost e-GST kao i u
bolesnika sa tezim stupnjevima afekcije bubrega (CKD Il odnosno CKD lII) (9, 3
+/- 0,4 /9,0 +/- 05/ 10,5 +/- 1,5). Pretpostavka je da navedeno ukazuje na
visoku osjetljivost e-GST u vrlo ranom otkrivanju afekcije bubrega u sSC
bolesnika, u vrijeme kad jo$ nije detektibilna drugim standardnim biomarkerima
(alternativno, pojacana aktivnost e-GST u sSC prouzroCena je prisutnoScu ili
akumulacijom jednog ili viSe toksina koji pokre¢u autoimuni proces). Zaklju¢no,
odredivanje aktivnosti e-GST, s obzirom na neinvazivnost, jednostavnost, brzinu i
ekonomicnost pretrage, moze sluziti kao odliCan komplementarni test u pracenju

aktivnosti bolesti i procjene ucinkovitosti terapije u bolesnika sa sSC (203).
Istrazivanja vezana uz stupanj ekspresije e-GST u djece oboljele od

v . I ] v I

HSPN prema dostupnoj literaturi, dosad nisu provodena.
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2. HIPOTEZA

Kontinuirano povec¢ana aktivnost e-GST u djece oboljele od HSP ukazuje
na prolongirano trajanje autoimunog procesa i rani je prediktor kroni¢nog

oStecenja bubrezne funkcije.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opdi cilj:
- ispitivanje vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u pracenju aktivnosti

bolesti i ranom odredivanju prognoze u djece oboljele od HSP.
3.2. Specificni ciljevi:

- odredivanje aktivnosti e-GST u djece s HSP na pocetku bolesti i usporedba
s aktivnoS¢u e-GST u zdrave djece

- odredivanje aktivnosti e-GST u djece s HSP nakon tri i Sest mjeseci od
postavljanja dijagnoze

- utvrdivanje stupnja korelacije aktivnhosti e-GST s dobi oboljele djece,
izrazenoS¢u kliniCke slike i pracenim laboratorijskim parametrima
(sedimentacija eritrocita, C-reaktivni protein, hemoglobin, leukociti,
trombociti, ureja, kreatinin, feritin, d-dimeri, ukupni proteini, imunoglobulini A
i M, AST-O, nalaz urina (hematurija > 5 E/mm?3), 24-satna proteinurija (=

0,15 g/dU), klirens kreatinina, stolica na okultno krvarenje).
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 97 djece s dijagnozom HSP koja su primljena na
ljeCenje u Kliniku za pedijatriju KBC-a Zagreb u razdoblju od rujna 2015. do rujna
2018. godine. Oboljela djeca ukljuena su u istrazivanje tijekom inicijalne obrade i
prije pocCetka lijeCenja, odnosno po postavljanju dijagnoze sukladno
EULAR/PRINTO/PReS kriterijima iz 2008. godine (6,9,20,24).

Djeca s postavlenom dijagnozom HSP podijeljena su u dvije skupine
ovisno o znakovima nefritisa na pocCetku bolesti i/ili tijekom Sestomjesecnog
pracenja: 1. skupina HSP bolesnika bez znakova nefritisa, 2. skupina HSP
bolesnika sa znakovima nefritisa. U istraZivanje nisu uklju¢ena djeca s HSP koja
otprije imaju poznate kroni¢ne upalne ili kroni¢ne bubrezne bolesti.

Kontrolnu skupinu €inilo je 52 djece koja prilikom ukljucivanja u istrazivanje
nisu imala Kklinicko-laboratorijskih znakova upale, a kojoj su se tijekom
hospitalizacije u Klinici za pedijatriju KBC-a Zagreb u sklopu obrade drugih
(neupalnih) bolesti uzimali uzorci venske krvi.

U svih bolesnika odredena je aktivhost e-GST prilikom uklju€ivanja te tri i
Sest mjeseci nakon uklju€ivanja u istrazivanje, a u djece u kontrolnoj skupini
aktivnost e-GST odredena je jednokratno, iz uzorka krvi uzetog prilikom obrade
drugih, neupalnih stanja.

Klinicki dio istrazivanja proveden je u Zavodu za klinicku imunologiju,
respiracijske bolesti i alergologiju i reumatologiju Klinike za pedijatriju Klinickog
bolniCkog centra Zagreb, a laboratorijski dio u Klinickom zavodu za laboratorijsku
dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb. IstraZivanje je pocelo nakon
odobrenja eti¢kih povjerenstava Klinickog bolni¢kog centra Zagreb i Medicinskog
fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Od roditelja sve djece kao i djece starije od 12
godina koja su sudjelovala u istrazivanju, nakon objaSnjavanja ciljeva i uvjeta
istraZivanja te prije pocinjanja postupaka vezanih uz istraZivanje, pribavljena je

pisana suglasnost za sudjelovanje.
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4.2. Metode rada

4.2.1. Anameza i fizikalni pregled

U sve oboljele djece inicijalno je ucinjena rutinska reumatoloSka obrada
(anamneza, fizikalni pregled, laboratorijske pretrage) temeljem koje je postavljena
dijagnoza HSP. U anamnezi su detaljno prikupljeni podaci o eventualnim
okidaCima bolesti (prethodne infekcije, aplikacija cjepiva, prehrana, ...) te
redoslijedu pojavijivanja, trajanju i izrazenosti simptoma. Fizikalnim pregledom
utvrdeni su antropometrijski parametri (dob, spol, visina, tjelesna masa) i
izrazenost pojedinih elemenata klinicke slike HSP. Na kontrolnim ambulantnim
pregledima nakon tri i Sest mjeseci uzeti su dodatni anamnestiCki podaci vezani uz
opc¢e stanje i eventualni relaps ili pojavu novih simptoma bolesti te je ucinjen
kompletan fizikalni pregled. Od ukljucivanja u istrazivanje za svakog je ispitanika
vodena detaljna evidencija medikamentozne terapije primijenjene tijekom lijec¢enja
(primijenjeni lijekovi, doze, nacini aplikacije, poCetak i trajanje terapije).

U kontrolnoj skupini ispitanika uzeti su anamnesticki podaci i uCinjen je
kompletan fizikalni pregled uz biljezenje antropometrijskin parametara prilikom

ukljucivanja u istrazivanje.

4.2.2. Laboratorijske pretrage

BioloSki uzorci (krv i urin) analizirani u istrazivanju uzeti su u oboljele djece
neposredno po postavljanju dijagnoze, a prije pocCetka lije€enja te na kontrolnim
pregledima nakon tri i Sest mjeseci od trenutka ukljucivanja u istraZivanje. Bioloski
uzorci u kontrolnoj skupini ispitanika uzeti su u jednom navratu, tijekom obrade
vezane uz druge (neupalne) bolesti. Uzorci krvi uzeti su u odgovarajuce epruvete
s podtlakom venepunkcijom kubitalne vene, a uzorci urina prikupljani su u
standardne spremnike koristene u svakodnevnom radu u Klinici.

U sve djece s HSP i djece u kontrolnoj skupini prilikom ukljuCivanja u
istraZivanje analizirani su sljedeci laboratorijski pokazatelji:

- brzina sedimentacije eritrocita (SE)

- serumska koncentracija C-reaktivnog proteina
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serumska koncentracija hemoglobina

- broj leukocita i trombocita u perifernoj krvi

- serumska koncentracija ureje i kreatinina

- serumska koncentracija feritina

- serumska koncentracija d-dimera

- koncentracija serumskih proteina

- serumska koncentracija imunoglobulinskih razreda IgA i IgM
- serumska koncentracija komponenti komplementa C3 i C4

- serumska koncentracija protutijela za streptolizin O (AST-O)
- broj E/mm3urina

- korigirani klirens kreatinina (cCr)

- procijenjena brzina glomerularne filtracije (eGFR)

- koncentracija proteina u uzorku 24-satnog urina

- prisutnost krvi u stolici (test stolice na okultno krvarenje).

U sve djece s HSP nakon tri i Sest mjeseci od uklju€ivanja u istrazivanje
ponovno su analizirani svi navedeni laboratorijski pokazatelji osim serumske
koncentracije komponenti komplementa C3 i C4 i serumske koncentracije AST-O.

Bubrezna funkcija evaluirana je u sve djece oboljele od HSP i djece u
kontrolnoj skupini na poc€etku istrazivanja, a u djece s HSP dodatno nakon tri i Sest
mjeseci od ukljucivanja u istraZivanje:

- detektiranjem proteinurije, definirane kao nalaz ekskrecije proteina = 0,15
grama po volumenu urina prikupljenog tijekom 24 sata (g/dU)

detektiranjem hematurije, definirane kao nalaz > 5 E po volumenu u mm3

(E/mm3)

odredivanjem korigiranog Kklirensa kreatinina te procijenjene brzine

glomerularne filtracije gdje je sukladno preporukama SHARE inicijative kao

grani¢na vrijednost uzeta < 80 ml/min/1,73 m>.
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4.2.2.1. Odredivanje aktivnosti e-GST

Aktivnost e-GST u djece s HSP ispitivana je neposredno po postavljanju
dijagnoze te tri i Sest mjeseci nakon ukljuCivanja u istraZivanje, a u djece u
kontrolnoj skupini jednokratno, prilikom ukljucivanja u istrazivanje.

Uzorak krvi za odredivanje aktivhosti e-GST uzet je u svih ispitanika iz
kubitalne vene u tijeku jednakog postupka kojim je uzimana krv i za ostale,
uobicajenim algoritmom obrade i ovim istraZivanjem predvidene laboratorijske
pretrage krvi, u standardizirane epruvete s EDTA (3 ml) i pohranjen na 4 °C, ne
duze od 72 sata. Uzorak za odredivanje aktivnhosti e-GST iz pune krvi pripremljen
je dilucijom 40 ml krvi s 1 ml bidestilirane vode. Nakon dvije minute, 0,1 ml
hemoliziranog uzorka inkubiran je komercijalnim pripravkom Glutatione S-
Transferase (GST) Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), koji koristi
CDNB. Koli¢ina ekstraeritrocitne GST u tako pripravljenim uzorcima smatra se
zanemarivom, a hemoliza eritrocita ne producira relevantne spektrometrijske
artefakte. Dodatno, e-GST Ccini viSe od 95 % GST u eritrocitima te se utvrdena

aktivnost enzima odnosi gotovo isklju€ivo na navedeni izoenzim.

GST Kkatalizira konjugaciju L-glutationa na 1-kloro-2,4-dinitrobenzen preko tiolne

grupe glutationa:
GST
GSH + CDNB — GS-DNB konjugat + HCI

Enzimski produkt, S-glutationil-2,4-dinitrobezen, apsorbira elektromagnetsko
zraCenje pri valnoj duljini od 340 nm. Stupanj porasta apsorpcije direktno je

proporcionalan aktivnosti GST u uzorku.

Unutar 60 minuta od pripreme uzorka enzimatska aktivnost e-GST
utvrdivana je spektrometrijski odredivanjem apsorpcije enzimatskog produkta S-
glutationil-2,4-dinitrobenzena na 340 nm, pri temperaturi od 37 °C. Aktivnost e-
GST izraZzena je u enzimskim jedinicama (U) pri temperaturi od 37 °C i
normalizirana po gramima hemoglobina (Hb), Cija je vrijednost odredivana u istom

uzorku krvi (U/gHb).
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Odredivanje aktivnosti e-GST nije rutinska laboratorijska pretraga, odnosno

aktivnost e-GST odredivana je samo za potrebe ovog istrazivanja.

4.3. StatistiCke metode

Podaci su prikazani tabli€no i grafiCki. Priprema podataka izvrSena je s

pomocu racunalnog tablicnog kalkulatora Microsoft Office Excel. Kolmogorov-
Smirnovljevim testom analizirana je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti
te su se u skladu s dobivenim podacima primijenili odgovarajuéi neparametrijski
testovi. Kategorijske i nominalne vrijednosti prikazane su kroz odgovarajuce
frekvencije i udjele, dok su se razlike medu njima analizirale Fisherovim egzaktnim
testom, odnosno Fisher-Freeman-Haltonovim testom u slu€ajevima tablica vecih
od 2 x 2 formata. Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz medijane i
interkvartilne raspone, a razlike medu njima analizirane su Kruskal-Wallisovim
testom s post-hoc Mann-Whitneyjevim U testom. Razlike u dinamici izmjerenih
vrijednosti u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te nakon tri i Sest
mjeseci od postavljanja dijagnoze analizirane su Friedmanovim testom, posebno
za skupinu s nefritisom, a posebno za skupinu bez nefritisa. Spearmanovi
koeficijenti korelacije p (ro) koriSteni su u analizi povezanosti aktivhosti e-GST s
dobi oboljele djece, izrazenoSéu klinicke slike i pracenim laboratorijskim
parametrima (sedimentacija eritrocita, C-reaktivni protein, hemoglobin, leukociti,
trombociti, ureja, kreatinin, feritin, d-dimeri, ukupni proteini, imunoglobulini A i M,
AST-O, nalaz urina (hematurija > 5 E/mm?), 24-satna proteinurija (= 0,15 g/dU) i
klirens kreatinina). ROC analizom prikazane su grani¢ne vrijednosti e-GST u
predikciji nefritisa.
Vrijednosti P manje od 0,05 smatrane su znacCajnima. U analizi se koristila
programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25.0
(https:/lwww.ibm.com/analytics/spss-statistics-software) te MedCalc for Windows,
verzija 19.0.3 (MedCalc Statistical Software version 19.0.3 (MedCalc Software
bvba, Ostend, Belgium; https://www.medcalc.org; 2019)).
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5. REZULTATI

5.1. Pregled osnovnih podataka o ispitanicima

Odredivanje aktivnosti e-GST uc€injeno je u 97 djece s dijagnozom HSP, uz
medijan (interkvartilni raspon) dobi od 82,0 (58,0 - 118,0) mjeseci. Medu
oboljelom djecom ukupno je bilo 62 djedaka i 35 djevojéica (M : Z 1,8 : 1). Tijekom
istrazivanja u 55 / 97 (56,7 %) oboljele djece nisu registrirani znakovi nefritisa
(HSP bez nefritisa), a u 42 / 94 (43,3 %) oboljele djece registrirani su znakovi
nefritisa (HSP s nefritisom). Navedene dvije skupine oboljele djece nisu se
statisti¢ki znac€ajno razlikovale prema dobi i spolu.

Kontrolnu skupinu €inilo je 52 djece, prosje¢ne dobi 115 mjeseci (52 - 171
mj.): 36 djeCaka i 16 djevojcica. Kontrolna skupina u odnosu na skupine oboljele
djece statistiCki se nije razlikovala prema spolu, ali su djeca u kontrolnoj skupini

bila statistiCki znacajno starija (tablice 2A i 2B).

Tablica 2A. Podjela skupina ispitanika s obzirom na dob (Kruskal-Wallisov test)

) ) Centile
Skupina N Min. Max. = P
25. Medijan 75.
HSP bez 55 27,0 194,0 58,0 72,0 107,0
nefritisa
DOB HSP s
(mieseci) | nefritisom 42 29,0 209,0 56,3 91,0 138,0 0,005
Kontrola 52 20,0 171,0 76,3 115,0 138,5
HSP — Henoch-Schdnleinova purpura
Tablica 2B. Podjela skupina ispitanika s obzirom na spol (X2 test)
Skupina
HSP bez nefritisa HSP s nefritisom Kontrola P
N % N % N %
Muski 36 65,5 % 26 61,9 % 36 69,2 %
Spol |— 0,757
Zenski 19 34,5 % 16 38,1% 16 30,8 %

HSP — Henoch-Schdénleinova purpura
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S obzirom na sezonu pojave HSP, u 29 djece bolest je pocCela ujesen (HSP
bez nefritisa 18 / HSP s nefritisom 11), u 28 u prolje¢e (HSP bez nefritisa 16 / HSP
s nefritisom 12), u 26 zimi (HSP bez nefritisa 14 / HSP s nefritisom 12), dok je u
najmanjeg broja bolesnika — 14, pocela ljeti (HSP bez nefritisa 7 / HSP s nefritisom
7). S obzirom na sezonu pojave HSP, medu skupinama oboljele djece nije bilo
statistiCki znacajne razlike (P = 0,876) (Slika 9).

20
18
16
14
12
10

O HSP bez nefritisa
B HSP s nefritisom

broj oboljelih

oON B~ O

prolje¢e ljieto jesen zima
godisnje doba

Slika 9. Podjela HSP bolesnika s obzirom na sezonu pojave bolesti

Infekcija je prethodila razvoju HSP u 64 (65,9 %) oboljele djece. Infekcija
respiratornog trakta navedena je u anamnezi 54 (55,7 %), a gastrointestinalnog
trakta u 10 (10,3 %) oboljele djece. U brisevima gornjih diSnih puteva
mikrobioloSkom obradom je u 10 (10,3 %) oboljele djece izoliran BHS-A, u 9 (9,3
%) zlatni stafilokok, a u 6 (6,2 %) djece ostali bakterijski uzro€nici. S obzirom na
prethodnu infekciju, tip infekcije te nalaz brisa zdrijela i/ili nazofarinksa, nije bilo
statistiCki znacajnih razlika medu skupinama oboljele djece (tablica 3).
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Tablica 3. Prethodne infekcije u oboljele djece (X? test ili Fisherov egzaktni test)

Skupina
HSP bez nefritisa HSP s nefritisom P
N % N %
Prethodna Ne 17 30,9 % 16 38,1 % 0.450
infekcija Da 38 69,1 % 26 61,9 % ’
o . ARI 33 86,8 % 21 80,8 %
Tip infekcije 0,511
Gl 5 13,2 % 5 19,2 %
Normalna flora 40 74,1 % 31 73,8 %
BHS-A 5 9,3% 5 11,9 %
Bris zdrijela/ | g aureus 4 7.4 % 5 11,9 %
bris - 0,679
nazofarinksa S. pneumoniae 2 3, 7% 1 2,4 %
H. influenzae 2 3. 7% 0 0,0 %
M. catarrhalis 1 1,9% 0 0,0 %

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, ARI — akutna respiratorna infekcija, GI — gastrointestinalna infekcija,
BHS-A — beta hemolitiCki streptokok grupe A, S. aureus — zlatni stafilokok, S. pneumoniae — pneumokok, H.
influenzae — hemofilus influence, M. catarrhalis — moraksela kataralis

U sluCajevima prethodne infekcije, ona je prethodila razvoju purpuri¢nih
koZnih promjena s medijanom od 14 dana u oboljele djece bez nefritisa, te
medijanom od 17 dana u oboljele djece s nefritisom. Vrijeme proteklo od prethodne
infekcije do razvoja koznih promjena bilo je statisticki znacajno duze u bolesnika s

nefritisom (tablica 4).

Tablica 4. Vrijeme od prethodne infekcije do pocetka razvoja purpure u oboljele djece (Kruskal-Wallisov test)

Centile
Skupina N Min. Max. P
25. Medijan 75.
Vrijeme (dani) | ISP bez 38 | 500 | 27,00 | 10,00 14,00 17,25
. o nefritisa
od infekcije do HSP s 0,038
pojave purpure - 26 6,00 60,00 11,75 17,00 24,25
nefritisom

HSP — Henoch-Schénleinova purpura

Niti jedno dijete nije cijepljeno unutar mjesec dana prije pojave HSP. Osim
cijeplienja, u 33 (34 %) oboljele djece (HSP bez nefritisa 17 + HSP s nefritisom

16), nije detektiran niti drugi potencijalni okida¢ pocCetka bolesti.

Purpura, kao obvezan simptom za postavljanje dijagnoze HSP, registrirana
je u sve oboljele djece (97/97, 100 %). Bila je proSirena iznad razine pojasa u 22

(22,7 %), a eflorescencije promjera = 10 mm registrirane su u 35 (36,1 %) oboljele
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djece. Do relapsa koznih promjena unutar Sest mjeseci od poCetka bolesti doslo je
u 39 (40,2 %) djece s HSP. Prema ucestalosti ostalih nalaza/kriterija za
postavljanje dijagnoze, naj¢eSce su registrirani artritis/artralgije u 71 (73,2 %),
potom bolovi u trbuhu u 38 (39,2 %), a nefritis na poCetku bolesti u 35 (36,1 %)
oboljele djece. Ostali simptomi javljali su se u pojedinac¢nih bolesnika. Kod
usporedbe svih navedenih kategorijskih varijabli nije bilo statistiCki znacajnih

razlika medu skupinama oboljele djece (tablica 5).

Tablica 5. Karakteristike purpure (relaps koznih promjena, dimenzije, proSirenost koznih promjena iznad
razine pojasa) i ostalih simptoma u oboljele djece (X? test ili Fisherov egzaktni test).

Skupina
HSP. pez HSP S =
nefritisa nefritisom
N % N %
Relaps koZnih Ne 37 67,3 % 23 54,8 % 0,209
promjena Da 18 32,7% 19 45,2 %
Dimenzije <10 mm 36 65,5 % 26 61,9 % 0.718
eflorescencija | > 10 mm 19 34,5 % 16 | 38,1 % ’
Purpuraiznad | Ne 39 70,9 % 36 | 857% 0.004
razine pojasa Da 16 29,1 % 6 14,3 %
» . Ne 11 20,0 % 15 35,7 %
Artritis/artralgije 0,083
Da 44 80,0 % 27 64,3 %
) Ne 33 60,0 % 26 61,9 %
Bolovi u trbuhu 0,849
Da 22 40,0 % 16 38,1 %
Nefritis Ne 0 0,0 % 7 16,7 %
inicijalno Da 0 0,0 % 35 |833% n/a
Biopsija Ne s5 | 100 30 |o29u% o ons
bubrega Da 0 0,0 % 3 7.1% '
Ne 52 94,5 % 38 90,5 %
Melena 0 0,0 % 1 2,4 %
Ostali simptomi | Povracanje 2 3,6 % 2 4,8 % 0,478
Orhitis 0 0,0 % 1 2,4 %
Glavobolja 1 1,8 % 0 0,0%

HSP — Henoch-Schoénleinova purpura, n/a — “not applicable®
Biopsija bubrega ucinjena je u troje djece s HSP s nefritisom. U sve

bioptirane djece patohistoloski nalaz odgovarao je nefritisu u sklopu IgA

vaskulitisa. Biopsija kozZe nije u€injena ni u jednog djeteta.
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U terapiji su u 45 (46,4 %) djece primijenjeni glukokortikoidi, a u 51 (52,6 %)
djeteta NSAID. S obzirom na primijenjenu navedenu medikamentoznu terapiju,
nije bilo statistiCki znacajnih razlika medu skupinama oboljele djece (tablica 6).

Inhibitori angiotenzin konvertirajuCeg enzima te azatioprin i mikofenolat
mofetil koriSteni su u pojedina¢nim slu€ajevim lijeCenja oboljele djece s nefritisom
(6 djece / 2 djece / 1 dijete).

Tablica 6. Terapija primijenjena u oboljele djece (X? test ili Fisherov egzaktni test)

Skupine
HSP bez nefritisa HSP s nefritisom P
N % N %
Terapija Ne 31 56,4 % 21 50,0 %
. 0,533
glukokortikoidima | pa 24 43,6 % 21 50,0 %
0, 0,
Terapija NSAID Ne 24 43,6 % 22 52,4 % 0,393
Da 31 56,4 % 20 47,6 %

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi

Medijan trajanja terapije glukokortikoidima iznosio je 0,0 (0,0 — 19,0) dana u
skupini oboljele djece bez nefritisa, odnosno 2,5 dana (0,0 — 25,5) u skupini
oboljele djece s nefritisom. Medijan trajanja terapije NSAID iznosio je 3,0 (0,0 -
7,0) dana u skupini oboljele djece bez nefritisa, odnosno 0,0 dana (0,0 — 8,0) u
skupini oboljele djece s nefritisom. S obzirom na trajanje terapije glukokortikoidima
i NSAID nije bilo statisticki znaCajne razlike medu skupinama oboljele djece
(tablica 7).

Tablica 7. Trajanje terapije glukokortikoidima i nesteroidnim protuupalnim lijekovima u oboljele djece (Kruskal-
Wallisov test)

) ) Centile
Skupina N Min. Max. » P

25. Medijan 75.

Terapija GK | HSP bez nefritisa 55 0,00 | 120,00 | 0,00 0,00 19,00 | oo

(broj dana)  ["HSP s nefritisom 42 0,00 | 150,00 | 0,00 2,50 25,50 ’

Terapija | HSP bez nefritisa 55 0,00 | 21,00 0,00 3,00 7,00

NSAID (broj — 0,589

dana) HSP s nefritisom 42 0,00 26,00 0,00 0,00 8,00

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, GK — glukokortikoidi, NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi
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5.2. Pregled i usporedba rutinskih laboratorijskih nalaza ispitanika

U svih su ispitanika inicijalno odredene vrijednosti: sedimentacije eritrocita,
C-reaktivnog proteina, hemoglobina, leukocita i trombocita u perifernoj Kkrvi,
serumske razine ureje i kreatinina, serumske razine feritina, serumske razine d-
dimera, koncentracije serumskih proteina, serumske razine imunoglobulinskih
razreda (IgA, IgM), antistreptolizinskog titra, serumska razina C3 i C4 komponente
komplementa, broja E/mm?3 urina, korigiranog klirensa kreatinina, procijenjene
brzine glomerularne filtracije, proteina u uzorku 24-satnog urina te prisutnost krvi u
stolici (test stolice na okultno krvarenje).

Znakove nefritisa (hematurija (> 5 E/mm?3) i/ili proteinurija (= 0,15 g proteina
/dU)), na pocetku bolesti imalo je 34 (34/97, 35 %) djece s HSP. Samo hematuriju
inicijalno je imalo 18 (53 %), samo proteinuriju 6 (17,6 %), a nalaz hematurije i
proteinurije 10 (29,4 %) bolesnika s inicijalno registriranim nefritisom. Poremecaj
bubrezne funkcije u smislu nalaza eGFR < 80ml/min/1,73m? inicijalno je imalo

samo dvoje djece s HSP s nefritisom (tablica 8).
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Tablica 8. Rutinski laboratorijski nalazi u svih ispitanika na pocetku istrazivanja (Kruskal-Wallisov test)

" . Centile
Skupina N Min. Max. = P
25. Medijan 75.
HSP bez 55 300 | 8300 | 12,00 | 18,00 | 2500
nefritisa
SE (mm/h) HSP s 42 040 | 34,00 | 10,00 | 17,00 | 2400 | <0001
nefritisom
Kontrola 52 200 | 2500 | 5,00 7,00 11,00
HSP bez 55 030 | 8940 | 2,03 8,00 14,93
nefritisa
CRP (mg/L) HSP s 42 030 | 5560 | 1,58 6,05 15,98 | <0,001
nefritisom
Kontrola 52 0,30 1,20 0,30 0,30 0,30
HSP bez 55 101,00 | 146,00 | 121,00 | 127,00 | 132,00
nefritisa
Hb (g/L) HSP s 42 81,00 | 167,00 | 122,00 | 130,50 | 136,00 | 0.006
nefritisom
Kontrola 52 110,00 | 151,00 | 126,25 | 132,00 | 138,75
HSP bez 55 510 | 2330 | 858 | 11,30 | 1481
nefritisa
L (x 10%L) HSP s < 0,001
i 42 350 | 2137 | 893 11,67 | 1418
Kontrola 52 3,70 10,56 5,93 7,40 9,13
HSP bez 55 103,00 | 533,00 | 278,00 | 342,00 | 427,00
nefritisa
Tre (x 109L) | HSP's 42 | 199,00 | 661,00 | 314,50 | 388,50 | 441,75 | <0.001
nefritisom
Kontrola 52 189,00 | 437,00 | 253,00 | 294,00 | 329,00
HSP bez 55 2,00 7,50 3,20 3,90 4,70
nefritisa
Ureja (mmol/L) | HSP's 42 2,20 8,10 3,48 4,15 505 | 0425
nefritisom ' ’ ' ' '
Kontrola 52 1,80 7,00 3,30 4,10 4,98
HSP bez 55 2700 | 7800 | 30,00 | 3800 | 48,00
Kreatinin aesflr;nsa
s 0,023
(umol/L) . 42 28,00 | 8500 | 3825 | 4500 | 53,00
Kontrola 52 27,00 | 63,00 | 39,00 | 44,00 | 48,00
HSP bez 55 990 | 189,00 | 36,13 | 6560 | 102,10
nefritisa
Feritin (ug/lL) | HSP's 42 2150 | 168,10 | 46,50 | 68,00 | 9320 | 0842
nefritisom
Kontrola 52 1420 | 138,00 | 42,78 | 5980 | 98,75
HSP bez 55 0,35 9,08 0,92 2,03 3,59
nefritisa
d-dimeri (mg/L) | HSP's 42 0,15 11,83 0,59 2,13 3,90 | <0,001
nefritisom ' ' ! ' '
Kontrola 52 0,12 0,49 0,24 0,31 0,37
"'Sfp. bez 55 54,00 | 8200 | 6400 | 6800 | 71,00
Uk. proteini netlisa
@) HSP s 42 53,00 | 82,00 | 6500 | 7050 | 74,00 | 0,006
nefritisom
Kontrola 52 59,00 | 81,00 | 69,00 | 71,00 | 73,00
HSP bez 55 648 | 1584 | 820 10,03 | 11,78
nefritisa
I9G (g/L) HSP s 42 550 | 31,07 | 818 | 10,10 | 12,41 | 0.648
nefritisom
Kontrola 52 671 | 1441 | 901 1032 | 12,01
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HSP bez 55 066 | 161,00 | 1,25 1,65 2,15
nefritisa
I9A (g/L) HSP s 42 0,97 5,91 1,64 2,11 2,85 | 0,001
nefritisom
Kontrola 52 0,36 3,72 112 1,58 2,07
HSP bez 55 0.27 222 0,63 0,79 1,04
nefritisa
IgM (g/L) HSP s 42 0.49 9.39 0.76 0,94 122 | 0038
nefritisom
Kontrola 52 0,45 2,60 0,66 0,98 1,32
HSP bez 55 000 | 277400 | 000 | 114,00 | 346,00
nefritisa
AST-O (IU/ml) | HSP's 42 000 |1652,00| 000 | 131,00 | 27025 | <0001
nefritisom
Kontrola 52 000 | 437,00 | 0,00 0,00 0,00
HSP bez
e 55 0,90 1,74 1,22 1,26 1,39
C3 (glL) HSP s 42 060 | 1,79 | 102 | 127 | 144 | <0001
nefritisom
Kontrola 52 0,91 1,70 1,29 1,42 151
HSP bez
o 55 0,08 0,40 0,23 0,26 0,34
C4 (g/L) HSP s < 0,001
i 42 0,03 0,44 0,20 0,23 0,27
Kontrola 52 0,12 0,42 0,22 0,29 0,33
HSP bez 55 0,00 5,00 0,00 0,00 1,00
E u urinu aesfgtlsa
s < 0,001
(mm?) o 42 0,00 | 1280,00 | 3,50 950 | 36,25
Kontrola 52 0,00 4,00 0,00 0,00 2,00
N HSP bez 55 002 | 015 | 005 0,07 0,10
Proteini u 24- | nefriisa
satnom urinu | HSP's 42 0,03 111 0,07 0,09 021 | 0,002
(g/dU) nefritisom
Kontrola 52 0,02 0,14 0,04 0,07 0,11
HSP bez 55 80,50 | 180,40 | 114,50 | 136,00 | 149,20
CR nefritisa
¢ ) HSP s 0,007
(mlimin/1,73m2) | Hos s 42 7510 | 186,00 | 98,30 | 124,00 | 131,75 | O
Kontrola 52 08,30 | 14840 | 114,55 | 126,10 | 133,75
HSP bez 55 7708 | 17579 | 9426 | 121,06 | 138,22
GER nefritisa
€ : HSP s 0.058
(ml/min/1,73m2) nefritisom 42 70,26 173,42 89,65 99,81 118,26 '
Kontrola 52 88,35 | 139,09 | 99,00 | 111,40 | 120,24

HSP - Henoch-Schonleinova purpura, SE — sedimentacija eritrocita, CRP — C-reaktivni protein, Hb —
hemoglobin, L — leukociti, Trc — trombociti, IgG — imunoglobulin G, IgA — imunoglobulin A, IgM — imunoglobulin
M, AST-O — antistreptolizinski titar, C3 — komponenta komplementa C3, C4 — komponenta komplementa C4,
E — eritrociti, cCR — korigirani klirens kreatinina, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije

56



Frkovi¢, M. (2020.) Aktivnost eritrocitne glutation S-transferaze u djece oboljele od Henoch-Schénleinove purpure

Medu inicijalno ucinjenim nalazima u skupini djece s HSP bez nefritisa u
odnosu na skupinu djece s HSP s nefritisom statistiCki znacajno nize vrijednosti
zabilieZzene su za nalaze serumske koncentracije kreatinina, IgA i IgM, broja
E/mm3 urina, koncentracije proteina u 24-satnom urinu, a statisticki znacajno vise
vrijednosti za nalaze C4, korigiranog klirensa kreatinina i iz njega izvedene
procijenjene brzine glomerularne filtracije. U odnosu na kontrolnu skupinu, obje su
skupine oboljele djece na pocetku istrazivanja imale statisticki znaCajno vise
vrijednosti sedimentacije eritrocita, C-reaktivnog proteina, broja leukocita |
trombocita, antistreptolizinskog titra te statistiCki znacajno nize vrijednosti C3 i C4

komponente komplementa (tablica 9).

Tablica 9. Post-hoc razlike u laboratorijskim nalazima izmedu pojedinih skupina na pocetku istrazivanja
(Mann-Whitneyjev U test)

P vrijednosti
HSP bez HSP bez HSP s
nefritisa vs. nefritisa vs. nefritisom vs.

HSP s nefritisom kontrola kontrola

SE (mm/h) 0,320 < 0,001 < 0,001
CRP (mg/L) 0,751 < 0,001 < 0,001
Hb (g/L) 0,164 0,002 0,102
L (x 10%L) 0,942 < 0,001 < 0,001
Trc (x 10%L) 0,107 0,002 < 0,001
Ureja (mmol/L) 0,271 0,258 1,000
Kreatinin (mmol/L) 0,021 0,018 0,775
Feritin (ug/L) 0,633 0,609 0,882
d-dimeri (mg/L) 0,686 < 0,001 <0,001
Ukupni proteini (g/L) 0,208 0,001 0,226
19G (g/L) 0,550 0,348 0,906
IgA (g/L) 0,008 0,179 < 0,001
IgM (g/L) 0,029 0,028 0,888
AST-O (IU/ml) 0,850 < 0,001 < 0,001
C3 (g/L) 0,427 < 0,001 0,001
C4 (g/L) < 0,001 0,856 0,001
E u urinu (/mm?3) < 0,001 0,287 < 0,001
Proteini u 24-satnom urinu (g/dU) 0,001 0,851 0,002
cCR (ml/min/1,73m?) 0,005 0,019 0,228
eGFR (ml/min/1,73m?) 0,035 0,261 0,073

HSP — Henoch-Schonleinova purpura, SE — sedimentacija eritrocita, CRP — C-reaktivni protein, Hb —
hemoglobin, L — leukociti, Trc — trombociti, IgG — imunoglobulin G, IgA — imunoglobulin A, IgM — imunoglobulin
M, AST-O — antistreptolizinski titar, C3 — komponenta komplementa C3, C4 — komponenta komplementa C4,
E — eritrociti, cCR — korigirani klirens kreatinina, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije
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Test stolice na okultno krvarenje bio je pozitivan na pocetku bolesti u 16
(16,5 %) oboljele djece, bez statistiCki znaCajne razlike medu djecom bez nefritisa i
s nefritisom (tablica 10). U sve djece u kontrolnoj skupini test stolice na okultno

krvarenje bio je negativan.

Tablica 10. Test stolice na okultno krvarenje u oboljele djece na pocetku istraZivanja (X2 test)

Skupine
HSP bez nefritisa HSP s nefritisom P
N % N %
Test stolice na _ Negativho 48 87,3% 33 78,6 % 0.253
okultno krvarenje Pozitivho 7 12,7 % 9 21.4 % )

HSP — Henoch-Schénleinova purpura

U daljnjem tijeku istrazivanja (nakon tri i Sest mjeseci) ponovno su ucinjeni
svi navedeni nalazi (osim AST-O, C3 i C4), samo u oboljele djece.

Medu nalazima ucinjenim nakon tri mjeseca u skupini djece s HSP bez
nefritisa u odnosu na skupinu djece s HSP s nefritisom statistiCki znacajno nize
vrijednosti zabiljezene su za nalaze kreatinina i broja E u mm? urina, a znac¢ajno
viSe za nalaze korigiranog klirensa kreatinina te iz njega izvedenog eGFR. Medu
ostalim rutinskim laboratorijskim nalazima ucinjenim nakon tri mjeseca od pocCetka
istrazivanja nije bilo statistiCki znaCajne razlike medu skupinama oboljele djece
(tablica 11).

Medu nalazima ucinjenim nakon Sest mjeseci u skupini djece s HSP bez
nefritisa u odnosu na skupinu djece s HSP s nefritisom statistiCki zna¢ajno nize
vrijednosti zabiljeZzene su za nalaze kreatinina i broja E u mm? urina, a znacajno
vise za nalaz eGFR. Medu ostalim rutinskim laboratorijskim nalazima ucinjenim
nakon Sest mjeseci od pocetka istrazivanja nije bilo statistiCki znacCajne razlike
medu skupinama oboljele djece (tablica 12).

U 8 HSP bolesnika (8/97, 8,2 %) znakovi nefritisa razvili su se nakon tri ili
Sest mjeseci. Nakon tri mjeseca pracenja znakovi nefritisa registrirani su u 25
(25/97, 25,8 %) HSP bolesnika. Samo hematuriju imalo je 17, samo proteinuriju 3,
a nalaz hematurije i proteinurije 5 bolesnika. Nakon Sest mjeseci pra¢enja znakove
nefritisa imalo je 18 (18/97, 18,6 %) HSP bolesnika. Samo hematuriju imalo je 12,

samo proteinuriju 2, a nalaz hematurije i proteinurije 4 bolesnika. Znakove nefritisa
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cijelo vrijeme pracenja imalo je 12 (12/97, 12,4 %) djece, od toga 4 konstantno
samo hematuriju, dok je preostalih 8 imalo ili proteinuriju ili hematuriju i proteinuriju
ovisno o vremenu uzorkovanja. Poremecaj bubrezne funkcije u smislu nalaza
eGFR < 80ml /min/1,73m? nakon tri i $est mjeseci praéenja imalo je samo po jedno
dijete (ne isto) s HSP s nefritisom. Oboljela djeca bez nefritisa imala su eGFR > 80

ml/min/1,73m? u svim odredivanjima (tablice 11 i 12).

Tablica 11. Rutinski laboratorijski nalazi u bolesnika nakon tri mjeseca od pocetka istrazivanja (Mann-Whitney
U test)

) ) Centile
Skupina N Min. Max. - P
25. Medijan 75.
Hsfp.t.bez 55 | 200 | 5100 | 400 600 | 12,00
SE (mm/h) nefnuisa 0,795
HSP s 42 200 | 3800 | 4,00 7,00 14,00
nefritisom
?esfztiks)gz 55 | 010 | 1940 | o030 0.30 1,70
CRP (mg/L) 0,590
HSP s
o 42 | o010 | 2120 | 030 0,30 0,95
E;ﬁtigzz 55 | 108,00 | 149,00 | 124,00 | 132,00 | 136,00
Hb (g/L) 0,936
HSP s 42 | 112,00 | 161,00 | 122,75 | 129,50 | 139,00
nefritisom
res;(;’tg‘;z 55 | 4,80 | 1940 | 6,70 810 | 10,10
L (x 10°/L) 0,790
HSP s 42 4,78 17,32 | 670 8,00 9,60
nefritisom
rffﬁtiks’zz 55 | 166,00 | 481,00 | 274,00 | 311,00 | 378,00
Tre (x 10%L) 0,154
HSP s 42 | 240,00 | 461,00 | 293,75 | 33550 | 370,50
nefritisom
r;zﬂzzz 55 | 1,80 7.70 3,50 3,90 4,70
Ureja (mmol/L) HSP s 0,922
> 42 1,60 6.80 3,08 4,20 4,73
nefritisom
N HSP hez 55 | 27,00 | 81,00 | 32,00 | 39,00 | 46,00
Kreatinin nefritisa 0.003
(mmol/L) HSP s '
> 42 | 2700 | 8200 | 40,00 | 4450 | 5325
nefritisom
E;Etiks)zz 55 | 600 | 13510 | 16,00 | 3570 | 57,00
Feritin (umol/L) 0,907
HSP s 42 700 | 289,00 | 2213 | 2950 | 56,00
nefritisom
resffi’tizzz 55 | 008 | 1236 | 017 022 0.34
d-dimeri (mg/L) HSP s 0,548
> 42 | 013 1,30 0,17 0,27 0,37
nefritisom
» HSP bez 55 | 60,00 | 78,00 | 67,00 | 70,00 | 73,00
UK. proteini nefritisa 0.163
(@/L) HSP s 42 | 5800 | 7500 | 6500 | 69,00 | 73,00
nefritisom
r'?esfﬁuks’iz 55 | 058 3,17 121 1,52 1,90
IgA (g/L) 0,141
HSP s 42 | 082 4,48 1,21 1,68 2,13
nefritisom
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ﬁesfﬁﬁﬂiz 55 0,34 1,83 0,75 0,90 1,10
IgM (g/L) P < 0,382
nefritisom 42 0,41 1,73 0,72 1,00 1,19
Eesfztizzz 55 | 592 | 1727 | 833 937 | 10,64
IgG (g/L) P < 0,779
it 42 1,91 13,62 7,69 9,08 11,28
HSP bez
- s | nefritisa 55 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00
E u urinu (/mm?3) HSP s <0,001
Netritisom 42 0,00 | 425000 | 0,00 6,50 17,25
Proteini u 24- HSP bez 55 0,02 0,18 0,05 0,07 0,09
satnom urinu nefritisa 0,052
(g/dU) ?:}Efsom 42 | 002 | 094 | 005 | 008 | o011
cCR ?;Etigzz 55 | 6510 | 174,20 | 119,40 | 138,00 | 146,00
. , <0,001
(mifmin/1, 73m") ?esfﬁtfsom 42 | 61,80 | 146,30 | 103,30 | 115,30 | 128,28
cGFR Effﬁtizzz 55 | 81,58 | 156,48 | 97,36 | 114,60 | 133,45
(ml/min/1,73m?) | HSP s 0,001
Hefriticom 42 | 7436 | 14222 | 89,40 | 101,05 | 115,05

HSP — Henoch-Schonleinova purpura, SE — sedimentacija eritrocita, CRP — C-reaktivni protein, Hb —
hemoglobin, L — leukociti, Trc — trombociti, IgG — imunoglobulin G, IgA — imunoglobulin A, IgM — imunoglobulin
M, AST-O - antistreptolizinski titar, C3 — komponenta komplementa C3, C4 — komponenta komplementa C4,
E — eritrociti, cCR — korigirani klirens kreatinina, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije

Tablica 12. Rutinski laboratorijski nalazi u bolesnika nakon Sest mjeseci od pocetka istrazivanja (Mann-

Whitney U test)

) ) Centile
Skupina N Min. Max. - P
25. Medijan 75.
r;ztiggz 55 | 200 | 3000 | 400 700 | 11,00
SE (mm/h) P < 0,887
» 42 1,00 23,00 4,75 7,50 11,25
nefritisom
resfﬁtiks’zz 55 0,10 34,10 0,30 0,30 1,00
CRP (mg/L) P < 0,896
5 42 0,10 19,90 0,30 0,30 0,93
nefritisom
r:fﬁtits’zz 55 | 108,00 | 147,00 | 122,00 | 129,00 | 136,00
Hb (g/L) HSp < 0,771
» 42 | 109,00 | 156,00 | 123,75 | 129,50 | 136,25
nefritisom
rjﬁtizzz 55 | 260 | 1190 | 7.00 8,10 9,20
L (x 1091L) P < 0,667
» 42 4,71 11,70 6,74 7,70 9,33
nefritisom
rffﬁtiks’zz 55 | 176,00 | 503,00 | 267,00 | 311,00 | 378,00
Trc (x 109/L) P < 0,665
5 42 | 206,00 | 472,00 | 268,50 | 323,50 | 376,50
nefritisom
resffi’tizzz 55 2,30 7,80 3,30 3,90 5,00
Ureja (mmol/L) HSP s 0,345
> 42 2,20 6,10 3,20 3,84 4,33
nefritisom
N HSP bez 55 | 28,00 | 6500 | 3500 | 41,00 | 47,00
Kreatinin nefritisa 0.010
(mmol/L) HSP s 42 | 2700 | 7800 | 3975 | 4550 | 5550
nefritisom
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?esflrjitiks)zz 55 8,70 156,00 21,00 32,40 58,00
Feritin (umol/L) HSP s 0,143
L 42 5,00 237,00 20,00 28,50 38,50
nefritisom
rfffi’tizzz 55 | 015 | 053 0,19 0,24 0,31
d-dimeri (mg/L) HSP s 0,818
. 42 0,08 3,46 0,17 0,24 0,35
nefritisom
N HSP bez 55 | 627 | 1429 | 820 954 | 10,80
UK. proteini nefritisa
(@/L) HSP s 0,489
L 42 4,82 13,52 8,12 9,03 10,37
nefritisom
?esflrjitiks)zz 55 0,66 2,95 1,10 1,52 1,79
IgA (g/L) HSP s 0,164
L 42 0,79 4,12 1,34 1,60 1,90
nefritisom
?:fztigzz 55 | 038 1,97 0,68 0,84 1,01
IgM (g/L) HSP s 0,067
nefritisom 42 0,47 1,80 0,74 1,05 1,23
E;Etizzz 55 | 627 | 1429 | 820 954 | 1080
1gG (g/L) HSP s 0,489
L 42 4,82 13,52 8,12 9,03 10,37
nefritisom
HSP bez 55 | 0,00 5,00 0,00 0,00 0,00
. nefritisa
E u urinu (/mm?3) HSP s < 0,001
L 42 0,00 8553,00 0,00 4,00 15,25
nefritisom
Proteiniu24- | HSP ez 55 | 002 | 016 | 005 | 007 | 009
: nefritisa
satnom urinu HSP s 0,080
(g/dU) . 42 0,03 0,85 0,06 0,08 0,09
nefritisom
HSP hez 54 | 50,00 | 170,30 | 112,75 | 131,55 | 144,20
cCR nefritisa
(ml/min/1,73m?) | HSP s 0111
’ i, 42 76,60 163,80 110,80 123,10 134,98
nefritisom
HSP hez 55 | 78,86 | 154,56 | 97,64 | 110,93 | 12550
eGFR nefritisa
(ml/min/1,73m?) | HSP s 0,006
! L 42 67,40 146,04 88,61 100,17 114,55
nefritisom

HSP — Henoch-Schonleinova purpura, SE — sedimentacija eritrocita, CRP — C-reaktivni protein, Hb —
hemoglobin, L — leukociti, Trc — trombociti, IgG — imunoglobulin G, IgA — imunoglobulin A, IgM — imunoglobulin
M, AST-O — antistreptolizinski titar, C3 — komponenta komplementa C3, C4 — komponenta komplementa C4,
E — eritrociti, cCR — korigirani klirens kreatinina, eGFR — procijenjena brzina glomerularne filtracije

Zavisne promjene vrijednosti rutinskih nalaza (Friedmanov test) u objema
skupinama oboljele djece (HSP bez nefritisa + HSP s nefritisom) u razdoblju od
pocCetka ispitivanja te nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze pokazale
su znacajnu razliku u: brzini sedimentacije eritrocita (P < 0,001 / P < 0,001; pad
brzine) (tablica 13), koncentraciji C-reaktivhog proteina (P < 0,001/ P < 0,001; pad
koncentracije) (tablica 14), broju leukocita (P < 0,001 / P < 0,001; pad broja)
(tablica 15), broju trombocita (P < 0,001 / P = 0,003, pad broja) (tablica 16),
koncentraciji feritina (P < 0,001 / P < 0,001; pad koncentracije) (tablica 17),
koncentraciji d-dimera (P < 0,001 / P < 0,001; pad koncentracije) (tablica 18),
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koncentraciji imunoglobulina A (P < 0,001 / P < 0,001; pad koncentracije) (tablica
19) i broju E/mm3 urina (P = 0,002 / P = 0,041, pad broja) (tablica 20).

U skupini djece s HSP bez nefritisa znaCajna razlika registrirana je u
navedenom razdoblju u koncentraciji hemoglobina (P = 0,008, oscilacije
koncentracije), koncentraciji kreatinina (P = 0,002, oscilacije koncentracije) i
procijenjenoj brzini glomerularne filtracije (P = 0,005; pad vrijednosti), a u skupini
djece s HSP s nefritisom u koncentraciji imunoglobulina G (P = 0,004, pad
koncentracije), koncentraciji proteina u volumenu 24-satnog urina (P = 0,036, pad
koncentracije) te korigiranom Klirensu kreatinina (P = 0,006, oscilacija vrijednosti).
U skupini djece s HSP bez nefritisa nije bilo znacajne razlike u dinamici
koncentracije imunoglobulina G (P = 0,133), koncentracije proteina u volumenu
24-satnog urina (P = 0,639) i korigiranog klirensa kreatinina (P = 0,074), a u
skupini djece s HSP s nefritisom u dinamici koncentracije hemoglobina (P =
0,458), koncentracije kreatinina (P = 0,458) i procijenjene brzine glomerularne
filtracije (P = 0,539).

Niti u jednoj skupini nisu registrirane znacajne razlike u dinamici serumskih

koncentracija ureje, ukupnih proteina i imunoglobulina M.
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Tablica 13. Zavisne promjene brzine sedimentacije u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te nakon
tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N "
25. Medijan 75.
SE 1 (mm/h) 55 12,00 18,00 25,00
HSP bez nefritisa SE 2 (mm/h) 55 4,00 6,00 12,00
SE 3 (mm/h) 55 4,00 7,00 11,00
SE 1 (mm/h) 42 10,00 17,00 24,00
HSP s nefritisom SE 2 (mm/h) 42 4,00 7,00 14,00
SE 3 (mm/h) 42 4,75 7,50 11,25
N 55
. X2 test (Friedmanov) 52,353
HSP bez nefritisa
Df 2
P < 0,001
N 42
. X2 test (Friedmanov) 30,160
HSP s nefritisom
Df 2
P < 0,001

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, SE — sedimentacija eritrocita

Tablica 14. Zavisne promjene vrijednosti C-reaktivnog proteina u djece s HSP u razdoblju od pocetka
ispitivanja te nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N —
25. Medijan 75.

CRP 1 (mg/L) 55 2,03 8,00 14,93

HSP bez nefritisa CRP 2 (mg/L) 55 0,30 0,30 1,80
CRP 3 (mg/L) 55 0,30 0,30 1,00
CRP 1 (mg/L) 42 1,58 6,05 15,98

HSP s nefritisom CRP 2 (mg/L) 42 0,30 0,30 0,95
CRP 3 (mg/L) 42 0,30 0,30 0,93
N 55

HSP bez nefritisa X2 test (Friedmanov) 62,789
df 2
P <0,001
N 42

HSP s nefritisom X2 test (Friedmanov) 38,053
df 2
P <0,001

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, CRP — C-reaktivni protein
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Tablica 15. Zavisne promjene broja leukocita u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te nakon tri i
Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N ”
25. Medijan 75.
L1 (x10%L) 55 8,58 11,30 14,81
HSP bez nefritisa L 2 (x 10%L) 55 6,70 8,10 10,10
L 3 (x 10%L) 55 7,00 8,10 9,20
L1 (x10%L) 42 8,93 11,67 14,18
HSP s nefritisom L 2 (x 10%L) 42 6,70 8,00 9,60
L 3 (x 10%L) 42 6,74 7,70 9,33
N 55
. X2 test (Friedmanov) 42,218
HSP bez nefritisa
df 2
P <0,001
N 42
" X2 test (Friedmanov) 23,222
HSP s nefritisom
df 2
P < 0,001

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, L — leukociti

Tablica 16. Zavisne promjene broja trombocita u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te nakon tri i
Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N =
25. Medijan 75.
Trc 1 (x 10°/L) 55 278,00 342,00 427,00
HSP bez nefritisa Trc 2 (x 109/L) 55 274,00 311,00 378,00
Trc 3 (x 10°/L) 55 267,00 311,00 378,00
Trc 1 (x 10°/L) 42 314,50 388,50 441,75
HSP s nefritisom Trc 2 (x 109/L) 42 293,75 335,50 370,50
Trc 3 (x 10°/L) 42 268,50 323,50 376,50
N 55
N X2 test (Friedmanov) 11,806
HSP bez nefritisa
df 2
P 0,003
N 42
» X2 test (Friedmanov) 15,533
HSP s nefritisom
df 2
P < 0,001

HSP — Henoch-Schonleinova purpura, Trc — trombociti
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Tablica 17. Zavisne promjene koncentracije feritina u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te nakon
tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N ”
25. Medijan 75.
feritin 1 (ug/L) 55 46,50 68,00 93,20
HSP bez nefritisa feritin 2 (ug/L) 55 16,00 35,70 57,00
feritin 3 (ug/L) 55 21,00 32,40 58,00
feritin 1 (ug/L) 42 36,13 65,60 102,10
HSP s nefritisom feritin 2 (pg/L) 42 22,13 29,50 56,00
feritin 3 (ug/L) 42 20,00 28,50 38,50
N 55
. X2 test (Friedmanov) 47,187
HSP bez nefritisa
df 2
P < 0,001
N 42
" X2 test (Friedmanov) 30,232
HSP s nefritisom
df 2
P < 0,001

HSP — Henoch-Schénleinova purpura

Tablica 18. Zavisne promjene koncentracije d-dimera u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te
nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

) Centile
Skupina N =
25. Medijan 75.
d-dimeri 1 (mg/L) 55 0,92 2,03 3,59
HSP bez nefritisa d-dimeri 2 (mg/L) 55 0,17 0,22 0,34
d-dimeri 3 (mg/L) 55 0,19 0,24 0,31
d-dimeri 1 (mg/L) 42 0,59 2,13 3,90
HSP s nefritisom d-dimeri 2 (mg/L) 42 0,17 0,27 0,37
d-dimeri 3 (mg/L) 42 0,17 0,24 0,35
N 55
. X2 test (Friedmanov) 81,333
HSP bez nefritisa
df 2
P < 0,001
N 42
. X2 test (Friedmanov) 56,000
HSP s nefritisom
df 2
P < 0,001

HSP — Henoch-Schdnleinova purpura
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Tablica 19. Zavisne promjene koncentracije imunoglobulina A u djece s HSP u razdoblju od pocetka
ispitivanja te nakon tri i $est mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

HSP — Henoch-Schénleinova purpura

. Centile
Skupina N ”
25. Medijan 75.
IgA 1 (g/L) 55 1,25 1,65 2,15
HSP bez nefritisa IgA 2 (g/L) 55 1,21 1,52 1,90
IgA 3 (g/L) 55 1,10 1,52 1,79
IgA 1 (g/L) 42 1,64 2,11 2,85
HSP s nefritisom IgA 2 (g/L) 42 1,21 1,68 2,13
IgA 3 (g/L) 42 1,34 1,60 1,90
N 55
. X2 test (Friedmanov) 17,651
HSP bez nefritisa
df 2
P < 0,001
N 42
" X2 test (Friedmanov) 38,286
HSP s nefritisom
df 2
P < 0,001

Tablica 20. Zavisne promjene broja eritrocita/mm? urina u djece s HSP u razdoblju od pocetka ispitivanja te
nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

HSP — Henoch-Schénleinova purpura, E — eritrociti

) Centile
Skupina N -
25. Medijan 75.
E u urinu 1 (/mm3) 55 0,00 0,00 1,00
HSP bez nefritisa E u urinu 2 (/mm?3) 55 0,00 0,00 0,00
E u urinu 3 (/mm?) 55 0,00 0,00 0,00
E u urinu 1 (/mm?) 42 3,50 9,50 36,25
HSP s nefritisom E u urinu 2 (/mm?) 42 0,00 6,50 17,25
E u urinu 3 (/mm?) 42 0,00 4,00 15,25
N 55
. X2 test (Friedmanov) 12,505
HSP bez nefritisa
Df 2
P 0,002
N 42
. X2 test (Friedmanov) 6,411
HSP s nefritisom
df 2
P 0,041
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5.3. Aktivhost e-GST

Aktivnost e-GST odredena je u svih ispitanika inicijalno — na pocetku
istraZivanja, a u skupini oboljele djece i tri te Sest mjeseci nakon pocetka

istraZivanja (tablica 21).

Tablica 21. Aktivnost eritrocitne glutation S-transferaze u odnosu na razvoj nefritisa u djece oboljele od HSP i
kontrolnoj skupini (Kruskal-Wallisov test s post-hoc Mann-Whitneyjevim U testom)

: . Centile
Skupina N Min. Max. =
25. Medijan 75.
HSP bez nefritisa 55 0,63 5,40 2,20 3,10 4,20
e-GST 1 (U/gnb) | HSP s nefritisom 42 3,40 10,02 4,38 5,70 7,50
Kontrola 52 0,88 5,50 1,91 3,13 4,20
HSP bez nefritisa 55 0,80 5,60 2,30 3,30 4,10
e-GST 2 (U/gHb) —
HSP s nefritisom 42 1,50 9,60 4,18 5,00 6,23
HSP bez nefritisa 55 0,90 5,50 2,10 3,30 4,10
e-GST 3 (U/gHb) —
HSP s nefritisom 42 1,20 9,50 3,18 4,25 5,83
Razlike izmedu 3 skupine Kruskal-Wallisov H df P
e-GST 1 (U/ghb) 59,575 2 < 0,001
Razlike samo pacijenti HSP Mann-Whitneyjev Z df P
e-GST 1 (U/gHb) 47,930 1 < 0,001
e-GST 2 (U/gHb) 35,411 1 < 0,001
e-GST 3 (U/gHb) 13,638 1 < 0,001

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza, HSP — Henoch-Schdénleinova purpura

Aktivnost e-GST u skupini HSP bolesnika s nefritisom bila je na pocetku
istraZivanja statisticki znaCajno ve¢a u odnosu na skupinu HSP bolesnika bez
nefritisa: medijan (interkvartilni raspon) 5,70 U/gnb (4,38 — 7,50 U/gHb) prema 3,10
U/gHb (2,20 - 4,20 U/gHb); P < 0,001, kao i u odnosu na kontrolu: 5,70 U/gnb (4,38
- 7,50 Ulgnp) prema 3,13 Ulgmp (1,91 — 4,20 U/gHb); P < 0,001. Razlike izmedu
skupine HSP bolesnika bez nefritisa u odnosu na kontrolnu skupinu djece nisu bile
statisti¢ki znac¢ajne (P = 0,837) (Slika 10).
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Slika 10. Razlike u aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze izmedu skupina djece oboljele od HSP i
kontrolne skupine na pocetku istrazivanja: P < 0,001 (Kruskal-Wallisov test)

Vrijednosti aktivnosti e-GST u skupini HSP bolesnika s nefritisom bile su
nakon tri i Sest mjeseci od pocetka istraZivanja statistiCki znacajno veée u odnosu

na skupinu HSP bolesnika bez nefritisa (slika 11 i 12).
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Slika 11. Razlike u aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze izmedu skupina djece oboljele od HSP nakon
tri mjeseca od pocetka istrazivanja: P < 0,001 (Mann-Whitneyjev test)
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HSP bez nefritisa HSP s nefritisom
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Slika 12. Razlike u aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze izmedu skupina djece oboljele od HSP nakon
Sest mjeseci od pocetka istraZivanja: P < 0,001 (Mann-Whitneyjev test)

Zavisne promjene aktivnosti e-GST u djece s HSP u razdoblju od pocetka
ispitivanja te nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze prikazane su u
tablici 22 i na slici 13. U skupini pacijenata s nefritisom tijekom promatranog
razdoblja doSlo je do znacajnog pada aktivnosti e-GST (P = 0,018), dok je u
skupini HSP pacijenata bez nefritisa aktivnost e-GST ostala podjednaka (P =
0,109).
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Tablica 22. Zavisne promjene aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze u djece s HSP u razdoblju od
pocetka ispitivanja te nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze (Friedmanov test)

. Centile
Skupina N ”
25. Medijan 75.
e-GST 1 (U/ghb) 55 2,20 3,10 4,20
HSP bez nefritisa e-GST 2 (U/ghb) 55 2,30 3,30 4,10
e-GST 3 (U/ghb) 55 2,10 3,30 4,10
e-GST 1 (U/ghb) 42 4,38 5,70 7,50
HSP s nefritisom e-GST 2 (U/ghb) 42 4,18 5,00 6,23
e-GST 3 (U/ghnb) 42 3,18 4,25 5,83
N 55
HSP bez nefritisa X2 test (Friedmanov) 4,426
df 2
P 0,109
N 42
HSP s nefritisom X2 test (Friedmanov) 8,048
df 2
P 0,018
e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza, HSP — Henoch-Schdnleinova purpura
Skupina
10,0 EHSP s nefritisom
° B HSP bez nefritisa
8,0
U’I
3 6,0 o
'_
n
Q
()
40
20
0

Pocetak

Vrijeme

3. mjesec

6. mjesec

Slika 13. Zavisne promjene aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze u djece s HSP nakon tri i Sest mjeseci
od postavljanja dijagnoze
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5.4. Korelacije aktivnosti e-GST s osnovnim podacima i rutinskim laboratorijskim

nalazima ispitanika

Korelacije aktivnhosti e-GST s dobi oboljele djece, vremenom proteklim od
prethodne infekcije do pojave purpure te trajanjem terapije glukokortikoidima i
nesteroidnim protuupalnim lijekovima prikazane su u tablici 23. Registrirane su
znacajne pozitivne korelacije dobi oboljele djece s vrijednostima e-GST nakon tri i
Sest mjeseci. Pri korelaciji aktivnosti e-GST s ostalim navedenim varijablama nije

nadena statistiCki znaCajna povezanost.

Tablica 23. Korelacije aktivhosti e-GST na pocetku te nakon tri i Sest mjeseci od pocetka istrazivanja s dobi
oboljele djece, vremenom proteklim od prethodne infekcije do pojave purpure te trajanjem terapije
glukokortikoidima i NSAID (Spearmanov koeficijent korelacije)

e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3

(U/gHb) (U/gHb) (U/gHb)
DOB (mjeseci) Korelacijski koeficijent 0,154 0,296 0,242
P 0,132 0,003 0,017
Broj dana prije pojave Korelacijski koeficijent 0,243 0,182 0,064
purpure P 0,053 0,150 0,616
. . Korelacijski koeficijent 0,096 0,051 -0,035

Terapija GK (broj dana)

P 0,347 0,617 0,732
Terapija NSAID (broj Korelacijski koeficijent -0,038 -0,089 0,004
dana) P 0,711 0,388 0,971

e-GST — eritrocitna glutation S-transferaza, GK — glukokortikoidi, NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi

Korelacije aktivnosti e-GST s karakteristikama purpure (relaps koznih
promjena, proSirenost koznih promjena iznad razine pojasa, promjer eflorescencija
= 10 mm) te prethodnom infekcijom u anamnezi prikazane su u tablici 24. Pri
korelaciji aktivhosti e-GST s navedenim varijablama nisu nadene statisticki

znacajne povezanosti.
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Tablica 24. Povezanost (korelacija) aktivnosti e-GST na pocetku, nakon tri i nakon Sest mjeseci od pocetka
istrazivanja s karakteristikama purpure te prethodnom infekcijom u anamnezi (Kendallov tau_b koeficijent

korelacije)
HSP bez nefritisa HSP s nefritisom
e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3 e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3
(Ulghb) (U/ghb) (U/g1n) (U/ghb) (U/ghn) (Ulghv)
Korelacijski koeficijent 0,007 0,034 0,012 0,036 0,197 0,237
Relaps koznih | |, 0,950 0,767 0,014 0,781 0,129 0,069
promjena
N 55 55 55 42 42 42
Kozne Korelacijski koeficijent -0,054 -0,046 -0,066 0,007 -0,058 0,084
promjene P 0,630 0,683 0,559 0,957 0,653 0,517
iznad razine
pojasa N 55 55 55 42 42 42
. Korelacijski koeficijent 0,093 0,123 0,134 -0,007 0,020 -0,083
Eflorescencije
promjeraz10 | P 0,410 0,280 0,235 0,959 0,876 0,525
mm
N 55 55 55 42 42 42
Korelacijski koeficijent -0,018 0,020 0,006 0,067 -0,216 -0,164
Prethodna
infekcija u P 0,877 0,863 0,956 0,604 0,097 0,209
anamnezi
N 55 55 55 42 42 42

HSP — Henoch-Schoénleinova purpura, e-GST — eritrocitna glutation S-transferaza

Korelacije aktivnosti e-GST s prac¢enim laboratorijskim parametrima (SE,

CRP, hemoglobin, leukociti, trombociti, ureja, kreatinin, feritin, d-dimeri, ukupni

proteini, IgG, IgA, IgM, AST-O, broj E/mm3 urina, proteini u 24-satnom urinu, cCR i

eGFR), prikazane su u tablicama 25, 26 i 27. Konzistentna znacajno pozitivha

korelacija tijekom SestomjeseCnog istrazivanja registrirana je samo izmedu

aktivnosti e-GST i broja E/mm? urina.
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Tablica 25. Korelacije aktivnosti e-GST s pra¢enim laboratorijskim parametrima (sedimentacija eritrocita, C-
reaktivni protein, hemoglobin, leukociti, trombociti) (Spearmanov koeficijent korelacije)

e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3
(U/gHb) (U/gHb) (U/gHb)
SE 1 (mm/h) Eorelacijski koeficijent —00507961
SE 2 (mmih) Eorelacijski koeficijent , 823;
SE 3 (mm/h) Eorelacijski koeficijent l gggg
CRP 1 (mgL) gorelacijski koeficijent —00,601542 ,
CRP 2 (mglL) Eorelacijski koeficijent | _00616896
CRP 3 (mg/L) iorelacijski koeficijent l 8(7);;
Hb 1 (g/L) iorelacijski koeficijent 8222 7
Hb 2 (g/L) Eorelacijski koeficijent gggg
Hb 3 (g/L) Eorelacijski koeficijent | —00,702376
L1 (x 10°L) iorelacijski koeficijent 8222 7
L 2 (x 10°) gorelacijski koeficijent ’ ggﬁ
L 3 (x 109L) gorelacijski koeficijent | 8;;3
Trc 1 (x 10°/L) ﬁorelacijski koeficijent 8;31 ’
Tre 2 (x 109L) iorelacijski koeficijent | 8122
Tre 3 (x 109L) gorelacijski koeficijent | 82;(7)

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza, SE — sedimentacija eritrocita, CRP — C-reaktivni protein, Hb —
hemoglobin, L — leukociti, Trc — trombociti
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Tablica 26. Korelacije aktivnosti e-GST s pra¢enim laboratorijskim parametrima (ureja, kreatinin, feritin, d-

dimeri, ukupni proteini) (Spearmanov koeficijent korelacije)

e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3
(U/gHb) (U/gHb) (U/gHb)
) Korelacijski koeficijent 0,067
Ureja 1 (mmol/L)
P 0,517
) Korelacijski koeficijent 0,085
Ureja 2 (mmol/L)
P 0,406
) Korelacijski koeficijent 0,052
Ureja 3 (mmol/L)
P 0,614
. Korelacijski koeficijent 0,183
Kreatinin 1 (umol/L)
P 0,073
o Korelacijski koeficijent 0,328
Kreatinin 2 (umol/L)
P 0,001
o Korelacijski koeficijent 0,275
Kreatinin 3 (umol/L)
P 0,006
" Korelacijski koeficijent -0,068
Feritin 1 (ug/L)
P 0,509
N Korelacijski koeficijent 0,024
Feritin 2 (ug/L)
P 0,819
. Korelacijski koeficijent 0,107
Feritin 3 (ug/L)
p 0,298
. Korelacijski koeficijent -0,036
d-dimeri 1 (mg/L)
P 0,726
o Korelacijski koeficijent 0,038
d-dimeri 2 (mg/L)
p 0,709
. Korelacijski koeficijent -0,032
d-dimeri 3 (mg/L)
p 0,756
» Korelacijski koeficijent 0,082
UK. proteini 1 (g/L)
P 0,424
o Korelacijski koeficijent -0,050
UK. proteini 2 (g/L)
P 0,625
o Korelacijski koeficijent -0,129
Uk. proteini 3 (g/L)
P 0,207

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza
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Tablica 27. Korelacije aktivnosti e-GST i prac¢enih laboratorijskih parametara (imunoglobulini G, A i M, AST-O,
nalaz urina (hematurija > 5 E/mm3), 24-satna proteinurija (= 0,15 g/dU), klirens kreatinina (Spearmanov

koeficijent korelacije)

e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3
(U/gHb) (U/gHb) (U/gmb)
I9G 1 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,208
P 0,041
I9G 2 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,152
P 0,137
I9G 3 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,077
P 0,453
IgA 1 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,223
P 0,028
IgA 2 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,236
P 0,020
IgA 3 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,129
P 0,207
IgM 1 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,095
P 0,352
IgM 2 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,127
P 0,217
IgM 3 (g/L) Korelacijski koeficijent 0,083
P 0,416
Korelacijski koeficijent 0,102
AST-O ((IU/mL) P 0.319
E u urinu 1 (/mm?) Korelacijski koeficijent 0,398
P < 0,001
E u urinu 2 (/mm?) Korelacijski koeficijent 0,610
P < 0,001
E u urinu 3 (/mm?) Korelacijski koeficijent 0,514
P < 0,001
Proteini u 24-satnom urinu 1 Korelacijski koeficijent 0,386
(g/dvu) P < 0,001
Proteini u 24-satnom urinu 2 Korelacijski koeficijent 0,138
(g/dvu) P 0,177
Proteini u 24-satnom urinu 3 Korelacijski koeficijent 0,272
(9/du) P 0,007
CCR 1 (ml/min/1,73m?) Korelacijski koeficijent -0,201
P 0,048
CCR 2 (ml/min/1,73m?) Korelacijski koeficijent -0,212
P 0,037
¢CR 3 (ml/min/1,73m?) Korelacijski koeficijent -0,074
P 0,473
eGFR 1 (mi/min/1,73m2) Korelacijski koeficijent -0,133
P 0,196
eGFR 2 (mlimin/1,73m?) Korelacijski koeficijent -0,189
P 0,064
. Korelacijski koeficijent -0,134
eGFR 3 (ml/min/1,73m?)
P 0,189

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza, 1gG — imunoglobulin G, IgA — imunoglobulin A, IgM —
imunoglobulin M, AST-O — antistreptolizinski titar, E — eritrociti, cCR - korigirani klirens kreatinina, eGFR —
procijenjena brzina glomerularne filtracije
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Korelacija aktivhosti e-GST na pocetku istraZivanja te nakon tri i Sest

mjeseci od pocetka istrazivanja s inicijalnim nalazima AST-O, C3, C4 i testom

stolice na okultno krvarenje prikazana je u tablici 28. Pri korelaciji aktivhosti e-GST

S navedenim varijablama nije nadena statistiCki znaCajna povezanost.

Tablica 28. Povezanost aktivnosti e-GST na pocetku istrazivanja te nakon tri i Sest mjeseci od pocetka
istrazivanja s inicijalnim nalazima AST-O, C3, C4 i testom stolice na okultno krvarenje (Kendallov tau_b
koeficijent korelacije)

HSP bez nefritisa HSP s nefritisom
e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3 e-GST 1 e-GST 2 e-GST 3
(U/ghb) (U/gmb) (U/ghb) (U/ghb) (U/ghb) (U/ghb)
Korelacijski koeficijent 0,115 0,095 0,113 0,138 0,170 0,022
AST-O
(1U/ml) P 0,238 0,330 0,247 0,217 0,128 0,843
N 55 55 55 42 42 42
Korelacijski koeficijent 0,026 -0,042 -0,017 0,077 0,029 -0,071
C3 (g/L) P 0,782 0,657 0,861 0,480 0,786 0,515
N 55 55 55 42 42 42
Korelacijski koeficijent 0,001 -0,054 -0,047 0,052 -0,070 -0,162
C4 (g/L) P 0,994 0,570 0,620 0,639 0,527 0,144
N 55 55 55 42 42 42
Pozitivan test | Korelacijski koeficijent -0,049 -0,023 -0,039 0,068 0,090 0,012
stolice na P 0,668 0,840 0,733 0,602 0,490 0,927
okultno
krvarenje N 55 55 55 42 42 42

HSP — Henoch-Schonleinova purpura, e-GST — eritrocitna glutation S-transferaza, AST-O antistreptolizinski

titar, C3 — komponenta komplementa C3, C4 — komponenta komplementa C4
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5.5. ROC analiza vrijednosti odredivanja e-GST

Pri. ROC analizi vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji
nastanka nefritisa, na pocCetku istrazivanja kod vrijednosti e-GST > 4,1 U/gHb
nadena je znacCajna povrsina ispod krivulie (AUC) od 91,1 % (P < 0,001) te
osjetljivost od 90,5 % i specificnost od 72,7 % (Slika 14).
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100-Specificnost

Povrsina pod krivuljom (AUC) 0,911
Standardna pogreska 0,0271
95 % interval pouzdanosti 0,836 — 0,960
z statistika 15,171
Razina zna€ajnosti (P) < 0,001
Youdenov index J 0,632
Povezani kriterij >4,1
Osjetljivost 90,48
Specificnost 72,73

Slika 14. ROC analiza vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji nastanka nefritisa na pocetku
istrazivanja
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Pri. ROC analizi vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji
nastanka nefritisa nakon tri mjeseca kod vrijednosti e-GST > 4,3 U/gHp nadena je
znacajna povrsina ispod krivulje (AUC) od 85,4 % (P < 0,001) te osjetljivost od
73,8 % i specificnost od 83,6 % (Slika 15).
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Povrsina pod krivuljom (AUC) 0,854
Standardna pogreska 0,0406
95 % interval pouzdanosti 0,767 - 0,910
z statistika 8,706
Razina znaé€ajnosti (P) < 0,001
Youdenov index J 0,5745
Povezani kriterij >4,3
Osjetljivost 73,81
Specificnost 83,64

Slika 15. ROC analiza vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji nastanka nefritisa nakon tri
mjeseca
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Pri. ROC analizi vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji

nastanka nefritisa nakon Sest mjeseci kod vrijednosti e-GST > 4,7 U/gub nadena je

znacajna povrsina ispod krivulje (AUC) od 71,9 % (P < 0,001) te osjetljivost od
45,2 % i specificnost od 94,5 % (Slika 16).
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Slika 16. ROC analiza vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji nastanka nefritisa nakon Sest

mjeseci
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ROC analizom vrijednosti odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji
nastanka nefritisa razvidno je da s vremenom pada osjetljivost, a raste
specificnost testova u otkrivanju nefritisa. Znacajno najbolje vrijednosti AUC
dobivene su na poCetnom mjerenju.

Binarni logistiCki regresijski model predikcije nefritisa s obzirom na
izmjerene vrijednosti e-GST tijekom promatranog razdoblja kontrolirane na dob i
spol ispitanika ukazuje da za jediniéno povecanje pocetne vrijednosti e-GST
vjerojatnost nastanka nefritisa raste 5,9 puta (95 % interval pouzdanosti 2,20 do
15,81, P < 0,001), kontrolirano na dob i spol pacijenata (tablica 29).

Tablica 29. Binarni logisticki regresijski model predikcije nefritisa s obzirom na izmjerene vrijednosti e-GST
tijekom promatranog razdoblja kontrolirane na dob i spol ispitanika

95 % ClI
OR — — P
Donji Gornji
Dob (skupine) >120 mjeseci 0,99 0,24 3,99 0,984
Zenski spol 0,27 0,06 1,11 0,070
e-GST 1 (U/ghb) 5,90 2,20 15,81 < 0,001
e-GST 2 (U/gHb) 1,11 0,47 2,65 0,809
e-GST 3 (U/ghb) 1,44 0,69 3,02 0,331

e-GST - eritrocitna glutation S-transferaza
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6. RASPRAVA

Henoch-Schénleinova purpura (HSP) najces¢i je vaskulitis dje€je dobi (1-
14), s incidencijom od 3 do 30 na 100 000 osoba mladih od 18 godina (1,4,7,9,11-
13,15,16,19,20,22,23,28,32-39). Nefritis u sklopu HSP, koji se ovisno o strogosti
kriterija i uCestalosti uzorkovanja urina registrira u 20 - 100 % oboljelih
(1,2,4,11,15,16,19,22,23,27,28,33,35,40,59,63,69,83,88,97-101), a u 1 — 25 %
sluCajeva poprima kronicni tijek i kroz nekoliko godina rezultira trajnim ostecenjem
bubrezne funkcije razli¢itog stupnja (2,5,8,10,11,15,29,22,28,33,37,83,98), glavni
je uzrok morbiditeta/mortaliteta u oboljele djece (6,12-14,22,99,100). lako su za
postavljanje dijagnoze HSP utvrdeni relativno jasni Klini¢ki kriteriji, pitanja
etiopatogeneze, ranog utvrdivanja tezine bolesti i trajanja autoimunog procesa te,
najvaznije — rane detekcije razvoja i prognoze nefritisa (posebno kronic¢nog
nefritisa), ostaju jo$ uvijek nedovoljno razjasnjena.

Dijagnoza nefritisa u sklopu HSP danas se postavlja temeljem
laboratorijske analize urina (nalaz eritrociturije i/ili proteinurije) i biopsijom bubrega
(nalaz glomerulonefritisa s IgA depozitima). UobiCajeni urinarni testovi nisu
dovoljno osjetljivi niti specifi€ni u smislu predikcije razvoja nefritisa, a prema nekim
autorima Cak i dio bolesnika s normalnim nalazima urina takoder razvija nefritis u
sklopu HSP (3,24,35,37,82). Biopsija bubrega invazivna je pretraga koja moze
rezultirati  komplikacijama same procedure, a osim toga, dobivenim
patohistoloSkim nalazom detektiraju se promjene u sklopu HSP s nefritisom u fazi
kad su one vec¢ evidentne, odnosno ne pretkazuje se njihova pojava. Nepostojanje
osjetljivih i specifi¢nih nalaza/markera otvara mogucnost pogresne procjene rizika
od razvoja i tezine nefritisa u sklopu HSP te njegove dugorone prognoze, sto
moze dovesti do kljuCnih pogreSaka u lijeCenju. Oboljeli u kojih nije pocelo
vremenski i medikamentozno adekvatno lije€enje navedene komplikacije mogu
razviti kroniCnu renalnu insuficijenciju. Nasuprot tomu, nepotrebna primjena
invazivnih dijagnosti¢kih procedura i intenzivnih terapijskih protokola moze dovesti
do ozbiljnih komplikacija i nuspojava, odnosno ugrozavanja zivota bolesnika (168).

Stoga su danas napori brojnih istrazivackih skupina usmjereni na potragu

za adekvatnim biomarkerima u krvi i urinu, koji ¢e omoguciti rano otkrivanje HSP
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bolesnika ugrozenih moguc¢im razvojem kroni¢nog nefritisa (8,15,36,69,81,114,
141,168-170,175-177,179,181,183-185).

Kao dokazan biomarker ranog ostecenja bubrega kod SecCerne bolesti tipa Il
(198,204,205,228) i sistemske sklerodermije (203), stupnja ostecenja bubrega kod
kroni¢ne bubrezne bolesti (196,197) te efikasnosti dijalize (193,194,196,197,227,
205), e-GST pretpostavljeni je kandidat i za rano otkrivanje moguceg poremecaja

bubrezne funkcije u HSP.

Osnovni demografski podaci o 97 oboljele djece ukljucene u ovo
istrazivanje najblizi su, s obzirom na medijan dobi oboljele djece od 82 mjeseca
(58,0 - 118,0), istrazivanju Ghrahanija i suradnika (4). U studijama Wanga i
suradnika te Johnsona i suradnika (29,40) medijan dobi oboljele djece nesto je
viSi, a u studijama Gonzalez-Gaya i suradnika, Gardner-Medwin i suradnika te
Da Dalt i suradnika (8,28,32) nesSto nizi od skupine oboljele djece u ovom
istrazivanju. U ovom istrazivanju nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika u dobi
medu skupinama oboljele djece te dob stoga nije detektirana kao rizicni faktor za
pojavnost nefritisa u sklopu bolesti. Navedeno odgovara rezultatima istrazivanja
Fenga i suradnika (31), ali u suprotnosti je s rezultatima istrazivanja prema kojima
se nefritis ¢eSc¢e javlja u starije djece (10,11,13,48,99,128,139), posebno one
starije od deset godina (4,8,27,30). StatistiCki zna€ajno visa dob uz medijan 115
mjeseci (76,3 — 138,5), registrirana u ovom istrazivanju u kontrolnoj skupini koju je
Cinilo 52 zdrave djece, nije smatrana preprekom za utvrdivanje vrijednosti
odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji razvoja nefritisa kod oboljelih s HSP s
obzirom na to da se aktivhost navedenog enzima u zdravih osoba smatra
stabilnom tijekom veceg dijela Zivota (od rane dojenacke dobi do starije odrasle
dobi) (197,224).

S obzirom na distribuciju HSP bolesnika po spolu, prema kojoj medu
oboljelom djecom dominiraju dje¢aci u odnosu na djevojCice u omjeru 1,8 : 1,
rezultati ovog istraZzivanja najsli¢niji su istrazivanjima Ghrahanija i suradnika te
Chena i suradnika (4,17). U vecini ostalih istrazivanja, bolest se takoder CeSce
javla u djeCaka u odnosu na djevojCice, ali u nizem omjeru
(5,9,18,22,28,29,30,31). Postoje i istrazivanja u kojima je navedeni omjer priblizno

jednak (16), ili je bolest CeSc¢a u djevojcica (229). Ovo, kao i vecina usporedivanih
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istraZivanja, svrstava HSP u skupinu malobrojnih autoimunih bolesti koje se ¢eSce
javljaju u osoba muskog spola. Rizik od razvoja nefritisa u sklopu HSP s obzirom
na spol u ovom je istrazivanju takoder veci u djeCaka u odnosu na djevojcice (1,6 :
1), Sto odgovara rezultatima vecline usporedivanih istrazivanja, a najblize je
rezultatima istrazivanja Fenga i suradnika (31). U dostupnoj literaturi nije nadeno
objasnjenje za ovaj fenomen, osim pretpostavke da je barem dijelom uvjetovan
hormonskim statusom tipicnim za muski spol (13). Nasuprot navedenom, postoje i
rijetka istrazivanja u kojima je vedi rizik od razvoja nefritisa vezan uz Zenski spol,
Sto pak odgovara generalno ¢eS¢oj pojavnosti vecine autoimunih bolesti u osoba
Zenskog spola i takoder se primarno pripisuje hormonskom statusu, u ovom
slu€aju tipicnom za Zenski spol (230). Osim toga, za razliku od usporedivanih
istraZivanja, koja su bila retrospektivha i analizirala podatke retrogradno kroz
viSegodiSnje razdoblje, ovo istrazivanje bilo je prospektivno i trajalo je tri godine.
Relativno kratko razdoblje obuhva¢eno ovim istrazivanjem, s obzirom na
zabiljeZene oscilacije u distribuciji oboljelih prema broju i spolu tijekom pojedinih
godina, moZze biti jedan od razloga registriranih razlika u dobnoj i spolnoj raspodijeli
bolesnika u odnosu na druga istrazivanja.

S obzirom na sezonske oscilacije u pojavnosti bolesti, u neSto manjeg broja
oboljelih u ovom istrazivanju bolest je pocela u ljetnim mjesecima. U ostalim je
godi$njim dobima distribucija broja oboljelih s obzirom na pocetak bolesti bila
podjednaka. Rezultati su i u ovom slu€aju najslicniji istrazivanju Chena i suradnika
(17), odnosno nesto drugaciji u odnosu na vecinu istrazivanja, prema kojima se
bolest dva puta ¢eSce javlja tijekom jeseni i zime u odnosu na prolje¢e i ljeto
(3,5,20,29,38,59). U svim istraZivanjima u kojima postoje sezonske razlike u
pojavnosti HSP, one se pripisuju razlikama u sezonskoj ucestalosti primarno
respiratornih infekcija kao jednom od glavnih faktora okoliSa / okida¢a razvoja HSP
(3,7,16,17,22,60-64).

Infekcija je u ovom istrazivanju prethodila razvoju prvih simptoma HSP u
vise od 60 % bolesnika. Kao i u vecini usporedivanih istraZivanja, naj¢esce je bila
rije€ o infekciji gornjeg dijela respiratornog trakta (3,5,8,9,15,20,38,59), a najceSce
izolirani uzroCnici infekcije bili su beta hemoliticki streptokok grupe A i zlatni
stafilokok (3,7,16,17,22,60-64). Pritom s obzirom na prethodnu infekciju u

anamnezi, tip infekcije te detektirane bakterijske uzro€nike, nisu nadene statisticki
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znacajne razlike medu skupinama oboljele djece. Kao jedini parametar distinkcije
medu skupinama oboljele djece, a s obzirom na prethodnu infekciju u anamnezi,
registrirano je vrijeme proteklo od prethodne infekcije do pojave purpure, koje je
bilo statistiCki znacajno duze u oboljele djece s nefritisom. Dobiveni rezultati,
prema kojima glavnina parametara vezanih uz prethodnu infekciju nije povezana s
povec¢anim rizikom od razvoja nefritisa u oboljelih od HSP, u skladu su s
rezultatima vecine usporedivanih istrazivanja (3,16,17,22,63,64). Nasuprot
navedenom, u istrazivanju Calvo-Rio i suradnika (110) te Batu i suradnika (9)
prethodna infekcija u anamnezi zastitni je faktor u odnosu na relaps bolesti -
parametar koji se u nekim istrazivanjima povezuje s povecanim rizikom od razvoja
nefritisa (12,13,15,48,139). Kako je kasnije u raspravi navedeno, isto nije
potvrdeno u ovom istrazivanju. U otprilike treCine oboljele djece u ovom
istrazivanju nije detektiran infektivni, ali niti drugi potencijalni okida¢ pocetka
bolesti. To se dijelom moze pripisati €injenici da s jedne strane u ispitanika nije
ucinjena detekcija respiratornih virusa u aspiratima diSnih puteva niti su indicirani
serolo$ki testovi s ciljem otkrivanja uzroCnika virusnih infekcija, iako su oni takoder
navedeni u literaturi kao moguci okidaci patogenetskog zbivanja (3,16). S druge
strane, cjepiva, lijekovi, hrana, ubodi insekata ili udar elektriCne struje, koji se kao
okidaCi patogenetskog sliieda u HSP opisuju samo u rijetkim, pojedinacnim
slu€ajevima (3-5,16,17,66-68), nisu registrirani u oboljele djece u ovom
istrazivaniju.

Rezultati ovog istrazivanja sukladni su s opceprihvacenom hipotezom o
razvoju HSP u genetski predisponiranih osoba pod djelovanjem faktora okoliSa,
najcedce infektivnih uzroCnika (3,42). Smatra se da respiratorna ili rjede
gastrointestinalna infekcija (ili neka druga, ne nuzno prepoznata noksa), koja bi u
osoba bez genetski uvjetovane sklonosti razvoju HSP pokrenula pojacanu
produkciju IgA, u dijela osoba s genetski uvjetovanim poremecajem glikozilacije
IgAl rezultira prekomjernom produkcijom Gd-lgAl, koji se smatra jednim od
klju¢nih elemenata u patogenezi HSP, posebno HSP s nefritisom. Ostaje pritom
otvoreno pitanje zasto sve osobe koje imaju poremecaj glikozilacije IgA1 (priblizno
5 % populacije (36,71)), u nekom trenutku ne obole od HSP, odnosno $to odreduje
trenutak u kojem ¢e odredena osoba s defektom glikozilacije IgA1 razviti klini¢ku

sliku HSP. Isto ukazuje na kompleksnu i multifaktorsku etiopatogenezu bolesti u
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kojoj je navedeni nasljedni poremecaj, iako se smatra kljuénim u razvoju bolesti,
ipak samo jedan od (zasad samo dijelom poznatih) elemenata patogeneze
(2,16,19,36,69,76). Nasuprot tomu, u barem dijela oboljele djece u koje i u ovom
istraZivanju nije detektiran infektivni niti drugi potencijalni okida¢ poCetka bolesti,
ulogu u razvoju bolesti mogla bi imati i drugacCija patogeneza bolesti. U prilog
navedene mogucnosti govore i podaci iz literature o 5 — 10 % HSP bolesnika u
kojih se ne moze dokazati nasljedni defekt glikozilacije IgA1 niti pojaCana
produkcija Gd-IgAl kao osnova patogenetskog zbivanja (2,19,22).

lako podaci o prethodnoj infekciji, tipu infekcije te detektiranim bakterijskim
uzroCnicima ukazuju na vaznost faktora okoliSa kao jedan od nuznih elemenata u
pretpostavljenoj patogenezi HSP, oni ni u ovom istraZzivanju ne pridonose
razumijevanju i predikciji rizika od razvoja nefritisa u dijela bolesnika.

Dio autora diskriminaciju bolesnika s obzirom na rizik od razvoja nefritisa
patogenetski veze uz djelovanje AECA, krizno reaktivnih protutijela koja se
smatraju posebno vaznim u patogenezi ekstrarenalnih elemenata HSP, a koja
nastaju prilikom infekcije pojedinim mikroorganizmima (7). Ona preko molekula (32-
GPI aktiviraju endotelne stanice uz posljedi¢nu neutrofilnu kemotaksiju, a dodatno
mehanizmima komplementom posredovane citotoksi¢nosti i sama dovode do
oStecenja endotelnih stanica. Kao jedini parametar vezan uz infekcije, koji u ovom
istrazivanju govori u prilog povecanom riziku od razvoja nefritisa, ali diskretno
sugerira i postojanje razlika u patogenezi bolesti kod oboljelih s nefritisom, istiCe
se statisti¢ki znacajno duze razdoblje izmedu prethodne infekcije i pojave koznih
eflorescencija u bolesnika s nefritisom u odnosu na bolesnike bez nefritisa. UtjeCe
li uopée na pretpostavljenu dominaciju patogenetskog mehanizma putem AECA
kod HSP bez nefritisa, odnosno putem Gd-IgAl kompleksa u HSP s nefritisom
prethodna infekcija (vrsta mikroorganizma, kombinacija njihovih antigena, koli€ina
infektivnog uzro€nika, razlike u patogenom potencijalu uzro¢nika i sl.), ili je rije€ o
djelovanju drugih faktora okoliSa, ili joS vjerojatnije, genetskih faktora (npr.
genetski uvjetovane varijacije intenziteta/brzine imunoloskog odgovora domacina,
posebni autoantigeni eksprimirani samo u mezangiju bubrega i sl.), jedan je od

cilieva buducih istrazivanja.
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Purpura, kao obligatan simptom za postavljanje dijagnoze HSP, registrirana
je u ovom istrazivanju u sve oboljele djece. Bila je proSirena iznad razine pojasa u
otprilike petine djece, dok su eflorescencije promjera = 10 mm kao i relaps koznih
promjena unutar Sest mjeseci registrirani u nesto viSe od trecine ukupno oboljele
djece, s podjednakom ucestalo§¢u medu djecom s nefritisom i bez njega, odnosno
bez statistiCki znacajnih razlika u navedenim obiljezjima purpure. Za razliku od
istraZivanja koja izrazenost pojedinih karakteristika purpure povezuju s tezinom
sistemskog vaskulitisa i rizikom od razvoja nefritisa u sklopu HSP
(12,13,15,48,116,139), rezultati ovog istrazivanja ne otkrivaju navedenu
povezanost.

Znakovi afekcije Gl sustava, bolovi u trbuhu i pozitivan nalaz stolice na
okultno krvarenje u ovom su istraZivanju registrirani bez statistiCki znacajne razlike
u pojavnosti medu objema skupinama oboljele djece, §to je suprotno rezultatima
istrazivanja koja navedeni simptom, odnosno nalaz, takoder povezuju s tezinom
sistemskog vaskulitisa i povecanim rizikom od razvoja nefritisa
(8,12,13,29,31,48,116,128,139). U vezi s navedenim pitanjem, rezultati ovog
istrazivanja blizi su istrazivanju Zhaoa i suradnika, prema kojem abdominalni
bolovi nisu povezani s povec¢anim rizikom od razvoja nefritisa (137).

lako su artralgije/artritis u ovom istrazivanju registrirani u gotovo tri Cetvrtine
oboljele djece, nije nadena statisticki zna€ajna razlika u njihovoj pojavosti medu
skupinama oboljele djece, odnosno povezanost s rizikom od razvoja nefritisa.
Navedeno odgovara rezultatima istrazivanja Chana i suradnika, prema kojima
pojava artralgija/artritisa u oboljelih takoder nije rizik za razvoj nefitisa (13).

S obzirom na iznimno rijetko registriranje drugih simptoma (povracanje,
melena, orhitis, glavobolja), u ovom istraZivanju nije detektirana niti njihova
povezanost s rizikom od razvoja nefritisa u skupini oboljele djece.

Zakljuéno: osim razdoblja od prethodne infekcije do pojave koznih
promjena, koje je statisticki znacajno duze u HSP bolesnika s nefritisom,
prethodna infekcija u anamnezi i njezine karakteristike te elementi kliniCke slike
HSP, prema rezultatima ovog istrazivanja nisu faktor diskriminacije medu
oboljelom djecom s HSP bez nefritisa i s nefritisom, odnosno faktor rizika od
razvoja nefritisa. Navedeno dodatno naglaSava potrebu traganja za osjetljivim i

specificnim markerima rizika od razvoja nefritisa u sklopu HSP.
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Tijekom ovog istrazivanja je 42 (43,3 %) djece s HSP prema postavljenim
kriterijima (hematurija > 5 E/mm? i/ili proteinurija = 0,15 g/dU) razvilo znakove
nefritisa. Udio djece s HSP koja su tijekom Sest mjeseci razvila nefritis najblizi je
rezultatima istraZivanja Saulsburyja i suradnika, Kiryluka i suradnika, Sandersa i
suradnika te Laua i suradnika (1,2,69,83), dok u drugim istrazivanjima raspon
udjela djece s nefritisom seze od 20 do 100 % (4,11,15,16,22,23,35,88,97,99,
101). Na pocetku bolesti nefritis je registriran u 34 navedene djece (81 %), a u
preostalih osam (19 %) nakon tri mjeseca. Nakon tri mjeseca pracenja nefritis je
registriran u ukupno 25 (59,5 %), a nakon Sest mjeseci u 18 (42,9 %) HSPN
bolesnika. U ovom je istrazivanju najveéi udio oboljelih sa znakovima nefritisa
registriran na pocCetku bolesti, Sto je najblize podacima navedenim u istraZivanju
Zhanga i suradnika, prema kojem se u 85 % bolesnika nefritis registrira unutar
Cetiri tiedna od pocetka bolesti (170). U vecini usporedivanih studija nefritis je ipak
najcesce registriran nekoliko tjedana kasnije, kao posljednji simptom ili nakon
jenjavanja ostalih simptoma HSP (1,10,12,16,18,69,98). Razlika u navedenim
rezultatima ovog istraZivanja u odnosu na vecinu drugih vjerojatno je prouzro¢ena
neujednaceno$¢u, odnosno strogoS¢u kriterija, posebno u smislu detekcije
proteinurije (= 0,15 g/dU), za koju su u nekim radovima kao grani¢ne navedene
vrijednosti = 0,5 (114,183) ili ¢ak = 1 g/dU (14,168), dok s druge strane, u nekim
istrazivanjima hematurija (> 5 E/mm?3) nije niti razmatrana kao parametar nefritisa
(14). Suprotno tomu, podatak o smanjenju broja djece s nefritisom tijekom
SestomjeseCnog pracenja u ovom je istrazivanju u skladu s vec¢inom dostupnih
podataka iz literature, prema kojima je nefritis u vecini sluCajeva blag i
ograni¢enog trajanja te nakon nekoliko tjedana zavr§ava kompletnom rezolucijom
uz normalizaciju nalaza urina (1,10,12,16,18,69,98). Dio autora ipak upozorava da
kod dijela HSP bolesnika s nefritisom moze biti rije€ samo o prolaznoj normalizaciji
nalaza urina (3,24,35,37,82) te predlaze znatno duza razdoblja kontrolnih pregleda
oboljelih (3,12,24,37,82), od prema SHARE smjernicama preporu¢enih 6 — 12
mjeseci od pojave koznih promjena (23). Tijekom ovog istrazivanja najveci broj
oboljelih u kojih se razvio nefritis imao je samo hematuriju, maniji broj proteinuriju i
hematuriju, a iskljuCivo proteinuriju najmanji broj oboljelih s nefritisom. U odnosu
na rad JeluSic¢ i suradnika (37), prema kojem dominiraju bolesnici s istodobnom

hematurijom i proteinurijom (50 %), u ovom je istrazivanju naj¢eSc¢e registrirana
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izolirana hematurija kao znak blaze afekcije bubrega, $to je sli€no rezultatima u
istrazivanju Trnke i suradnika (16).

Znakovi oslabljene bubrezne funkcije (eGFR <80 ml/min/1,73m? (SHARE
preporuke (23)) inicijalno su registrirani u samo dvoje djece (grani¢no nize
vrijednosti), a nakon tri i Sest mjeseci pracenja u samo po jednog (ne iste / ne
istog) djeteta s nefritisom. Kako je navedeno, nefritis u sklopu HSP u pravilu je
blag i tranzitoran, a ukoliko progredira prema kroni€énom obliku dovest e najceSc¢e
do polaganog gubitka bubrezne funkcije tijekom viSegodiSnjeg razdoblja
(2,5,8,10,11,15,19,22,28,33,27,83,98).

Medu inicijalno ucinjenim nalazima u skupini djece s HSP s nefritisom u
odnosu na skupinu djece s HSP bez nefritisa, statistiCki zna€ajno viSe vrijednosti
zabiljezene su u serumskim koncentracijama kreatinina, IgA i IgM, a statisticki
znacajno nize vrijednosti u serumskoj koncentraciji C4 te vrijednostima korigiranog
klirensa kreatinina i iz njega izvedenog eGFR. Vezano uz pretrage urina, u
oboljele djece zabiljezene su statisticki viSe vrijednosti broja E u mm?3 urina i
koncentracije proteina u 24-satnom urinu u odnosu na oboljelu djecu bez nefritisa.
Usporedujuéi rutinske laboratorijske nalaze u svim trima skupinama djece u
istrazivanju, oboljela djeca s nefritisom, osim prema patoloSkim nalazima urina
(8to je razumljivo s obzirom na razvoj nefritisa), u odnosu na oboljelu djecu bez
nefritisa i zdravu djecu u kontrolnoj skupini, istaknula su se samo statisticki
znacCajno viSim serumskim koncentracijama IgA i statistiCki znaCajno nizim
vrijednostima C4 pri inicijalnom odredivanju nalaza, dok u preostalim nalazima nije
nadena znacajna razlika medu ispitivanim skupinama. Navedeni rezultati u skladu
su s istrazivanjima koja navode IgA i C4 kao parametre moguce distinkcije
bolesnika s nefritisom u odnosu na bolesnike bez nefritisa i zdravu djecu (8,13,92).
PoviSene koncentracije IgA i snizene koncentracije C4 u skladu su s uobiCajenom
pretpostavkom o patogenezi HSP, ali i nefritisa u sklopu nje, prema kojoj bolest i
njezinu glavnu komplikaciju obiljezava stvaranje imunokompleksa koji sadrze IgA
te njihovo deponiranje u stijenci krvnih Zila (12,36,39), a u slu€aju razvoja nefritisa
I U mezangiju bubrega uz naglasenu aktivaciju sustava komplementa
(3,7,35,36,69,83) te potroSnju komponenti, prema ovom istrazivanju posebno C4

komponente komplementa.
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Analizom zavisnih promjena vrijednosti rutinskih nalaza u podskupinama
oboljele djece (HSP bez nefritisa + HSP s nefritisom) u razdoblju od pocetka
ispitivanja te nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze najznacajnije
razlike u smislu pada vrijednosti / normalizacije nalaza registrirane su kod: SE,
CRP, broja leukocita, feritina, d-dimera i IgA (sve P < 0,001 / P < 0,001). Inicijalno
viSe vrijednosti navedenih nalaza u svih oboljelih ukazuju na sistemsko upalno
zbivanje / imunoloSku reakciju kao osnovu razvoja simptoma HSP, a njihova
normalizacija u daljnjem tijeku istrazivanja (nakon tri mjeseca) u svih oboljelih
korelira s regresijom ekstrarenalnih simptoma odnosno ukazuje na smirivanje
sistemskih imunolo$kih zbivanja. Dinamika promjene navedenih nalaza pritom ne
diskriminira bolesnike s nefritisom u odnosu na one bez nefritisa pa prema ovom
istrazivanju njezino pracenje nije primjereno za predikciju rizika od razvoja
nefritisa. S jedne je strane navedeno u skladu s otprije poznatom, ali patogenetski
jo$ uvijek nejasnom samoograni¢avaju¢om naravi osnovne bolesti (1,5,17), dok s
druge strane normalizacija navedenih nalaza i u bolesnika s nefritisom ukazuje da
on, kao komplikacija osnovne bolesti, nastaje kao posljedica
protrahiranog/nastavljenog, ali dominantno lokalnog imunoloskog zbivanja bez
reperkusija za navedene nalaze. Ovi rezultati takoder istiCu potrebu za otkrivanjem
adekvatnog markera koji ¢e omoguditi ranu detekciju HSP bolesnika ugrozenih

razvojem kroni¢nog nefritisa.

Sva provedena istrazivanja potencijalnih biomarkera rane detekcije nefritisa
- rizika od razvoja kroni¢nog nefritisa u HSP, nisu dosad validirana niti je njihovo
odredivanje uvedeno u svakodnevnu KliniCku praksu prilikom obrade i lije€enja
oboljele djece. Validacija predlozenih i traganje za novim biomarkerima nuzni su
radi rasvjetljavanja etiopatogeneze nefritisa u sklopu HSP, ali i ranog otkrivanja
bolesnika ugrozenih razvojem kroni¢nog nefritisa i trajnim ostecenjem bubrezne
funkcije (8,15,36,69,81,114,141,168-171,174-177,179,181-185). Jedna je od
opcija istraZivanja traganje za sistemskim neimunolo$kim biomarkerima

poremecaja bubrezne funkcije u djece oboljele od HSP.

Eritrocitna glutation S-transferaza (e-GST) enzim je iz skupine tkivno

specificnih glutation S-transferaza (o glutationu ovisnih enzima faze 2
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detoksikacije), s dominantnom funkcijom konjugacije glutationa na Sirok spektar
toksi¢nih hidrofobnih molekula uz njihovu posljedi¢nu inaktivaciju i eliminaciju iz
organizma putem urina te manjim dijelom putem Zuci. Aktivhost e-GST cini 95 %
ukupne aktivnosti GST u eritrocitima (193,196,197,198,205,222) i smatra se
stabilnom tijekom cijelog Zivota pojedinca osim u sluajevima uremije ili izrazite
hiperbilirubinemije (194,196-198,204,205,224), kad se aktivhost enzima povecava.
Odredivanje aktivnosti e-GST danas je automatizirana spektrometrijska metoda
koja se izvodi na pripremljenom uzorku pune krvi s obzirom na to da rezultate ne
remeti prisutnost ekstraeritrocitne GST (Cije su koli€¢ine zanemarive), niti lizirane
eritrocitne membrane u uzorku (192,196). Jednostavnosti navedene pretrage
pridonosi i stabilnost aktivnosti enzima, koja se ne mijenja pri ¢uvanju uzoraka
pune krvi na temperaturi od +4 °C tijekom 14 dana (192,196). Prilikom
interpretacije nalaza nuzno je imati u vidu da je odredena aktivhost e-GST
prosjec¢na aktivnost u razdoblju od jednog do dva mjeseca (194,197,198). Bududi
se pretraga u dosadasnjim istrazivanjima pokazala kao visokoosjetljiva i
reproducibilna (192,196), moze se koristiti kao test ekspozicije eritroidnih stanica
uremijskim toksinima — endobioticima s elektrofilnim karakteristikama koji nastaju
zbog poremecaja detoksikacijske bubrezne funkcije (194,196,197).

U sve djece ukljuCene u istrazivanje analizirana je aktivnost e-GST u
serumu u trenutku ukljucivanja, a u sve djece s HSP i nakon tri i Sest mjeseci od
trenutka uklju€ivanja u istrazivanje. Navedeno razdoblje ovog istraZivanja
odredeno je prema razdoblju od Sest mjeseci u kojem se, prema vecini
usporedivanih istrazivanja, razvija nefritis u dijela bolesnika s HSP (1,12,15,37,98).
Uzorci pune krvi ispitanika, sukladno naprijed navedenim preporukama i
spoznajama, ¢uvani su nakon venepunkcije na +4 °C i spektrometrijski analizirani
unutar 72 sata.

Medijan aktivnosti e-GST u kontrolnoj skupini djece iznosio je 3,13 U/gHb
(1,91 - 4,20 U/gmp), Sto je izmedu vrijednosti u istraZivanjima Anastasova i
suradnika (2,0 +/- 0,53 U/gHb) (225) i Orhana i suradnika (4,3 +/- 0,2 U/gmb) (222),
odnosno nize od vrijednosti utvrdenih u istrazivanjima Dessi i suradnika (5,8 +/-
0,4 UlgHp) (196) te Fabrinija i suradnika i Noce i suradnika (5,6 +/- 0,4 U/gHb)
(192,197). Smatra se da je aktivnost e-GST stabilna tijekom veceg dijela Zivota

(197,224), a da razlike u aktivnosti izmedu zdravih pojedinaca, uocene i u ovom
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istraZivanju, primarno nastaju zbog polimorfizama gena za e-GST
(87,193,211,212), o kojima ovisi i aktivnost enzima. Razlike u aktivnosti enzima
ovisno o spolu u ovom istrazivanju nisu analizirane s obzirom na to da prema
ranijim istrazivanjima ne postoje ili su manje od 10 % (192,224,225). Stupan;
zagadenja okolisa, koji prema Fabriniju i suradnicima moze utjecati na aktivnost e-
GST (192), takoder nije razmatran kao parametar relevantan za tumacenje
rezultata s obzirom na to da su svi ispitanici u ovom istrazivanju s istog
geografskog podrucja, odnosno pretpostavlja se da su izlozeni jednakom stupnju
zagadenja okolisa.

U skupini djece u koje tijekom SestomjeseCnog pracenja nije klasi¢nim
pretragama registriran razvoj nefritisa niti poremecaj bubrezne funkcije, inicijalno
odredena aktivnost e-GST (medijan 3,10 U/gHb, interkvartilni raspon 2,20 — 4,20
U/gHb), statistiCki se nije zna€ajno razlikovala u odnosu na aktivhost e-GST u
skupini zdrave djece niti se statisticki znaCajno mijenjala tijekom navedenog
razdoblja. Kako poviSena aktivhost e-GST, prema istrazivanju u bolesnika s DM
tipa 1l bez znakova nefropatije (205), odnosno prema istrazivanju u sSC bolesnika
bez znakova ili samo s blazim znakovima afekcije bubrega (CKD 0-l) (203),
ukazuje na visoku senzitivnost e-GST u ranoj detekciji oSte¢enja eliminacijske
bubrezne funkcije u odnosu na druge, standardne biomarkere, navedeni rezultati
ovog istrazivanja ukazuju na oCuvanje eliminacijske bubrezne funkcije u djece s
HSP bez razvoja klasi¢nih znakova nefritisa u pracenom razdoblju. Usto, navedeni
rezultati ukazuju i na spomenutu stabilnost aktivnosti e-GST tijekom veceg dijela
zivota (197,224).

U skupini djece s HSP u koje je klasi¢nim laboratorijskim metodama registriran
nefritis tijekom SestomjeseCnog pracenja, inicijalno je nadena statisticki znacajno
veca aktivnost e-GST (medijan 5,70 U/gHb, interkvartilni raspon 4,38 — 7,50 U/gHb)
u odnosu na skupinu bez nefritisa i kontrolnu skupinu djece. Ista se u navedenoj
skupini oboljele djece prilikom ponovnih odredivanja nakon tri (medijan 5,00 U/gHb,
interkvartilni raspon 4,18 - 6,23 U/gmp) i Sest mjeseci (medijan 4,25 U/gHb,
interkvartilni raspon 3,18 - 5,83 U/gHb) postupno smanjivala, ali je i dalje ostala
statistiCki znaCajno viSa u odnosu na paralelno odredivanu aktivhost e-GST u
djece s HSP bez nefritisa. Navedeno je u skladu s rezultatima spomenutih, ali i

drugih istrazivanja prema kojima porast aktivnosti e-GST s visokom osjetljivoS¢u
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detektira poremecéaje bubrezne funkcije (192,196,198,204,228), a koje se u
slu¢aju HSP s nefritisom u 97 % oboljelih registriraju klasi€no u formi eritrociturije
i/ili hematurije unutar Sest mjeseci od pojave prvih purpuricnih promjena
(1,12,15,37,98). Na visoku senzitivnost aktivnosti e-GST ukazuje i istraZivanje
Dessi i suradnika, u kojem je, osim pozitivhe korelacije aktivnosti e-GST i stupnja
oStecCenja bubrezne funkcije prema K/DOQI klasifikaciji, statistiCki zna€ajno visa
aktivnost e-GST u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih osoba registrirana vec¢ i u
bolesnika s pocetnim, prvim stupnjem kroni¢ne bubrezne bolesti (eGFR = 90
ml/min) prema navedenoj klasifikaciji (196). Osim toga, u bolesnika na dijalizi
aktivnost e-GST bila je statistiCki znaCajno viSa od aktivnosti u bolesnika s CKD 1. i
Il. stupnja, Sto pak ukazuje na velik broj od vise od 90 do danas identificiranih
uremijskih toksina (197) koji aktiviraju e-GST u eritroidnim prekursorima, a samo
djelomi¢no podlijezu eliminaciji putem dijalize (samo toksini mase < 500 Da (197)).
U prilog visokoj osjetljivosti aktivhosti e-GST u detekciji poremecaja eliminacijske
bubrezne funkcije u ovom istrazivanju govori strogost primijenjenih kriterija pri
definiranju nefritisa (proteinurija = 0,15 g/dU), ali i €injenica da se u najveceg broja
bolesnika s nefritisom isti prezentirao hematurijom, koja se smatra znakom blaze
afekcije bubrega u odnosu na proteinuriju ili nalaz istodobne hematurije i
proteinurije.

Korelacija aktivnosti e-GST i stupnja poremecaja bubrezne funkcije,
temeljem koje je i pretpostavljena vrijednost odredivanja aktivnosti e-GST kao
biomarkera stupnja oStecenja bubrega, u vedini istrazivanja odredivana je u
kroni¢nim bolestima: kroni¢noj bubreznoj bolesti (194,196,197,205,226), Seéernoj
bolesti tipa 1l (198,204,205,228) i sistemskoj sklerodermiji (203). U ovom je
istrazivanju, prema dostupnim podacima iz literature, prvi put istraZivana vrijednost
odredivanja e-GTS u akutnoj bolesti — HSP, tijekom koje nefritis, kao moguca
akutna komplikacija, moze poprimiti kroni¢ni oblik te dovesti do trajnog
poremecaja bubrezne funkcije i ESRD. Prema ovom istrazivanju, aktivhost e-GST
> 4,1 U/gnp odredena na poCetku bolesti, s osjetljivos¢u od 90,5 % i specificnoScu
od 72,7 %, detektira HSP bolesnike s rizikom za razvoj nefritisa. Osjetljivost se
prilikom odredivanja aktivhosti e-GST nakon tri i Sest mjeseci smanjuje, a

specificnost povecava, $to ukazuje na najvecu vrijednost odredivanja aktivnosti e-
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GST u predikciji razvoja nefritisa prilikom razvoja prvih simptoma HSP, odnosno
na pocCetku bolesti.

U odredenom trenutku izmjerena aktivnost e-GST odrazava prosjeCnu
aktivnost navedenog enzima u zadnjih nekoliko tjedana, inaCe ovisnu o djelovanju
indukcijskin  molekula na aktivhost e-GST gena u eritroidnim prekursorima
(194,197,198). Slijedom navedenog, statistiCki znaCajno veca aktivnhost e-GST na
pocCetku bolesti u skupini djece s nefritisom, s obzirom na relativho kratko vrijeme
od prethodne infekcije do pojave prvih koznih eflorescencija (medijan 17,00 dana,
interkvartilni raspon 11,75 - 24,25 dana), ukazuje da intenzivhe promjene u
bubregu navedenih bolesnika poc€inju u vrlo ranoj fazi sistemskog imunoloskog
zbivanja koje Cini podlogu za HSP te brzo dovode do naruSavanja detoksikacijskih
kompetencija bubrega. S druge strane, vrijeme od prethodne infekcije, koja je kao
pretpostavljeni okida¢ sistemske imunoloSke reakcije registrirana u gotovo dvije
trec¢ine oboljele djece, u ovom je istrazivanju statisti¢ki znacajno duze u oboljelih s
nefritisom u odnosu na oboljele bez nefritisa, odnosno ocigledno dovoljno dugo za
navedene promjene aktivnosti e-GST.

U ovom istrazivanju nije nadena znaCajna korelacija aktivnosti e-GST s
opisanim varijablama prethodne infekcije niti purpure. Kako one prema ovom
istrazivanju ne osiguravaju distinkciju medu skupinama oboljele djece, izostanak
navedene korelacije naglasava podobnost e-GST kao neovisnog parametra za
procjenu rizika od razvoja nefritisa.

Nadalje, nije uoCena niti znac¢ajna korelacija aktivnosti e-GST s terapijom
primijenjenom u lije€enju oboljelih od HSP niti njezinim trajanjem. Navedeni
rezultat isklju€uje eventualni utjecaj primijenjenih lijekova na registriranu statisticki
znacajnu razliku u aktivnosti e-GST medu skupinama oboljele djece.

S obzirom na korelaciju aktivhosti e-GTS s ucinjenim rutinskim
laboratorijskim nalazima, jedina je znaCajna, konzistentna, pozitivha korelacija
tijekom Sestomjese€nog istraZivanja registrirana samo izmedu aktivnosti e-GST |
broja E/mm? urina. U navedenom razdoblju nisu nadene konzistentne korelacije
izmedu aktivnosti e-GST i drugih parametara procjene bubrezne funkcije, kao niti
upalnih parametara, koncentracije hemoglobina, broja leukocita i trombocita,

koncentracije ukupnih proteina i odredivanih imunoglobulina.
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Pozitivna korelacija aktivnosti e-GST i broja E/mm?® urina naglasava
senzitivnost e-GST u detekciji poremecaja bubrezne funkcije s obzirom na to da
se hematurija u sluaju nefritisa smatra puno blazom reperkusijom imunolosSkog
zbivanja u odnosu na proteinuriju. Ostali dobiveni rezultati u skladu su s
istraZivanjem Dessi i suradnika u kojem nije nadena korelacija aktivnosti e-GST s
vrijednostima hemoglobina, serumskog Zeljeza, transferina, alfa 1 kiselog
glikoproteina, hsCRP-a i beta-2 mikroglobulina (markerima sistemske upale i
bubrezne funkcije) (196), te istrazivanjem Noce i suradnika, u kojem nije nadena
korelacija aktivnosti e-GST s koncentracijom albumina, hsCRP ili ureje (197).
Autori navedenih istrazivanja objasnjavaju dobivene rezultate pretpostavkom da
svi uremijski toksini nemaju jednak potencijal u pokretanju sistemskih upalnih
zbivanja, ali i da e-GST ima sposobnost inaktivacije velikog broja uremijskih
toksina, neovisno o njihovu upalnom potencijalu. Prema autorima navedenih
radova, poviSena aktivnost e-GST rezultat je poviSene razine cirkulirajucih
uremijskih toksina i njihova djelovanja na eritroidne prekursore u kostanoj srzi te je
dobar marker toksi¢nosti uremije koji korelira sa stupnjem oStecenja bubrezZne
funkcije (196,197). Pritom dodatno naglasavaju spomenutu cinjenicu da
trenutatno odredena aktivnost e-GST ne predstavlja akutnu toksi¢nost (poput
albumina, ureje i hsCRP), nego prosjecnu ekspoziciju uremijskim toksinima
unatrag nekoliko tjedana (197) do dva mjeseca (192) (analogno hemoglobinu Alc
kao markeru hiperglikemije (197)), s obzirom na to da je stupanj ekspresije e-GST
odreden tijekom dozrijevanja eritrocita, odnosno enzimatski sadrzaj zrelih eritrocita
nakon dovrSenog dozrijevanja ostaje nepromijenjen tijekom njihova cijelog
Zivotnog vijeka (192,194,197).

U ovom istrazivanju nije nadena korelacija e-GST s eGFR, odnosno gotovo
sva djeca s HSP s nefritisom u ovom su istrazivanju imala uredne vrijednosti
eGFR. Navedeni rezultati sukladni su s rezultatima spomenutih istraZivanja:
Fabrinija i suradnika, u kojem je poviSena aktivhost e-GTS u oboljelih od sSC
registrirana ve¢ u vrlo ranim fazama oStecenja bubrega bez reperkusija za e-GFR
(203), te Bocedija i suradnika, Noce i suradnika te Tesauroa i suradnika u kojim je
poviSena aktivnhost e-GST u odnosu na zdrave osobe nadena u oboljelih od DM
tipa 1l bez uobiCajenim markerima detektiranih elemenata razvoja nefropatije
(198,204,205,228).
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Konacno, prema podacima ovog istrazivanja, ROC analizom vrijednosti
odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji nastanka nefritisa, najbolje vrijednosti
AUC dobivene su za utvrdene aktivnosti na poCetku istrazivanja. Aktivnost e-GST
od > 4,1 U/gnp utvrdena u trenutku po stavljanja dijagnoze HSP, uz osjetljivost od
90,5 % i specificnost od 72,7 %, ukazuje na povecan rizik od razvoja nefritisa u

djece oboljele od navedene bolesti.

Sve navedeno ukazuje da je e-GST vrlo osjetljiv biomarker koristan u
detekciji bolesnika s poveéanim rizikom od razvoja nefritisa u sklopu HSP. S
obzirom na svoju osjetljivost, osim u detekciji navedenih bolesnika, prema
rezultatima ovog istrazivanja mogao bi se koristiti u pracenju HSP bolesnika s
minimalnim, ali perzistentnim abnormalnostima urina, koje mogu rezultirati

progresijom osteéenja bubrega prema ESRD nakon viSegodi$njeg razdoblja.
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7. ZAKLJUCCI

1.

U djece oboljele od HSP, u koje se od trenutka postavljanja dijagnoze kroz
sliedeéih Sest mjeseci rutinskim laboratorijskim pretragama registrira razvoj
nefritisa ili poremecaj bubrezne funkcije odnosno HSPN, inicijalno odredena
aktivnost e-GST statisticki je znaCajno vec¢a u odnosu na aktivnost e-GST u
oboljele djece bez nefritisa i u zdrave djece. Osim na visoku senzitivhost e-
GST u ranoj detekciji oSte¢enja eliminacijske bubrezne funkcije, navedeni
rezultat ukazuje i na brze, intenzivne promjene u bubregu bolesnika s

nefritisom u vrlo ranoj fazi sistemskog imunoloskog zbivanja.

U djece oboljele od HSPN, aktivhost e-GST se prilikom ponovnih odredivanja
nakon tri i Sest mjeseci od postavljanja dijagnoze postupno smanjuje, ali i
dalje ostaje statisticki znacajno viSa u odnosu na paralelno odredenu aktivnost
e-GST u djece s HSP bez nefritisa.

U djece oboljele od HSP, u koje se od trenutka postavljanja dijagnoze kroz
sljededih Sest mjeseci rutinskim laboratorijskim pretragama ne registrira razvoj
nefritisa niti poremecaj bubrezne funkcije, inicijalno odredena aktivhost e-GST
nije statistiCki znacajno razli¢ita u odnosu na aktivnost e-GST u zdrave djece,
niti se statistiCki znacajno mijenja tijekom navedenog razdoblja. S obzirom na
visoku osjetljivost e-GST u detekciji oStecenja eliminacijske bubrezne funkcije,
navedeni rezultat ukazuje na njezino oCuvanje u skupini oboljele djece bez

nefritisa.

Aktivhost e-GST = 4,1 U/gHp odredena na pocetku bolesti, s osjetljivoscu od
90,5 % i specifitcnoS¢u od 72,7 %, detektira HSP bolesnike s rizikom od
razvoja nefritisa. Osjetljivost se prilikom odredivanja aktivnosti e-GST nakon tri
i Sest mjeseci smanjuje, a specificnost povecava, $to ukazuje na najvecu
vrijednost odredivanja aktivnosti e-GST u predikciji razvoja nefritisa prilikom

razvoja prvih simptoma HSP, odnosno na pocetku bolesti.
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5. Aktivnost e-GST u trenutku postavljanja dijagnoze HSP te tijekom iducih Sest
mjeseci konzistentno, statisticki pozitivno korelira samo s brojem E/mm?2 urina.
Buduci da se hematurija u slu€aju nefritisa smatra puno blazom reperkusijom
imunoloSkog zbivanja u odnosu na proteinuriju, rezultat ponovno naglasava
senzitivnost e-GST u detekciji poremecaja bubrezne funkcije. Ukazuje usto i
na vrijednost odredivanja aktivnosti e-GST kao neovisnog parametra praéenja

bubrezne funkcije u djece s HSP.

6. Binarni logisti¢ki regresijski model predikcije nefritisa s obzirom na izmjerene
vrijednosti e-GST tijekom promatranog razdoblja, kontrolirane na dob i spol
ispitanika, ukazuje da za jedinicno povecanje pocetne vrijednosti e-GST

vjerojatnost nastanka nefritisa raste 5,9 puta.

7. Aktivhost e-GST pouzdan je biomarker rane procjene rizika od razvoja
nefritisa u djece oboljele od HSP. Odredivanje aktivhosti navedenog enzima u
serumu, kao osjetljiva i specificna, minimalno invazivna, jednostavno izvediva
i jeftina laboratorijska pretraga, ima potencijalnu prakti€énu primjenu u

dijagnostickom algoritmu obrade i pracenja bolesnika s HSP.
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8. SAZETAK

Aktivnost eritrocitne glutation S-transferaze u djece oboljele od Henoch-

Schodnleinove purpure

Uvod: Henoch-Schonleinova purpura (HSP) najCeSci je vaskulitis djecje dobi.
Nefritis koji se moze razviti u sklopu bolesti (HSPN), glavni je i gotovo jedini uzrok
morbiditeta i mortaliteta oboljele djece. Cilj rada bio je istraziti vrijednost
odredivanja aktivnosti eritrocitne glutation S-transferaze (e-GST) kao ranog

prediktora razvoja nefritisa u sklopu navedene bolesti.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je ukljueno 97 djece s dijagnozom HSP (55
djece bez nefritisa i 42 djece s nefritisom) i 52 djece kontrolne skupine. U svih je
bolesnika aktivnost e-GST odredena na pocetku bolesti te nakon tri i Sest mjeseci,
a u kontrolnoj skupini jednokratno. Aktivnost e-GST odredena je spektrometrijski u

pripremljenom uzorku pune krvi, nakon inkubacije s komercijalnim GST testom.

Rezultati: Aktivnost e-GST u skupini djece s HSPN bila je na pocetku bolesti
statistiCki zna¢ajno veca u odnosu na skupinu djece s HSP bez nefritisa: medijan
(interkvartilni raspon) 5,70 U/gnb (4,38 - 7,50 U/grHb) prema 3,10 U/gHb (2,20 - 4,20
U/gHb); P < 0,001 (Mann-Whitneyjev test), kao i u odnosu na kontrolu: 5,70 U/grb
(4,38 - 7,50 U/gHb) prema 3,13 U/gub (1,91 — 4,20 Ulgnp); P < 0,001 (Kruskal-
Wallisov test). Razlike izmedu skupine HSP bolesnika bez nefritisa u odnosu na
kontrolnu skupinu djece nisu bile statisti¢ki znacajne (P = 0,837, Kruskal-Wallisov
test). U skupini bolesnika s HSPN tijekom Sestomjesenog pracenja doslo je do
znacajnog pada aktivnosti e-GST (P = 0,018), ali ona je i dalje bila statistiCki
znacajno veca u odnosu na skupinu HSP bolesnika bez nefritisa (P < 0,001/ P <
0,001 (Mann-Whitneyjev test)). Pri ROC analizi vrijednosti odredivanja aktivnosti
e-GST u predikciji nastanka nefritisa, na pocCetku istrazivanja kod vrijednosti e-
GST > 4,1 U/gHb nadena je znacajna povrsSina ispod krivulje (AUC) od 91,1 % (P <
0,001) te osjetljivost od 90,5 % i specificnost od 72,7 %. Nakon tri, odnosno Sest
mjeseci, pala je osjetljivost, a poveéana specificnost testova u otkrivanju nefritisa.
U oboljelih nije nadena korelacija aktivosti e-GST s izrazenoS¢u koznih promjena,
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primijenjenom terapijom niti njezinim trajanjem. Medu pracenim laboratorijskim
nalazima, konzistentna, statistiCki znac¢ajna, pozitivna korelacija utvrdena je samo
izmedu aktivnosti e-GST i broja E/mm?2 urina (P < 0,001 (Spearmanov koeficijent
korelacije)).

Zaklju¢ak: Rezultati istraZivanja ukazuju da je aktivhost e-GST pouzdan, neovisan
marker rane procjene rizika od razvoja nefritisa u djece oboljele od HSP.
Odredivanje aktivnosti navedenog enzima u serumu, kao osjetljiva i specifina,
jednostavno izvediva i jeftina laboratorijska pretraga, ima potencijalnu prakti¢nu

primjenu u dijagnostickom algoritmu obrade i pracenja bolesnika s HSP.
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9. SUMMARY

Erythrocyte glutathione S-transferase activity

in children with Henoch-Schénlein purpura

Marijan Frkovic

PhD Thesis 2020

Introduction: Henoch-Schonlein purpura (HSP) is the most common vasculitis of
the childhood. Among all possible symptoms / complications, nephritis (HSPN) is
the main and almost only cause of morbidity and mortality in HSP. The aim of this
study was to investigate the value of erythrocyte glutathione S-transferase (e-

GST) activity as an early predictor of nephritis in HSP.

Subjects and methods: Ninety-seven children with HSP were enrolled into the
study. The control group consisted of 52 children without clinical and laboratory
signs of inflammation. In all patients e-GST activity was determined
spectrometrically from the whole blood samples, after incubation with a
commercial GST assay at the time of enrolment and twice more in regular
intervals during follow up period of six months. In children from the control group

e-GST activity was determined at the time of enrolment.

Results: At the beginning of the disease the e-GST activity values were
significantly higher in the group of patients with HSPN compared to the group of
HSP patients without nephritis: median (interquartile range) 5,70 U/gnb (4,38-7,50
U/gHb) compared to 3,10 U/ghp (2,20-4,20 U/gHb); P<0,001. Similar results were
obtained after the comparison of the patients with HSPN and control group: 5,70
U/gHb (4,38-7,50 U/gHb) vs. 3,13 U/gHb (1,91-4,20 U/gHb); P<0,001. There were no
statistically significant differences between the group of HSP patients without
nephritis and a control group (P=0,837). During the follow up period of six months,

a significant decrease of e-GST activity was observed in the HSPN patients, but it
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was still significantly higher compared to the group of HSP patients without
nephritis (P<0,001 / P<0,001).

In the ROC analysis of the e-GST activity determination value in the prediction of
HSP nephritis, at the e-GST values >4,1 U/gub a significant area under the curve
(AUC) of 91.1% (P < 0.001) and sensitivity of 90.5% and specificity of 72.7% was
found at the beginning of the study. The sensitivity of the nephritis detection tests
decreased, and the specificity increased during the follow up period. No significant
correlation between e-GST activity and severity of skin changes, or used therapy
was found. Among the routine laboratory tests, a consistent, statistically
significant, positive correlation was found only between e-GST activity and the

number of erythrocytes per mm? in urine samples.

Conclusion: e-GST activity is a reliable, independent marker of early nephritis risk
assessment in children with HSP. As a sensitive and specific, feasible and
inexpensive laboratory test, it has potential practical utility in the diagnostic
algorithm and monitoring of the children with HSP.
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