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POPIS KRATICA

ACA - anticentromerna protutijela (engl. anticentomere antibody)

ACE inhibitors — inhibitori angiotenzin konvertiraju¢eg enzima

ANA — antinuklearna protutijela (engl. antinuclear antibody)

Anti-Scl-70 - protutijela na topoizomerazu | (engl. anti-topoisomerase | antibody)

CGVHD - kroni¢na bolest presatka protiv primatelja (engl. chronic Graft-versus-Host disease)
CMV - citomegalovirus

dcSSc — difuzni oblik sistemske skleroze (engl. diffuse cutaneous systemic sclerosis)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

ECM - izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

ELAM-1 — endotelna-leukocitna adhezijska molekula 1 (engl. endothelial leukocyte adhesion

molecule 1)

ET-1 - endotelin-1 (engl. endothelin-1)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija (engl. fluorescence in situ hybridization)
FMc — fetalni mikrokimerizam (engl. fetal microchimerism)

Gl — Gastrointestinalni

HLA — humani leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)

HTLV-1 - virus leukemije / limfoma ljudskih stanica T-tipa 1

IL — intraleukin (engl. intraleukin)

ILD — intersticijska bolest pluca (engl. interstitial lung disease)

IPC - engl. internal PCR control

IcSSc — ograniceni oblik sistemske skleroze (engl. limited cutaneous systemic sclerosis)

MMc — majc¢inski mikrokimerizam (engl. maternal microchimerism)



NIMA - ne-nasljedeni aleli majke (engl. non-inherited maternal allelels)

NK cells — stanice prirodne ubojice (engl. natural killer cells)

NLS - neonatalni lupusni sindrom (engl. neonatal lupus syndrome)

PBC - primarna bilijarna ciroza (engl. primary biliary cirrhosis)

PBMC — mononuklearne stanice iz periferne krvi (engl. peripheral blood mononuclear cells)
PCR — lanc¢ana reakcija polimerahze (engl. polimerase chain reaction)

PDGF - faktor rasta trombocita (engl. platelet-derived growth factor)

PHA — fitohemaglutinin (engl. phytohaemagglutinin)

PPI — inhibitori protonske pumpe (engl. inhibitors proton pump)

gPCR — lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. quantitative polymerase

chain reaction)

SCID - teski kombinirani sindrom imunodeficijencije (engl. severe combined

immunodeficiency)

SLE - sistemski eritemski lupus (engl. systemic lupus erythematosus)
SRY —engl. sex-determining region Y

SSc - sistemska skleroza (engl. systemic sclerosis)

STR — kratka tandemska ponavljanja (engl. short tandem repeats)

TGF- - transformirajuéi faktor rasta (engl. transforming growth factor ) Thl — pomoénicke

T stanice tipa 1 (engl. T Helper Cell)

Th2 — pomo¢nicke stanice T tipa 2

TLR - Toll-like receptori

VCAM-1 — vaskularna stani¢na adhezijska molekula 1 (engl. vascular cell adhesion molecule)

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
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1.UVvOD

1.1. Sistemska skleroza

Sistemska je skleroza (SSc) kroni¢na autoimuna bolest vezivnog tkiva nepoznate etiologije.
Bolest obiljezava razvoj upalnog autoimunog odgovora, proSirena vaskulopatija 1 disfunkcija
fibroblasta koji posreduju taloZenje kolagena u kozi i unutra$njim organima. SSc dijeli neke
klinicke sli¢nosti s kroni¢nom boles¢u transplantata protiv primatelja (cGVHD), ukljucujuci
pojavu velikog broja autoreaktivnih pomoc¢nickih (engl. helper) limfocita Th2. Limfociti Th2
posreduju infiltraciju eozinofila i bazofila, poliklonalnu aktivaciju limfocita B i proizvodnju
protutijela usmjerenih protiv razli¢itih antigena domacina (1, 2). SSc je podijeljen na difuzne

(dcSSc) 1 ogranicene kozne (IcSSc) oblike na temelju stupnja zahvacenosti koze (3).

1.1.1. Epidemiologija

Bolest je rijetka, s pojavom od tri do dvanaest slucajeva na milijun stanovnika, a tri do pet
puta cesce obolijevaju Zene, posebice u reproduktivnoj fazi. SSc se najcescée pojavljuje u dobi
od 30. do 50. godine zivota, a u djetinjstvu tek iznimno. Bolest je proSirena po ¢itavom svijetu

i rijetka je u starijih od 75 godina (4, 5).

1.1.2. Etiologija

Uzrok je bolesti nepoznat. Kao moguéi uzro¢nici bolesti navode se geneti¢ki ¢imbenici,

infekcije 1 okoli$ni ¢imbenici.

SSc se cesée javlja u obiteljima oboljelih od SSc-a (1,6 %), nego u opcoj populaciji.
Vjerojatnost razvoja bolesti je < 1 % medu potomcima pacijenata premda pozitivna obiteljska
anamneza predstavlja najjaci identificirani faktor. Vaskulopatija je najvaznija nasljedna
komponenta, a fibroza je manje poligena (6). Difuzni oblik SSc-a iskazuje ekspresiju
fibroproliferativnog gena poput gena CTFG Kkoji inducira proliferaciju, proizvodnju

izvanstanicnog matriksa 1 kemotaksiju mezenhimskih stanica, dok 1cSSc izrazava ekspresiju
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upalnog gena poput STAT4 koji poti¢e razvoj stanica Th1l i negativni je regulator razvoja
stanica Th2 (7). U pozadini razvoja SSc-a do danas otkriveno je vise gena, medu kojima se
najée$¢e spominju BANK1, C80rf13-BLK, IL-23R, IRF5, TBX21 i TNFSF4. Vidljiva je jaka i
reproducibilna povezanost gena STAT4 s IcSSc-om, §to ukazuje na vaznu ulogu tog gena u

razvoju fenotipa SSc (6).

Brojni infektivni agensi (bakterijski 1 virusni) predlozeni su kao moguc¢i rizi¢ni ¢imbenici, ali
izravna povezanost izmedu infekcije i SSc-a jo§ uvijek nije potvrdena. Kao potencijalni
uzroCnici naj¢e$¢e se spominju parvovirus B19, humani citomegalovirus (CMV), virus
hepatitisa B, retrovirus (virus leukemije / limfoma ljudskih stanica T tipa 1 — HTLV-1)
Helicobacter pylori i Chlamydia trachomatis (6, 8). Infekcija CMV-a povezuje se s
patogenezom SSc-a radi imunomodulatornih u¢inaka koje virus posreduje nakon infekcije
endotela (9). Naime, zabiljeZen je odredeni stupanj homologije izmedu virusnih epitopa i
razvijenih autoprotutijela §to upucuje na potencijalnu ulogu molekularne mimikrije u razvoju
autoimunog odgovora u oboljelih od SSc-a. Infektivni agensi u sinergiji s drugim rizi¢nim

¢imbenicima u mikrookruzenju mogu potaknuti razvoj oboljenja (6).

SSc se povezuje i s profesionalnom izloZenocu silikagelu, polivinil kloridu, trikloretilenu,
organskim otapalima, pesticidima, bojama za kosu i industrijskom dimu. Pojedini lijekovi
poput bleomicina, pentazocina i kokaina takoder potencijalno sudjeluju u etiologiji SSc-a.
Radioterapija moze potaknuti razvoj bolesti de novo i uzrokovati pogorsanje tkivne fibroze u
bolesnika s postoje¢im SSc-om. Fizicka trauma moze izazvati bolest kod geneticki

predisponiranih pojedinaca (6).

1.1.3. Patogeneza

Patogeneza SSc-a je kompleksna i nepotpuno razjasnjena, a posljediéni vaskularni i
imunoloski poremecaji dovode do prekomjerne sinteze kolagena i fibrogeneze. Ozljedu
endotelnih stanica uzrokuju jo$ uvijek neidentificirani toksi¢ni faktori u serumu ili
proteoliticki enzimi iz T-limfocita, autoantitijela usmjerena na endotelne stanice,
vaskulotropni virusi, upalni citokini i oksidativni radikali. Vaskularna ozljeda dovodi do
aktivacije i disfunkcije endotelnih stanica, §to stimulira poveé¢anu ekspresiju VCAML1 (engl.
vascular cell adhesion molecule 1) i ELAM1 (engl. endothelial leukocyte adhesion molecule
1) adhezijskih molekula, te izmijenjenog izlu¢ivanja vazoaktivnih medijatora, aktivacije

2
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trombocita 1 fibrinolitickih putova. Aktivirani trombociti oslobadaju tromboksan A2, faktor
rasta trombocita (PDGF) i transformiraju¢i faktor rasta (TGF-B) koji uzrokuju
vazokonstrikciju, doprinose aktivaciji fibroblasta i transdiferencijaciji miofibroblasta (6).
Miofibroblasti su stanice koje pokazuju znacajke fibroblasta i imaju veliku koli¢inu aktinskih
mikrofilamenata 1 miozina te njihova aktivnost omogucuje kontrakciju ili stezanje rane nakon
ostecenja tkiva (10). Aktivirane endotelne stanice luce razli¢ite vazoaktivne medijatore kao

Sto su dusikov oksid, prostaciklin i endotelin-1 (ET-1).

ET-1 je najsnazniji vazokonstriktor, poti¢e adheziju leukocita, proliferaciju endotelnih stanica
i proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica te aktivaciju fibroblasta. Hipertrofija unutarnjeg (tunica
intima) i srednjeg (tunica media) sloja malih krvnih zila, uz fibrozu vanjskog sloja (tunica
adventitia) rezultira suzavanjem lumena. Taj proces s endotelnom stanicnom apoptozom
dovodi do opstruktivne vaskulopatije i vaskularne razgradnje, uzrokujuéi tkivnu hipoksiju. U
SSc-a neoangiogeneza je smanjena unato¢ poviSenim razinama VEGF-a (vaskularni endotelni
faktor rasta) i njegovih receptora. Ishemija krvnih zila stimulira proizvodnju TGF-B nakon
Cega slijedi aktivacija fibroblasta i prekomjerna proizvodnja izvanstani¢nog matriksa (ECM).
Periciti se aktiviraju i transformiraju u miofibroblaste koji proizvode kolagene (6, 11). Periciti
su mezenhimske stanice u kojima su prisutni miozini, aktini i tropomiozini i pocinju se
umnazati i stvarati nove krvne zile i vezivne stanice nakon oStecenja tkiva (10). Protutijela
usmjerena protiv endotelnih stanica, u SSc-a induciraju apoptozu endotelnih stanica.
Posljedi¢ni nedostatak mobilizacije ili funkcije endotelnih prekursorskih stanica onemogucuje
vaskularni oporavak. Razli¢ite abnormalnosti u krvnim komponentama takoder doprinose
tkivnoj hipoksiji: povecana agregacija trombocita, fibrinogena, von Willebrandova faktora i
drugih proteina plazme pridonosi povecanju viskoznosti plazme zbog Cega je smanjen

mikrovaskularni protok krvi (6).

Postoji pretpostavka da je u uvjetima bolesti SSc-a promijenjena ravnoteza izmedu limfocita
Th1 i Th2 u korist limfocita Th2. Limfociti Th2 izlucuju profibrogene citokine: IL-4, IL-5 i
IL-13. Th2-citokini su pro-fibrogenski jer mogu izravno stimulirati sintezu kolagena,
diferencijaciju miofibroblasta i inducirati ekspresiju TGF-p. Dolazi do aktivacije T-limfocita i
posljedi¢ne infiltracije u kozu i unutarnje organe. Mnoge upalne stanice prirodenog
imunoloskog odgovora kao §to su makrofagi i monociti, mastociti, eozinofili, bazofili i NK-
stanice (engl. natural killer) infiltriraju razlicita tkiva i poti¢u razvoj upale. Topljivi upalni
medijatori koje proizvode T-stanice, B-stanice i prirodene upalne linije aktiviraju i ostec¢uju

fibroblaste, endotelne stanice i druge vaskularne stanice. Poliklonska aktivacija limfocita B

3
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dovodi do povecane koncentracije poliklonskih protutijela u serumu oboljelih ili
hipergamaglobulinemije.  Kroni¢na aktivacija limfocita B  uzrokuje proizvodnju
autoprotutijela i1 fibrozu ciljnog tkiva jer aktivirane stanice B izlucuju IL-6, $to izravno

stimulira aktivaciju fibroblasta i sintezu kolagena (6).

SSc je karakteriziran fibrozom, koja nastaje promjenom arhitekture normalnog tkiva radi
povecanog talozenja ECM-a uzrokovanog upalom ili tkivnim oste¢enjem. Fibrozu u SSc-u
pospjesuje i povecana proizvodnja kolagena u potkoznom tkivu. Kljucni stani¢ni medijatori
fibroze su miofibroblasti koji proizvode kolagen. Miofibroblasti se aktiviraju parakrinim i

autokrinim signalima ili putem aktivacije Toll-like receptora (TLR) na fibroblastima (6, 12).

Fibrozu pokrecu visestruki medijatori kao §to su TGF-B1, PDGF, VEGF, ET-1, IL-13, IL-21 i
sustav renin-angiotenzin-aldosteron. Poremecena ravnoteza metaloproteinaza i njihovog
tkivnog inhibitora u izvanstaniénom matriksu dovodi do viSka sinteze i sSmanjene razgradnje
ECM-a, sto dovodi do nakupljanja kolagena (6). TGF-B1 aktivira unutarstani¢ni signalni put
Smad, koji pak kontrolira transkripciju gena prokolagena I i 111 (13). Angiotenzin Il, koji se
proizvodi u aktiviranim makrofagima i fibroblastima, stimulira produkciju TGF-fl1,
proliferaciju fibroblasta i njihovu diferencijaciju u miofibroblaste koji proizvode kolagen (6,
12).

1.1.4. Klinic¢ka slika

SSc je sustavna bolest koji pogada mnoge organske sustave. Najocitije promjene vidljive su
na kozi, ali je jednako zahvaéen gastrointestinalni trakt (GI), diSni, mokraéni |
kardiovaskularni sustav. Simptomi bolesti posljedica su upale i progresivne tkivne fibroze

koja nastaje radi pretjerane proizvodnje i taloZenja kolagena tipa I i III (14).

Promjene na kozi prvi su znak te bolesti kod vecine pacijenata, a najéeSce se razvijaju na
prstima i rukama. U IcSSc-a promjene se najéesc¢e primjecuju na distalnim dijelovima udova i
lica, a u dcSSc-a osim lica i udova zahvacen je i trup (3). Netjestasti edem prstiju Cesta je rana
kozna manifestacija SSc-a, koja se s vremenom na mjestu otoka mijenja u trajno kozno
zadebljanje 1 posljedi¢nu sklerodaktiliju. Bolni digitalni ulkusi koji se javljaju na vrhovima
prstiju kao lokalne ishemije i vaskularne insuficijencije, ¢este su komplikacije bolesti. Lice,

usne, jezik i prsa takoder mogu biti zahvaceni i tamo se javljaju teleangiektazije (vidljivo
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prosirenje krvnih Zila koze). Nos se pri vrhu zaosStrava te dolazi do suZenja usnog otvora
(mikrostomija). Kako se koza zadebljava, lice pacijenta sve viSe razvija ukoCenost nalik na
masku. Kalcifikacija je uobi¢ajna u IcSSc-a i obi¢no se javlja na vrScima i jagodicama prstiju.
Ostale uobicajne koZne manifestacije SSc-a ukljuuje hiperpigmentirana podrucja i
hipopigmentirana podrucja, gubitak folikula dlaka i gubitak lojnih Zlijezda (anhidroza) s

rezultiraju¢om suho¢om koze (15).

Raynaud fenomen prisutan je u vise od 95 % pacijenata sa SSc-om i ¢esto je pocetna klinicka
manifestacija bolesti SSc-a. Taj fenomen obiljezava poremecaj cirkulacije koji nastaje kao
posljedica reverzibilnog spazma krvnih zila. Raynaudov fenomen moguce je uociti pracenjem
boje koze pri promjeni temperature. Promjena se prvenstveno pojavljuje na prstima, ali moze
se pojaviti 1 na noznim prstima, jeziku, nosu i uSima. Raynaudovi napadaji obi¢no su
simetri¢ni, to jest ukljucuju obje ruke ili noge. Promjena boje kozZe odvija se u tri faze: u prvoj
fazi, pri niskoj tempereturi prsti ruke pobijele (bljedilo) zbog ishemije (smanjen protok krvi),
koza zatim postaje cijanoti¢na radi povratka deoksigenirane krvi te se na kraju pojavljuje

crvenilo (hiperemija) koje uzrokuje vazodilatacija ($irenje krvnih zila) (14, 16).

U 80 — 90 % pacijenata sa SSc-om uocene su promjene na unutarnjim organima (4). U
gotovo 90 % bolesnika zahvacen je GI trakt, pri cemu je jednjak njegov najces¢e zahvacen
dio. Motilitet jednjaka je oslabljen §to uzrokuje otezano gutanje i prolazak suhe hrane te
pojavu zgaravice i regurgitacije ZzeluCanog sadrzaja. Postoji moguénost razvoja
pseudoopstrukcije crijeva i usporen je prolazak crijevnog sadrazaja (3, 17). Mogu se razviti
promjene na pluc¢ima zbog dispneje pri malim fizickim naporima. Pojavljuje se fibroza na
alveolarnoj bazalnoj membrani te zadebljanje stijenke malih pulmonalnih krvnih Zila. Ceste
Klinicke promjene na srcu su aritmije, perikarditis te dekompenzacija zbog fibroze i ostecenja
miofibrila. Bolest bubrega ocituje se proteinurijom, porastom koncentracije Kreatinina te
razvojem arterijske hipertenzije. Kroni¢na bubrezna insuficijencija moze Se pojaviti u
uznapredovalom stadiju bolesti zajedno s azotemijom, metaboli¢(kom acidozom i anemijom.
Zatajenje bubrega rijetko se javlja u bolesnika sa SSc-om (3, 4). Oboljeli od SSc-a mogu imati
miSi¢ne slabosti zbog misSi¢nih promjena. Uz to mogu imati povisene vrijednosti misi¢nih
enzima (npr. kreatin kinaze) i abnormalnu elektromiografiju (3, 18). Oko 95 % pacijenata sa
SSc-om imaju pozitivan nalaz antinuklearnih protutijela (ANA). Protutijela na topoizomerazu
| (anti-Scl-70) povezana su s dcSSc-om i razvojem intersticijske plu¢ne bolesti (ILD).
Anticentromerna protutijela (ACA) prisutna su u priblizno 20 — 30 % bolesnika i povezane su
s IcSSc-om (3, 4).
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1.1.5. LijeCenje i prognoza

Jos§ uvijek ne postoji terapijsko ucinkovito sredstvo koje bi bitno utjecalo na tijek bolesti i
produljenje Zivota. Najveci problem je nepoznat uzork bolesti pa je lijeCenje uglavnom

simptomatsko (3, 4).

Dihidropiridinski kalcijev blokator prvi je izbor u lije¢enju Raynaudovog fenomena u SSc-a, a
za teze oblike Raynaudovog sindroma preporuca se koristiti intravensku primjenu analoga
prostaciklina (iloprost). Metotreksat se moze uzeti u obzir za lijeCenje ranih koznih
manfiestacija u dcSSc-a. Za lijeenje intersticijalnih pluénih bolesti povezanih sa SSc-om
treba uzeti u obzir ciklofosfamid. Inhibitori angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima (ACE
inhibitori) koriste se u lijeCenju sklerodermne bubrezne krize. Za prevenciju
gastroezofagealnog refluksa, ¢ireva i suzenja jednjaka koriste se inhibiotori protonske pumpe
(PPI) (19). Vrlo je vazno da bolesnici sa SSc-om odrzavaju pokretljivost zglobova, a to ¢ine
vjezbanjem, zaStitom od hladnoce, lokalnom primjenom krema i masti za odrzavanje
elasticnosti koze. Glukokortikoidi imaju dobar u¢inak na perikarditis 1 miozitis kada jo$

postoji upalna infiltracija (u ranoj fazi bolesti) (3).

SSc je kroni¢na bolest 1 ima progresivan tijek. Prognoza bolesti ovisi o jafini zahvacenosti
unutarnjih organa (3). Pacijenti sa SSc-om i dalje imaju znacajno visi morbiditet i mortalitet.
Kumulativno prezivljavanje od SSc-a je procijenjeno na 74,9 % na pet godina i 62,5 % na
deset godina. SSc, osobito difuzni oblik bolesti, najagresivniji je tijekom prvih godina svog
prirodnog tijeka i zahtijeva pazljivi nadzor kako bi se sprije¢ilo napredovanje bolesti i
osiguralo rano otkrivanje komplikacija na unutarnjim organima. Kardiopulmonalne
komplikacije najc¢eséi su i najveci terapijski problem bolesti (20, 21). Muskarci imaju nesto

bolju prognozu u odnosu na Zene (3).
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1.2. Mikrokimerizam

Mikrokimerizam je pojam Kkoji opisuje prisutnost male koli¢ine stranih stanica ili DNA unutar
tkiva ili cirkulacije pojedinca. Pojavljuje se tijekom trudnoée kao posljedica razmjene
bioloSkog materijala izmedu majke i fetusa posteljicnim putem. Prva dokumentacija o
prijenosu fetalnog materijala u majcinski sustav pripisuje se Georgu Schmorlu koji je opisao
pojavu mikrokimerizma u eklampsiji (napadaji u trudno¢i) (22, 23). Mikrokimerizam koji se
prirodno razvija tijekom maj¢insko-fetalne razmjene moze utjecati na sve faze zivota,
ukljucujuéi fetalni razvoj, post-reproduktivno razdoblje i starenje (24). Mikrokimerne stanice
imaju potencijalno mnogo Sire znacenje u razvoju autoimunih oboljenja, pri ¢emu gubitak
imunoloske tolerancije na genetiki razlicite (alogeni¢ne) antigene moze uzrokovati razvoj
organ-specifiénih autoimunih oboljenja. Razlikujemo dvije osnovne vrste mikrokimerizma,
majcinski mikrokimerizam (MMc) i fetalni mikrokimerizam (FMc), koji se razvijaju kao
posljedica dvosmjernog prijenosa stanica u trudnoci (25). Studije mikrokimerizma kod ljudi

ograni¢ene SU na:

J genetske epidemioloSke studije ucestalosti ne-nasljedenih alela majki (NIMA) u

pogodenih bolesnika u usporedbi s kontrolnim pojedincima

o kvantitativna analiza PCR-a razine NIMA u oboljelih u odnosu na zdrave ispitanike
o detekcija kromosoma Y PCR-om u majke
o izravna detekcija i kvantifikacija Zenskih stanica u dijelovima autopsije tkiva muskog

potomstva (i muskih stanica u tkivu majke) fluorescentnom in situ hibridizacijom (FISH) uz

popratnu analizu stani¢nog fenotipa imunohistokemijom (25).

1.2.1. Maj¢inski mikrokimerizam (MMc)

MMc je vrsta mikrokimerizma u kojem majcinske stanice prelaze u fetalnu cirkulaciju, gdje
ih je moguce detektirati ve¢ od drugog tromjesecja. Prisutnost stanica maj¢inskog porijekla u
mjehur, kozu, slezenu, srce, timus i Stitnjacu, uocena je vec¢ tijekom djetinjstva. MMc opstaje i
u vedini odraslih osoba. Jedno istrazivanje odraslih muskaraca i Zena (srednje dobi 25 godina,
maksimalno 49 godina) pokazalo je da 55 % ispitanika posjeduje detektabilne razine
mikrokimernih stanica u populaciji mononuklearnih stanica periferne krvi. Stupanj detekcije

varira ovisno o podskupini stanica i 14 — 40 % ispitanika imaju dokazan MMc u limfocitima
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T, limfocitima B, monocitima, NK-stanicama ili granulocitima. Zanimljivo, cirkulirajuce
maj¢inske stanice prvi su puta zabiljezene u potomaka oboljelih od teskog kombiniranog
sindroma imunodeficijencije (SCID) (22, 24).

Funkcionalni kapacitet kimernih stanica majke nije dobro definiran. In vitro, kimerne stanice
majke slabo reagiraju na specifi¢ne mitogene kao §to su strani antigeni ili alogeni stimulatori.
Kimerni majéinski limfociti T reagiraju medutim na nespecifi¢ne mitogene, kao sto su IL-2,
anti-CD3 protutijela ili fitohemaglutinin (PHA). Stanice maj¢inskog porijekla izolirane iz Krvi
pacijenata s imunodeficijencijom pokazuju proliferativni potencijal u kulturi in vitro. Te
majéinske stani¢ne linije mogu Se normalno razmnoZavati i na svojoj povrSini izrazavaju
maj¢inske molekule HLA (engl. human leukocyte antigen). Dugoro¢na prisutnost MMc-a
povezuje se i s razvojem GVHD-a, iako 40 % pacijenata s detektiranim MMc-om nikada ne
razvije GVHD iz ¢ega se moze zakljuciti da regulatorni mehanizmi kontroliraju imunosni
odgovor na majcinske stanice. Gubitak tolerancije na majcinske stanice tijekom rodenja i
nakon rodenja moze dovesti do kroni¢nih upalnih bolesti i autoimunosti. Sukladno
navedenom, dugoro¢ni MMc otkriven je u SSc-u, neonatalnom lupusnom sindromu (NLS) i
miozitisu (26, 27).

1.2.2. Fetalni mikrokimerizam (FMc)

FMoc je vrsta mikrokimerizma u kojem fetalne stanice dospijevaju u tijelo majke posteljicom.
Pokazalo se da mikrokimerne fetalne stanice uspijevaju prezivjeti niz godina u perifernoj krvi
majke (24). Fetalnu DNA moguce je detektirati u maj¢inoj krvi ve¢ od 7 tjedna trudnoce, pri
¢emu koncentracija fetalne DNA postepeno raste nakon 24 tjedna i1 dostize vrhunac pri
rodenju (25). Otkrivanje fetalne DNA u krvi majke ima veliku vaznost u prenatalnoj
dijagnostici u svrhu ranih neinvazivnih prenatalnih ispitivanja genetickih obiljeZja fetusa.
Primarni markeri koriSteni za procjenu fetalnog materijala u krvi 1 tkivu majke temelje se na
detekciji kromosoma Y. Najce$¢e koriStene metode u proSlosti su polimerazna lan¢ana
reakcija (PCR) i in situ hibridizacija, dok se noviji dijagnostic¢ki pristupi vise oslanjaju na
kvantitativne analize u stvarnom vremenu poput real-time qPCR-analize (22, 28). Analiza
kratkih oligonukleotidnih ponavljanja ili biljega STR (engl. short tandem repeat) takoder je
jedan od dijagnosti¢kih pristupa za analizu kromosoma Y u krvi majke. Analiza biljega STR
na kromosomu Y omogucava razlikovanje majcinog i fetalnog genetickog materijala u uzorku
periferne krvi majke. Biljezi STR sastoje se 2 - 4 nukleotida koji se na jednom

kromosomskom lokusu mogu uzastopno ponavljati 2 - 30 puta. Pojedine alelne varijante

8
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lokusa STR odredene su promjenom broja oligonukleotidnih jedinica (npr. 5 puta ponovljen
niz TCTA = alel 5), a skup STR alela ¢ini geneticki profil, jedinstven za svaku osobu. Alelne
varijante biljega STR mogu se jednostavno umnozavati, a radi visokog polimorfizma unutar
ispitivane populacije biljezi STR omogucéavaju pouzdano razlucivanje medu razli¢itim
genetickim profilima. Biljezi STR rasprostranjeni su po cijelom genomu i potrebne su male
koli¢ine DNA (0,1 - 1 ng) za analizu (29).

Primjenom prenatalnih dijagnostic¢kih testova utvrdena je prisutnost fetalnih mikrokimernih
stanica u 70 — 80 % maj¢inih uzoraka plazme ili seruma, bilo u stani¢nom obliku ili u formi
slobodne DNA. Kvantitativne studije pokazuju da muski DNA ¢ini 3 — 6 % ukupne DNA u
plazmi majke. FMc je identificiran u limfocitima B, limfocitima T, monocitima /
makrofagima i stanicama NK u zdravih Zena i Zena s autoimunim bolestima. FMc je ispitivan
unutar viSe razlicitih tipova tkiva dobivenih biopsijom ili autopsijom i pronaden je u jetri,
Stitnjaci, cerviksu (vrat maternice), zu¢noj vrecici, crijevima, slezeni, limfnim ¢vorovima,

srcu i bubrezima (22).

Povecan prijenos fetalnog materijala u majCinsku cirkulaciju opisan je i u drugim
poremecajima trudnoée, kao $to su ograni¢en rast fetusa i prijevremeni porod. Prisutnost
FMc-a moze imati pozitivne ili negativne ucinke na majku. Negativna posljedica FMc-a je
razvoj autoimunih bolesti kao $to su sistemska skleroza, autoimuni tireoditis, sistemski
eritemski lupus (SLE), primarna bilijarna ciroza (PBC) i Sjogrenov sindrom. Sukladno
navedenom, nekoliko studija opisuje veéu ucestalost FMc-a u tkivu Stitnjace oboljelih od
Hashimotovog tireoiditisa i Gravesove bolesti u usporedbi sa zdravim ispitanicima. Razine
FMc-a u Zena sa SLE-om takoder su znacajno vece nego u zdravih Zena. Dokazana je i
prisutnost fetalnih stanica u Zzlijezdama slinovnicama i plu¢ima zena sa Sjorgenovim
sindromom. Osim u autoimunim bolestima, FMc je prisutan kod pojave dermatoza u trudnoci,
hipersenzitivnhog pneumonitisa i papilarnog karcinoma stitnjace. Pozitivni uc¢inci FMc-a mogu
biti utiSavanje autoimunih bolesti (na primjer reumatoidni artritis), zastitna uloga fetalnih
imunosnih stanica u karcinomu dojke i obnavljanje tkiva (jetra). Otkriveno je da 75 — 90 %
majki koje pate od reumatoidnog artritisa prijavljuju spontano poboljsanje reumatoidnih
tegoba tijekom drugog ili treeg trimestra trudnoce, ali se simptomi bolesti obnavljaju 3 - 4
mjeseca nakon poroda. Uzrok tomu ostaje nepoznat, ali se smatra da neskladnost HLA-DR i
DQ antigena izmedu majke i djeteta suzbija majc¢inski imunolo8ki sustav tijekom trudnoce
(22, 25).
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1.2.3. Utjecaj fetalnog mikrokimerizma u sistemskoj sklerozi

Potencijalnu ulogu mikrokimernih stanica fetusa u etiopatogenezi SSc-a prvi puta spominje S.
Pereira u osobnoj komunikaciji s dr. Carol Black. Tek nakon prvih dokaza koji potvrduju
postojanost muskih fetalnih stanica u cirkulaciji zdrave Zene 27 godina nakon porodaja,
moguca patogena uloga fetalnih stanica u SSc-a razvila se u snaznu i fascinantnu hipotezu.
Cinjenica da se SSc ulestalo pojavljuje u Zena nakon rodenja djeteta te klinicka sli¢nost
bolesti s GVHD-om ¢ija se pojava povecava sa smanjenom kompatibilno$¢u primatelja i

donora, sugerira potencijalnu ulogu mikrokimerizma u razvoju SSc-a (2).

Vise je studija dokazalo postojanje mikrokimerizma u oboljelih od SSc-a (30, 31). Uocene su
povecane razine muske DNA fetalnog podrijetla u populaciji perifernihn mononuklearnih
stanica (PBMC, engl. peripheral blood mononuclear cells) Zena oboljelih od SSc-a (1).
Obdukcijom Zena oboljelih od SSc-a, FMc je pronaden u viSe organa, najce$ce u slezeni
oboljelih, ali ne i u kontrolnih ispitanica (32). Posljedice mijesanja fetalnih mikrokimernih
stanica i imunosnih stanica majke u SSc-a nepoznate su, a vrlo vjerojatno ukljuéuju razvoj
imunoloskog odgovora pri ¢emu fetalne mikrokimerne stanice limfoidnog fenotipa
prepoznaju maj€ine aloantigene glavnog sustava tkivne snoSljivosti (MHC, engl. major
histocompatibility complex) te induciraju razvoj upalnog imunoloskog odgovora. Imunoloski

odgovor moze inicirati i maj¢in imunoloski sustav, kao reakcija na fetalne aloantigene MHC

).

10



Hipoteza |

2. HIPOTEZA

1. U odnosu na zdrave kontrole, ispitanice oboljele od sistemske skleroze pokazuju razliciti udio
Y-DNA u populaciji perifernih leukocita

2. Promjene u koncentraciji Y-DNA povezane su s obiljezjima i tezinom sistemske skleroze.

11
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Istraziti kvantitivne udjele Y-specificnih genskih regija u uzorcima DNA izoliranih iz
perifernih leukocita oboljelih od sistemske skleroze i zdravih ispitanika
2. Usporediti izmjerene koncentracije Y-DNA s biokemijskim i demografskim obiljezjima

ispitanika.

12
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4. MATERIJALI I METODE

4.1. Materijali
4.1.1. Ispitanici

Istrazivanjem je obuhvaceno 18 oboljelih i 10 zdravih, punoljetnih ispitanica koje su rodile
barem jedno musko dijete te dvije pozitivne kontrole, to jest dva muskarca. Odabir pacijenata
ucinio je iskusan internist Zavoda za reumatologiju, klini¢ku imunologiju i alergologiju
Klinike za unutarnje bolesti KBC-a Osijek u okviru istrazivanja ,,Citokinski odgovor u
bolesnika sa sistemskom sklerozom®. Iskljuceni su ispitanici koji su imali transfuzijske ili
transplantacijske intervencije, blizanacke trudnoce i spontane ili inducirane pobacaje. Probir
oboljelih i kontrolnih ispitanika odobren je odlukom Etickog povjerenstva Klinickog
bolni¢kog centra Osijek (Potvrda br. R2-16 905/2018) i Medicinskog fakulteta u Osijeku
(Potvrda br. 602-04/19-08/04).

4.1.2. Upotrijebljene kemikalije

Lymphoprep™
Qubit™ 4 Quantitation Starter Kit

e Qubit® dsDNA HS Reagnet (Component A)

e Qubit® dsDNA HS Buffer (Component B)

e Qubit® dsDNA HS Standard #1 (Component C)

e Qubit® dsDNA HS Standard #2 (Component D)
Autoklaviran i deioniziran H20

EtOH (96 — 100 %)
QlAamp Mini Kit

e QIAGEN Proteinaza
e AL pufer
e AWI1 pufer
o AW?2 pufer
e AE pufer
Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit

e Quantifiler PCR Reaction Mix

e Quantifiler Human DNA Standard

e Quantifiler Human Primer Mix
Yfiler™ Plus PCR Amplification Kit

e Yfiler Plus Master Mix
e DNA Control 007

13
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e Yfiler Plus Primer Set
e Yfiler Plus Allelic Ladder

4.2. Metode
4.2.1. 1zolacija ukupnih perifernih leukocita (PBMC)

Za izolaciju ukupnih perifernih leukocita (PBMC) iz pune krvi koristen je medij
Lymphoprep™. Lymphoprep™ je sterilna otopina koja se preporuéuje za izolaciju
mononuklearnih stanica iz periferne krvi, pupane vrpce 1 koStane srzi metodom
centrifugiranja na gradijentu gustoce. Ta je metoda brza, jednostavna, pouzdana i daje izvrsne
rezultate s uzorcima krvi kod vecéine zdravih ispitanika. Granulociti i eritrociti imaju vecu
gustotu od mononuklearnih stanica i zato se tijekom centrifugiranja taloze kroz
Lymphoprep™, a mononuklearne stanice niske gustoée zaostaju na granici plazme i medija

Lymphoprep (33).

Postupak: u epruvetu od 15 mL dodano je 5 mL medija Lymphoprep koji je zatim nadslojen
mjeSavinom pune, heparinizirane krvi i fizioloske otopine u omjeru 1 : 1, pazeci pri tom da se
dvije otopine ne mijesaju. Pripremljeni uzorci su centrifugirani 25 minuta na 800 g i 25 C,
bez kocenja. Gornji je sloj plazme uklonjen i odbac¢en bez ometanja sloja stanica PBMC. Sloj
stanica PBMC istalozen je na gornjoj granici medija Lymphoprep, zatim je pazljivo
prikupljen i prebacen u novu epruvetu od 15 mL. Prikupljeni uzorci isprani su dodatkom
pufera PBS i potom centrifugirani na sobnoj temperaturi 5 minuta na 800 g. Nakon
centrifugiranja, supernatant je bacen, a talog resuspendiran s 8 mL pufera PBS. Uzorci su
nanovo istalozeni centrifugiranjem 5 minuta na 550 g. Supernatant je odbacen i stanice Su
resuspendirane u 5 mL PBS-a, nakon ¢ega su izuzeti 50 pl alikvoti za brojanje stanica
svjetlosnim mikroskopom i Burker-Turkovom komoricom. Za izolaciju DNA alikvotirano je
1 x 106 stanica u 200 ul pufera PBS.

14
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4.2.2. 1zolacija DNA

Izolacija DNA provedena je pomocéu Qiagen QIAamp Mini komercijalnog kita prema

sljede¢im uputama:

Thermoshaker je zagrijan na 56° C. U 200 ul stani¢ne suspenzije (1 X 10° st) dodano je 20 pL
QIAGEN Proteinaze i 200 pL pufera AL. Uzorci su kratko (15 s) promjeSani na vorteks-
mjesalici i zatim inkubirani 10 minuta na 56° C. Dodano je 200 pL etanola (96 %) i
kompletni volumen smjese nanesen je na QlAamp Mini kolonicu u kompletu s kolekcijskom
tubicom te su uzorci centrifugirani jednu minutu na 6 000 g. QlAamp Mini kolonice
prebacene su u nove kolekcijske tubice i dodano je 500 uL pufera AW1, nakon ¢ega su uzorci
centrifugirani jednu minutu na 6 000 g. Postupak ispiranja ponovljen je s 500 puL pufera AW2
centrifugiranjem tri minute na 20 000 g. Protok je odbacen i uzorci su jo§ jednom
centrifugirani jednu minutu na 20 000 g. Kolonice QlAamp Mini udruZene su s novim
tubicama od 1,5 mL i dodano je 200 pL pufera AE. Uzorci su inkubirani jednu minutu na
sobnoj temperaturi i zatim centrifugirani jednu minutu na 6 000 g. Dobiveni izolati DNA

pohranjeni su na -20° C u zamrzivacu.

4.2.3. Mjerenje koncentracije DNA Qubit® Fluorometrom

Qubit® Fluorometer uredaj je koji je namijenjen za mjerenje koncentracije DNA na temelju
vezanja fluorescentnih boja za DNA. Ta metoda nije prikladna za kvalitativnu analizu DNA
zbog neosjetljivosti na prisutnost inhibitora PCR-a ili fragmentiranih DNA molekula (34).

Mijerenje koncentracije DNA ucinjeno je prema sljede¢em protokolu:

Pripremljena je radna otopina Qubit MMX razrjedenja 1 : 200, volumena 6,4 mL za mjerenje
30 uzoraka i 2 standarda. Smjesa radne otopine Qubit MMX pripremljena je mijeSanjem 6
368 pL Qubit dsDNA pufera HS i 32 pL fluorescentne boje Qubit dsSDNA HS. Pripremljene
su i radne otopine dvaju standarda poznate koncentracije; Std#1 (c = 0 ng/ul) i Std#2 (c = 100
ng/ul). Radne otopine Std#1 i Std#2 pripremljene su mjeSanjem 190 pL radne otopine Qubit
MMX i 10 pL otopine stock Std#1, odnosno 10 ul Std#2. Uzorci su pripremljeni pipetiranjem
5 pL DNA u 195 puL radne otopine Qubit MMX, vorteksirani i inkubirani dvije minute na
sobnoj temperaturi. Prvo su izmjerene vrijednosti fluorescencije Std#1 i Std#2, a zatim su na
temelju dobivene standardne krivulje odredene vrijednosti koncentracije DNA u ispitivanim

uzorcima.
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4.2.4. Mjerenje koncentracije DNA komercijalnim kompletom Quantifiler™ Y Human Male
DNA Quantification

Lancana reakcija polimeraze (PCR) sluzi za proizvodnju velikog broja kopija jedne molekule
DNA. Reakcija PCR odvija se u tri faze: u prvoj fazi (denaturacija) dolazi do zagrijavanja
kalupa na visokoj temperaturi (95° C) kako bi se razdvojila dva lanca DNA. U drugoj fazi
(hibridizacija) snizenjem temperature dolazi do komplementarnog vezanja pocetnica i kalupa
DNA. U trecoj fazi (elongacija) Taq polimeraza (enzim izoliran iz bakterije Thermus
aquaticus) sintetizira nove lance DNA. Nakon svakog ciklusa broj se molekula DNA

udvostrucuje (35).

Quantitative PCR (gPCR) je vrsta PCR-a koja sluzi za preciznu kvantifikaciju nastalih
produkata PCR-a u realnom vremenu. Kako bi se moglo pratiti povec¢anje broja umnozenih
odsjeaka DNA, pomaze koriStenje TagMan-proba. TagMan-proba je fluorescentno
obiljezena oligonukleotidna proba koja se veze na ciljne odsjecke DNA izmedu veznih mjesta
za dvije pocetnice. Na 5-kraju probe TagMan vezana je tzv. ,,reporter boja, a na 3-Kraj probe
vezana je akceptorska boja (Q, engl. quencher). Tijekom reakcije PCR, u fazi elongacije, Tag-
polimeraza izrazava svoju 5 egzonukleaznu aktivnost i tijekom polimerizacije novog lanca
izrezuje vezanu probu TagMan pri ¢emu dolazi do razdvajanja fluorokroma na 3' i 5
krajevima te emisije fluorescencije ,reporter” boje. Uredaj qPCR biljezi vrijednosti
fluorescencije i odreduje vrijednost fluorescencijskog praga (threshold) tj., najmanju
vrijednost fluorescencije koja nadmasuje nespecifiéni pozadinski fluorescentni signal. Ciklus
PCR-a u kojem vrijednost fluorescencije nekog uzorka nadmasuje prag fluorescencije naziva
se ,.treshold cycle® (Ct). Sto je podetna koli¢ina DNA u uzorku veéa, to ¢e vrijednost CT-a
biti manja. Linearan odnos izmjerenih vrijednosti Ct-a i logaritamskih vrijednosti
koncentracije DNA u uzorcima poznate koncentracije DNA tzv. standardima, sluzi za izradu
standardne krivulje. Porast fluorescencije ovisi o pocetnoj koli¢ini DNA u uzorku, pa se
analizom fluorescentnog signala u najmanje pet serijskih razrijedenja uzoraka poznate
koncentracije moze odrediti u¢inkovitost reakcije PCR. 1z omjera vrijednosti Ct-a izmjerenih
u prvoj i krajnjoj tocki standardne krivulje i poznatih vrijednosti koncentracije DNA odreduje

se nagib pravca standardne krivulje prema jednadzbi:

w2 —v1)
((x2 — x1))(x — x1)

y-yl=
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iz vrijednosti nagiba standardne krivulje, moze se izracunati u¢inkovitost PCR-a primjenom

izraza:

aem)
E = 10 magib/ _ q

Pravilan porast fluorescencije u odnosu na koncentraciju ocekuje se u 100 % ucinkovitoj

reakciji (36, 37).

Quantifiler™ Y Human Male DNA Quantification Kit sluzi za kvantifikaciju ukupne koli¢ine
muskog DNA u uzorku. Sadrzava sve potrebne reagense za detekciju i kvantifikaciju ciljnih
odsje¢aka DNA kromosoma Y. Quantifiler® Y Kit sadrzi dva para pocetnica i dvije probe
TagMan za kvantifikaciju ciljnih odsjecaka gena SRY (engl. sex-determining region Y) na
polozaju Ypl11.3 te za amplifikaciju kontrole IPC-a (engl. Internal PCR kontrol). Kontrola
IPC je sinteticki oligonukleotid koji se koristi za detekciju prisutnosti inhibitora PCR-a u
ispitivanim uzorcima DNA. Stoga se pri pripremi smjese qPCR, osim specifi¢nih pocetnica
SRY, i bojom FAM obiljezene probe TagMan, dodaju pocetnice i bojom VIC oznaéena sonda
TagMan koja osigurava detekciju amplifikacije kontrole IPC. Zbog toga je u stvarnom
vremenu mogucée istovremeno pratiti amplifikaciju SRY i odsjecaka IPC. U slu¢aju izostanka
amplifikacije gena SRY, signal IPC sluzi za procjenu prisutnosti potencijalnih inhibitora
PCR-a i omogucuje precizno razlucivanje negativnih rezultata i lazno negativnih rezultata
reakcije gPCR (38).

Postupak: Standardi su pripremljeni prema navedenoj Tablici 1. Ukratko, za pripremu prve
to¢ke serije razrijedenja, u 30 pL pufera TE dodano je 10 pL otopine stock poznate
koncentracije Y-DNA (200 ng/uL) kako bi se dobila radna otopina standarda 1 (Stdl; 50
ng/uL). Serijskim razrijedenjima Std1, pripremljeno je jo§ 7 standarda, pri ¢emu je svaki u
odnosu na prethodni razrijeden 3 x. U konacnici je pripremljeno osam tocCaka serije

razrijedenja, koncentracijskog raspona od 50 ng/puL (Std1) do 0,023 ng/pL.

Tablica 1. Priprema standarda

standard | koncentracija primjer minimalna koli¢ina faktor
(ng/pL) razrijedenja
Std1 50 50 pL (200 ng/uL stock) + 150 L TE | 10 pL (stock) + 30 uL TE 4x
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Std2 16,7 50 pL (Std1) + 100 uL TE 10 pL (Std1) + 20 uL TE 3x
Std3 5,56 50 pL (Std2) + 100 pL TE 10 pL (Std2) + 20 uL TE 3x
Std4 1,85 50 pL (Std3) + 100 pL TE 10 pL (Std3) + 20 uL TE 3x
Stds 0,62 50 pL (Std4) + 100 pL TE 10 pL (Std4) + 20 uL TE 3x
Stdé 0,21 50 pL (Std5) + 100 pL TE 10 pL (Std5) + 20 uL TE 3x
Std7 0,068 50 pL (Std6) + 100 pL TE 10 pL (Std6) + 20 uL TE 3x
Stds 0,023 50 pL (Std7) + 100 pL TE 10 WL (Std7) + 20 uL TE 3x

U sljedecem je koraku pripremljen qPCR MasterMix za analizu 30 uzoraka i 8 standarda u
duplikatu, mijeSanjem 798 pL Quantifiler Human Primer Mixa i 950 pL Quantifiler PCR
Reaction Mix reagensa. Pripremljeni je MasterMix promijes$an na vorteks-mjesalici i u svaku
jaZicu pipetirano je 23 pL pripremljene otopine MasterMix i zatim dodano 2 pL standarda ili
2 uL izolata DNA.

Amplifikacija Y-DNA odsjecaka i kontrole IPC provedena je tijekom ponavljajuéih ciklusa
zagrijavanja i hladenja smjese PCR u uredaju Quant Studio 5 PCR sukladnim temperaturnim
uvjetima opisanim u Tablici 2.

Tablica 2. Temperaturni uvjeti u uredaju Quant Studio 5

korak enzyme activation amplification final hold
HOLD broj ciklusa (40) HOLD
temperatura 95°C 95°C 60° C 4°C
vrijeme 10 min 15s 1 min 0

4.2.5. Analiza biljega Y-STR

Yfiler® Kit sadrzi sve potrebne reagense za amplifikaciju Y-DNA. Tijekom visestruke (engl.
multiplex) reakcije PCR dolazi do vezanja pocetnica s razli¢itim fluorescentnim oznakama za

komplementarne sekvence 17 ciljnih lokusa STR-a na kromosomu Y. UmnoZeni odsjecci
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lokusa Y-STR razdvajaju se tijekom automatizirane kapilarne elektroforeze na temelju

veli¢ine i vezanog fluorescentnog biljega.

Elektroforeza je usmjereno gibanje elektricno nabijenih molekula kroz potporni medij
djelovanjem elektri¢nog polja, a omogucava razdjeljivanje molekula DNA, RNA ili proteina.
Manje molekule putuju brze od vecih i putovanje molekula kroz medij ovisi o veli¢ini i
naboju molekule, gusto¢i gela, jakosti strujnog polja i temperaturi (39). Kapilarna
elektroforeza je vrsta elektroforeze koja se izvodi u uskim cjevCicama (kapilarama) i
najucinkovitija je tehnika za razdvajanje odsje¢aka DNA koji se veli¢inom razlikuju za par
nukleotidnih baza. Metoda daje brze rezultate primjenom male koli¢ine uzoraka i reagensa.
Uredaj za kapilarnu elektroforezu sastoji se od visokonaponskog izvora (0 do 30 kV) za
postizanje vrlo uinkovitog razdvajanja, silica (Si02) kapilare, dva spremnika pufera, dvije
elektrode i detektora. UnoSenje uzorka u uredaj za kapilarnu elektroforezu postize se

privremenom zamjenom jednog spremnika pufera s uzorkom (40).

ABI Prism 310 Genetic Analyzer je uredaj koji se koristi za analizu biljega STR u
laboratorijima DNA. Taj uredaj ima jednu kapilaru i analizira jedan po jedan uzorak. Prije
pocetka elektroforeze, smjesi umnozenih odsjecaka STR-a svakog ispitivanog uzoraka dodaju
se fragmenti DNA poznate duljine i specifiénog fluorescentnog obojenja tzv. standardi.
Tijekom elektroforeze, razli¢ito obiljezeni standardi i odsjecci STR-a putuju brzinom koja
ovisi 0 njihovoj duljini te s vremenom prolaze pored detektora koji biljezi fluorescentni biljeg
svakog odsjecka DNA u ispitivanom uzorku. Duljina ciljnih odsjecaka STR-a zatim se
odreduje na temelju standardne krivulje koja prikazuje linearan odnos poznate duljine
standarda i vremena koje im je potrebno za prolazak kroz kapilaru. Kraci ¢e odsjecci DNA
putovati brze od duzih, a vrijeme pojavljivanja signala nepoznatog fragmenta odreduje se u
odnosu na vrijeme koje su ostvarili odsjecci poznate duljine. Za preciznu procjenu duljine
velikog broja umnozenih odsje¢aka STR-a u svakom ispitivanom uzorku koriste se

odgovarajuci programski alati poput racunalnog programa GeneMapper ID v3.2.1. (41).

Postupak: PCR-smjesa za amplifikaciju ciljnih odsje¢aka Y STR 30 uzoraka pripremljena je
mjeSanjem 96 pL reagensa Y filer PCR Reaction Mix, 52,2 pL smjese Y filer Primer Set i 8,4
ML AmpliTag Gold DNA polimeraze. U svaku tubicu PCR-a pipetirano je 4,8 pL MasterMixa
i zatim dodano 3,2 pL izolata DNA. Analiza je provedena na uredaju Applied Biosystems

ProFlex PCR System prema zadanom temperaturnom protokolu (Tablica 3).
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Tablica 3. Temperaturni uvjeti u uredaju Applied Biosystems ProFlex PCR System
korak enzyme PCR final extension | final hold
activation
CYCLE (29 cycles)
HOLD denature | anneal | elongate HOLD HOLD
temperatura 95°C 94° C 61°C | 72°C 60° C 4°C
vrijeme 11 min 1 min 1 min 1 min 80 min o0

Za analizu duljine odsjecka STR-a kapilarnom elektroforezom pripravljena je reakcijska

smjesa dodatkom 25 pL formamida GeneScan 500 L1Z Standarda u 1225 pL Hi-Di. Uzorci za

kapilarnu elektroforezu pripremljeni su mijesanjem 1,5 uL ispitivanog amplikona PCR-a s 25

uL reakcijske smjese, nakon Cega je uslijedila inkubacija na 95° C tijekom pet minuta. Prije

same elektroforeze, uzorci su tri minute inkubirani na -20° C.

4.3. Statisticke metode

Koristene su samo osnovne metode deskriptivne statistike. Numeric¢ki podatci prikazani su

aritmetiCkom sredinom 1 standardnom devijacijom odnosno medijanom 1 interkvartilnim

rasponom.
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5. REZULTATI
5.1. Klini¢ka 1 biokemijska obiljeZja ispitanika

Tablica 4. prikazuje klinicka i biokemijska obiljeZja ispitanika. Vidljivo je kako nema
znacajne razlike u dobi izmedu kontrolnih ispitanika i oboljelih od SSc-a. Ograniceni oblik
SSc-a posjeduje 90 % ispitanika, a difuzni oblik SSc-a 10 % oboljelih. Antinuklearna
protutijela (ANA) zabiljeZena su u svih oboljelih ispitanika, a u vecine je (60 %) dokazana i
prisutnost anticentromernih protutijela (ACA). Zanimljivo, protutijela protiv topoizomeraze |
detektirana su u osam oboljelih ispitanica, od kojih Sest pokazuju simptome tezeg oblika
bolesti SSc-a, ukljuéujuci simptome intersticijske bolesti pluc¢a (N = 4) i difuzno zahvacene

dijelove koze (N = 2).

Tablica 4. Deskriptivna analiza ispitanika

follow-up
F/M Dob* limitirana/difuzna titar ANA scl-70/ACA ILD time*
(NS:SZCO) 18/2  59,4+8,44 18/2 1:320 - 1:3200 8/12 4/20 6,5 (4,25-20,5)
CTRL
(N=10) 10/0  56,4+2,54 - neg neg

* srednja vrijednost + SD;

# medijan (interkvartilni raspon);

F/M — omjer Zzena i muSkaraca; ANA — antinuklearna protutijela; Anti-Scl-70 - protutijela na
topoizomerazu |; ACA — anticentromerna protutijela; ILD — intersticijska plu¢a bolest; CTRL

— kontrola; SSc — sistemska skleroza; CTRL — kontrolni ispitanici; N — broj ispitanika

5.2. Analiza prisutnosti i koncentracije Y-DNA u zdravih ispitanika i oboljelih
od SSc-a

5.2.1. Pokazatelji u¢inkovitosti 1 preciznosti amplifikacije odsjecaka Y-DNA

Procjena ucinkovitosti amplifikacije ciljnih odsjecaka Y-STR tijekom reakcije gPCR-a
uc¢injena je mjerenjem Vrijednosti Ct-a standardnih serijskih razrijedenja (Std1 — Std8) koja su
se zajedno s ispitivanim uzorcima testirala u duplikatu. U svrhu procjene preciznosti reakcije
gPCR-a, analiziran je linearni koleracijski koeficijent (R?), koji opisuje podudarnost
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ocekivane 1 opazene promjene jakosti fluorescentnog signala u odnosu na veli¢inu
razrijedenja DNA u uzorcima Std-a. Sto je vrijednost R? blize 1, to je jate slaganje medu
vrijednostima izra¢unatih modelom i izmjerenih vrijednosti, a preciznost je predvidanja

koncentracije Y-DNA u ispitivanim uzorcima veca.

Sukladno navedenom, zabiljeZene su visoke vrijednosti ucinkovitosti (Eff = 93 %) |
preciznost (R? = 0,997) reakcije qPCR-a (Slika 1), §to podupire pouzdanost ocitanih
vrijednosti Ct-a u ispitivanim uzorcima. Stovie, analizom amplifikacije kontrole IPC-a
zabiljezene su podjednake vrijednosti Ct-a u svim ispitivanim uzorcima (srednja vrijednost +
SD; 26,14 + 0,13; Slika 2), $to ukazuje na odsustvo potencijalnih inhibitora PCR-a i u

potpunosti umanjuje rizik lazno negativnih rezultata.

Standardna krivulja

- i~
\'\I\
‘,;\\\
Cts Bt .
. 2
\‘1_\
[ ~-
Koncentracija (ng/uL)
o Ciljani gen: SRY

Nagib=-3,052
Eff=93%
R?=0,997

Slika 1. Standardna krivulja Y-DNA. Prikaz uéinkovitosti (Eff %) i preciznosti (R?) analize
gPCR-a utvrden na temelju analize 8 tocaka serijskog razrijedenja uzorka koncentracije 50
ng/pl u omjeru 1 : 3
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Amplifikacijska krivulja

<

14 0.1
< 0,058155
o0
\~. . R ): ’)/‘ \
A\ D&“‘\./: y
0001 AW TS Y\T '8
Broj ciklusa
W eCcvIC

Slika 2. Amplifikacijska krivulja kontrole IPC-a u svim ispitivanim uzorcima. Horizontalna
linija prikazuje vrijednost praga fluorescencije

5.2.2. Koncentracija DNA izmjerena primjenom Qubit fluorometra

Za procjenu koli¢ine DNA izolirane iz 1 x 10° stanica PBMC-a po uzorku, koristen je
komercijalni komplet Qubit dsDNA BR i fluorometar Qubit. Koncentracija DNA u
ispitivanim uzorcima izolata DNA odredena je na temelju standardne krivulje pripremljene
mjerenjem fluorescencije dvaju standarda poznate koncentracije DNA, koncentracijskog
raspona 0 — 100 ng/ul, a prema uputama proizvodaca. U populaciji analiziranih uzoraka,

srednja vrijednost koncentracije DNA iznosila je 18,04 £ 4,56 ng/ul.

5.2.3. Pojavnost i koncentracija Y-DNA u uzorcima zdravih ispitanika i oboljelih od SSc-a

Mjerenjem koncentracije Y-DNA metodom gPCR-a na uredaju QuantStudio 5 u ispitivanim
uzorcima DNA izoliranim iz stanica PBMC zdravih ispitanika i oboljelih od SSc-a, nije

zabiljeZena prisutnost Y-DNA. Sukladno veli€ini razrijedenja, pozitivni rezultati zabiljeZeni
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su u uzorcima Std1-Std8 (raspon Ct-vrijednosti 23,65 — 35,54, SD ponovljenih mjerenja <

0,18) i u dva uzorka izuzeta od oboljelih ispitanika muskog spola (Tablica 5).

Tablica 5. Koncentracije Y-DNA u dvijema pozitivnim kontrolama

uzorak | dijagnoza | Ct Mean | Ct SD | Quantity Mean
7K-10 SSc 29,131 | 0,206 1,252
7K-18 SSc 25,358 | 0,234 14,975

5.3. Analiza odsjecaka STR na kromosomu Y

U svrhu provjere rezultata dobivenih primjenom komercijalnog kompleta Quantifiler ™ Y

Human Male DNA Quantification i uredaja Quant Studio 5 real-time PCR, provedena je i
analiza 16 Y-STR-lokusa: DYS456, DYS390, DYS3891l, DYS458, DYS19, DYS385 a/b,
DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438 i DY S448.
Geneticki profil biljega STR na kromosomu Y ocekivano je zabiljezen u uzorcima oboljelih
muskih ispitanika (ZK-10 i ZK-18; Slika 3 a. i 3 b.), ali prisutnost Y-DNA u uzorcima zdravih

1 oboljelih ispitanika Zenskog spola nije dokazana.
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Applied
Biosystems Srpanj 2019.
GeneMapper ID v3.2.1
Sample File Sample Name Panel SQ0
B4ZK 10 Y fsa ZK10Y Yfiler_v2
[B_DYS456] | B_DYS388I | [ B_DYS390 | T B_DYS383ll ]
100 150 200 250 300 350
3600
2400+
1200+
ol 2l |
al 14 al 12
sz 108.11 sz 151.35
ht 3909 ht3116
B4ZK 10 Y fsa ZK10Y Yfiler_v2
[ G_Dys4ss | | G_DYS19 | [ G_DYS385
1L|)U 1§U 2rl:-n 2§0 390 3?0
5400
3600+
1800+ /LA
G“ A h A "y
al 16 al 15 al 15
sz 138.10 sz 195.07 sz275.30
ht 6440 ht 5409 ht 4356
al 20
sz 295.98
ht 3118
B4ZK 10 Y fsa ZK10Y Yfiler_v2
[ vobDyszes | [ vy.obvsas1 | | Y DYS439 | [ v Dvseas | | Y_DYS392 ]
100 150 200 250 300 350
54001
3600
1800+ A
0 l l T A T T
al 12 al 10 al 12 al 21 al 12
sz 115.57 sz 163.44 sz 213.02 57 249.95 s7 306.47
ht 6466 ht 2682 ht 3385 ht 5490 ht 3501
B4ZK 10 Y fsa ZK10Y Yfiler v2
R_Y_GATA_H4 [ RDYS437 | [ R DYS438 | [ R_DYS448
1?0 1§n 2EIHJ 2?0 390 3?0
4800+
3200+
1600+
0 I al) )] |
al 12 al 14 al 9 al 19
sz 137.77 sz 186.22 sz 228.79 sz 292.36
ht 3549 ht 5701 ht 4483 ht 3799

25



Rezultati |

Applied
Biosystems Srpanj 2019.
GeneMapper ID v3.2.1
Sample File Sample Name Panel $Q0
B127K-18 Y fsa ZK-18Y Yfiler_v2 X
[[B_DYS456 | | B_DYS389 | [ B_DYS380 | | B_DYS389ll |
100 150 200 250 300
9000
6000
3000 J l A
c A | Pl A - - A r A A 7
al 15 al 13 al 24 al 31
sz 111.92 sz 155.70 5221336 5z 281.16
ht 4406 | ht 7922 ht 4777 ht 3088
B12ZK-18 Y .fsa ZK-18Y Yfiler_v2 Pl
[ G_DYS458 | | G_DYS19 | [ G_DYS385 ]
100 150 200 250 300
9000
6000
3000 IL
0 ‘n\ I|I & 1 l I 1
al 17 al17 al 14
sz 142.67 sz 202.73 sz 270.96
ht 6155 ht 5816 ht 7077
al 15
sz 275.05
ht 6218
B12ZK-18 ¥ .fsa ZK-18 Y Yfiler_v2 Pt
[ Y_DYS393 | [ YoDvsze1 | | Y_DYS439 | [ v Dysess | | Y_DYS392 |
100 150 200 250 300
goo0| '
6000
3000 i
0 I T
al 13 al 11 al 13 al 22 al 11
sz 119.85 sz 167.51 52 216.86 5z 253.46 sz 303.10
ht 5697 ht 6863 ht 2620 ht 5855 ht 4695
B12ZK-18 Y .fsa ZK-18 Y Yfiler v2 Pl
R_Y_GATA_H4 [ RDYS437 | [ R DYS438 | [ R_DYS448 |
100 150 200 250 300
gooo | ' ' ' ' '
6000
3000 J
oL | l A _JL A
1 I T T
al 11 al 15 al 10 al 19
sz 133.60 sz 190.36 sz 233.60 5229224
ht 5754 ht 4775 ht 7095 ht 7358

b)

Slika 3. Profili Y-STR-a oboljelih ispitanika muskog spola. Slika prikazuje elektroferogram

dobiven metodom kapilarne elektroforeze nakon obrade rezultata u rac¢unalnom programu
GeneMapper. Odredeni su profili mugkih ispitanika oznake ZK-10 (a) i ZK-18 (b)
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6. RASPRAVA

U svrhu kvantitativne analize mikrokimerizma u perifernoj krvi oboljelih od sistemske
skleroze ispitivana je koncentracija Y-DNA u oboljelih i zdravih ispitanika. Istrazivano je
pokazuju li ispitanice oboljele od SSc-a razli¢iti udio Y-DNA u odnosu na zdrave kontrole u
populaciji perifernih leukocita. Prou¢avana je i povezanost promjene u koncentraciji Y-DNA
s obiljezjima 1 tezinom SSc-a. Dosadasnji napori u istrazivanju etiologije i patogeneze SSc-a
ukazuju na potencijalnu ulogu mikrokimerizma, koji se moze pojaviti tijekom trudnoce kao
posljedica razmjene bioloskog materijala izmedu majke i djeteta. Otkriveno je da fetalne
stanice perzistiraju u majc¢inoj perifernoj krvi desetlje¢ima nakon trudnoc¢e. Dugotrajna
perzistencija fetalnih stanica ima potencijalni bioloski znacaj, ukljucuju¢i ulogu fetalnih
stanica u razvoju autoimunosti. U svrhu provjere te hipoteze, analizirane su specificne genske
regije kromosoma Y, kao biljega potencijalne prisutnosti fetalnih stanica u perifernoj krvi
oboljelih ispitanica koje su rodile barem jedno musko dijete. S istim ciljem, provedena je i
kvantitativna analiza kromosoma Y, ali zabiljeZeni rezultati nisu potvrdili ranija izvjesc¢a o
prisutnosti Y-DNA u oboljelih od SSc-a.

Mijerenje koncentracije Y-DNA i analiza biljega Y-STR provedena je na 30 uzoraka izoliranih
DNA iz stanica PBMC 18 oboljelih i 10 zdravih ispitanika. Kao pozitivne kontrole testirana
su i dva dodatna uzorka izolirana iz stanica PBMC dvaju oboljelih ispitanika muskog spola.
Kvantitativna analiza i analiza STR-a Y-DNA u perifernoj krvi 28 ispitanica nije zabiljezila
prisustvo kromosoma Y. Takav je rezultat moguca posljedica nemogucénosti detekcije izrazito
male koli¢ine Y-DNA u ispitivanim uzorcima i potencijalno ukazuje na nedovoljno znacajnu
ulogu perifernih fetalnih mikrokimernih stanica u razvoju SSc-a. Indikatori ucinkovitosti i
preciznosti qPCR-reakcije ucinjene primjenom komercijalnog kompleta Quantifiler™ Y
Human Male DNA Quantification isklju¢uju moguénost lazno negativnih rezultata i podupiru
zabiljeZzena mjerenja, barem u okviru ispitivanog koncentracijskog raspona (50 ng/pL — 0,02
ng/uL). U prilog optimalnih metodoloskih uvjeta u kojima je ucinjena analiza, svjedoCe i

pozitivni rezultati Y-DNA ostvareni u uzorcima ispitanika muskog spola.

Nasi se rezultati, medutim razlikuju u odnosu na istraZivanje koje su proveli Evans 1 sur. na
uzorku stanica PBMC izoliranih iz periferne krvi 48 zdravih i 20 oboljelih ispitanica na SSc.
U njihovom istrazivanju pojava mikrokimerizma potvrdena je u 33 % (16 od 48) zdravih Zena

1 60 % (12 od 20) Zena sa SSc-om. Za razliku od naseg istrazivanja, Evans i sur. koristili su
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drugaciji metodoloski pristup ukljucujuéi primjenu ugnjezdene (engl. nested) reakcije PCR-a i
znatno vece koli¢ine materijala DNA (1 pl/uzorku) za analizu prisutnosti Y-DNA, koje pak
uvelike premasuju razine DNA analizirane u okviru ove studije (cca 40 ng/uzorku) (1). U
istrazivanju koje su proveli Lambert NC i sur. ispitivana je koncentracija Y-DNA u plazmi i
stanicama PBMC. Analiza je provedena na uzorcima plazme 22 kontrolne ispitanice i 25 zena
oboljelih od SSc-a koje su rodile barem jedno musko dijete. Medu njima, FMc je zabiljeZen u
6 zdravih i 9 oboljelih ispitanica. Za kvantifikaciju FMc-a u plazmi izraunata je vrijednost
genomskog ekvivalenta muskih stanica na milijun maj¢inih stanica u perifernoj krvi (gEq/mil;
engl. genome equivalent male cells per milion maternal cells) te je u oboljelih zabiljezeno O -
8,2 fetalnih stanica na milijun majc¢inih, a u kontrolama taj je omjer iznosio 0 - 10 / milijun. U
tom istrazivanju U oboljelih od SSc-a nije zabiljeZena znacajna razlika u koli¢ini Y-DNA u
plazmi u odnosu na plazmu zdravih ispitanica. Suprotno tomu, Lambert NC i sur. uo¢ili su
znacajne razlike u koli¢ini Y-DNA u uzorcima stanica PBMC izoliranih iz periferne krvi 47
oboljelih i 46 zdravih ispitanica. Za ciljnu gPCR Y-DNA regiju odabrali su sekvencu DY S14
koja je strogo Y-specificna. Geni koji su u humanom genomu prisutni u samo jednoj kopiji,
poput gena SRY koji je analiziran u okviru ove studije, izrazavaju manju osjetljivost u analizi
gPCR-a nego geni s vise genskih kopija poput DYS14. Lambert i sur. takoder su Koristili
nesto vece pocetne koli¢ine DNA te su za potrebe analize qPCR-a primijenili 66 ng DNA iz
stanica PBMC te 5 uL resuspendirane DNA iz plazme. (42). Pozitivni rezultati koje su
zabiljezili Evans i Lambert, moguca su posljedica drugacijeg metodoloskog pristupa pri ¢emu
vecéa populacija ispitanika, odabir specific¢nijih ciljnih sekvenci i povecéanje koli¢ine materijala

DNA za analizu igraju klju¢nu ulogu.

Zanimljivo je napomenuti da je u okviru studije Lamberta i sur., pozitivan nalaz Y-DNA u
plazmi jedne ispitanice zabiljezen kao posljedica transfuzije krvi. To ukazuje na znacajan
rizik od lazno pozitivnih rezultata FMc-a u ispitanika na SSc izloZenih posljedicama
eventualnih transfuzijskih ili transplantacijskih intervencija, prepoznatim ili neprepoznatim
blizanackim trudno¢ama i spontanim ili induciranim pobacajima. U namjeri da istrazi ulogu
drugih, ne-fetalnih izvora strane DNA u razvoju SSc-a, Yan Z i sur. istrazili su prisutnost Y-
DNA kod Zena koje nisu rodile muSko dijete. U istrazivanju su koristili qPCR za
amplifikaciju DYS14 Y-kromosomske sekvence. U njihovom istrazivanju pojava Y-DNA
potvrdena je kod cetiriju zena sa SSc-om (dvije bez povijesti prethodnih trudnoca ili poroda i
dvije s potvrdenim paritetom) te U tri zdrave zene bez povijesti o gravidnosti ili paritetu, ali ne

I u zdravih ispitanica koje su rodile zensku djecu. Zanimljivo je naglasiti da nijedna od
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navedenih Zena s pozitivnim nalazom Y-DNA u perifernoj krvi nije bila izloZena transfuziji
krvi, niti je imala muskog blizanca, §to upucuje na vaznost drugih izvora Y-DNA u Zena, koje
tek treba istraziti. Ne smije se zanemariti uloga fetalnih stanica zenskih potomaka, koje
takoder mogu sudjelovati u pojavi FMc-a, a €ija se prisutnost ne moze zabiljeziti analizom
sekvenci Y-DNA. Stovise, u jedne ispitanice nije dokazana Y-DNA, ali je potvrdena
prisutnost stanica koje izrazavaju antigene HLA razli¢ite od njezinih, ali istovjetne ocevim.
Rezultati njihovog istrazivanja naglasavaju potrebu za dodatnim metodama ispitivanja
mikrokimerizma poput kvantitativnih pristupa usmjerenih na analizu gena HLA ili drugih

genskih polimorfizama (31).

Johnson 1 sur. pokusali su identificirati i kvantificirati FMc u razlicitim tkivima kod Zena
oboljelih od SSc-a. Analizirali su vie uzoraka tkiva dobivenih obdukcijom zena oboljelih od
SSc-a ili umrlih od uzroka koji nisu povezani s autoimunim bolestima. Za otkrivanje muskih
fetalnih stanica u uzorcima nadbubrezne Zlijezde, srca, crijeva, bubrega, jetre, pluca, limfnih
¢vorova, gusterace, koze, slezene i paratireoidne Zlijezde koristili su metodu fluorescentne in
situ hibridizacije (FISH). Muske fetalne stanice najceS$¢e SU uoCene u slezeni ispitanica
oboljelih od SSc-a, sto je bilo za ocekivati s obzirom na ulogu centralnih limfoidnih organa
majke u razvoju tolerancije prema fetalnim antigenima. Tolerancija je vazan ¢imbenik koji
osigurava perzistenciju fetalnih stanica u majéinom tkivu i u perifernoj cirkulaciji. S obzirom
na to, osim u slezeni, muske fetalne stanice najcesée su primijecene u limfnim ¢vorovima,
plu¢ima, nadbubreznoj Zlijezdi 1 koZi Sto sugerira da fetalne stanice mogu migrirati 1
uspostaviti mikrokimerizam u viSe tipova tkiva. U slu€aju druge trudnoce, fetalne stanice iz
prethodne trudno¢e mogu takoder potencijalno migrirati do tkiva i organa novog fetusa (31).
Prisutnost fetalnih stanica u unutarnjim organima moze imati za posljedicu razvoj autoimunih
bolesti. Vazno je napomenuti da u tkivu zena ¢ija je smrt bila posljedica uzroka nevezanih uz

autoimune bolesti, muske fetalne stanice nisu zabiljezene (32).

Povezanost izmedu mikrokimerizma i drugih autoimunih bolesti takoder je ispitivana.
Corpechot C i sur. istrazili su potencijalnu ulogu mikrokimerizma u primarnoj bilijarnoj cirozi
(PBC). Za otkrivanje kromosoma Y Kkoristili su perifernu krv i tkivo jetre. U njihovom
istrazivanju prikupljeno je 20 uzoraka krvi kontrolnih ispitanica i 20 uzoraka oboljelih
ispitanica koje su rodile barem jedno musko dijete te 15 uzoraka tkiva jetre kontrolnih
ispitanica i 25 oboljelih ispitanica. Y-DNA iz periferne krvi, odnosno jetre zabiljeZena je u
9/20 odnosno 5/15 oboljelih, te 5/20 odnosno 8/25 zdravih zena. Srednja vrijednost gEg/mil u
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perifernoj krvi oboljelih iznosila je 5,2 £ 2,2, , odnosno 1,8 = 0,9 u zdravih ispitanica. U jetri
oboljelih ispitanika zabiljezeno je 1,4 = 0,6 gEg/mil, a u zdravih 2,2 £ 0,7 gEg/mil. Statisticki
znacajna razlika koli¢ine strane DNA izmedu kontrolnih ispitanika i oboljelih ispitanika nije
zabiljezena. Takoder nije uoCena znaCajna korelacija izmedu mikrokimerizma i teZine
oboljenja PBC-a. Medutim, uoCena je povezanost medu pojavom mikrokimerizma i
ucestalosti Sjogrenovog sindroma i anticentromernih protutijela, koje cesto vidamo u
oboljelih od SSc-a (43). S obzirom na izostanak pozitivnih rezultata mjerenja Y-DNA u nasim
uzorcima, u okviru ove studije nije bilo moguée provesti analizu povezanosti vrijednosti

koncentracije Y-DNA s obiljezjima i tezinom SSc-a.

Unato¢ navedenom, rezultati drugih istraZivanja pokazuju da je primjenom povecane koli¢ine
DNA i analizom specifi¢nijih genskih regija moguce unaprijediti osjetljivost i razluéivost
metode qPCR-a. Analizom dodatnih, ne samo genskih lokusa Y-DNA, moze se pospjesiti
detekcija fetalnih stanica Zenskog porijekla koje takoder mogu biti inicijatori aktivacije
imunoloskog odgovora u majke. Nastavno bi se istrazivanje trebalo provesti na ve¢em broju
ispitanika, analizom ekspresije razliitih genskih biljega u uzorcima vece pocetne

koncentracije DNA.

30



Zakljucak |

7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

prisutnost i koncentracija Y-DNA u ispitivanim uzorcima nije utvrdena, potencijalno
kao posljedica izrazito male koli¢ine Y-DNA Kkoja se u ispitivanim uzorcima nalazi
ispod donje granice osjetljivosti kompleta QuantiFiler Y Human Male DNA
Quantification

za potvrdu rezultata kvantitativne analize mikrokimerizma u SSc-a potrebno je
analizirati vec¢u kolicinu DNA na vecem broju ispitanika uz izbor dodatnih,

specifi¢nijih genskih regija.
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8. SAZETAK

UVOD: SSc je kroni¢na autoimuna bolest vezivnog tkiva nepoznate etiologije.
Mikrokimerizam je prisutnost male koli¢ine stranih stanica ili DNA unutar tkiva ili cirkulacije
pojedinca. Postoje dvije osnovne vrste mikrokimerizma, maj¢inski mikrokimerizam (MMc) i
fetalni mikrokimerizam (FMc), koji se razvijaju kao posljedica dvosmjernog prometa stanica

u trudnodi.

CILJ ISTRAZIVANJA: istraziti kvantitativne udjele Y-specifi¢nih genskih regija u
uzorcima DNA izoliranih iz perifernih leukocita oboljelih od SSc-a i zdravih ispitanika te
usporediti izmjerene koncentracije Y-DNA s biokemijskim i demografskim obiljeZjima

ispitanika.

MATERIJALI | METODE: U istrazivanje je obuhvaceno 18 oboljelih 1 10 zdravih,
punoljetnih ispitanica koje su rodile barem jedno musko dijete te dvije pozitivne kontrole
muskog spola. Za izolaciju ukupnih perifernih leukocita (PBMC) iz pune krvi koristen je
medij Lymphoprep™. Izolacija DNA provedena je primjenom komercijalnog kompleta
Qiagen QlAamp Mini. Mjerenje koncentracije Y-DNA provedeno metodom qPCR na uredaju
QuantStudio 5 primjenom komercijalnog kompleta Quantifiler™ Y Human Male DNA

Quantification. Analiza biljega STR ucinjena je na uredaju ABI Prism 310 Genetic Analyzer.

REZULTATI: Prisutnost i koncentracija Y-DNA u uzorcima zdravih ispitanika i oboljelih od
SSc-a nije zabiljezena. Koncentracija Y-DNA uspjesno je analizirana u standardnim uzorcima

i u dvije pozitivne kontrole te su dobiveni profili Y STR kontrolnih ispitanika muskog spola.

ZAKLJUCAK: lzostanak pozitivnog nalaza Y-DNA u uzorcima stanica PBMC oboljelih od
SSc-a moguca je posljedica izrazito male koli¢ine Y-DNA u ispitivanim uzorcima. Za potvrdu
rezultata kvantitativne analize mikrokimerizma u SSc-u potrebna je analiza veée koli¢ine

DNA u vecem broju ispitanika uz odabir specifi¢nijih genskih regija.

KLJUCNE RIJECI: sistemska skleroza, mikrokimerizam, fetalni mikrokimerizam,

maj¢inski mikrokimerizam.
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9. SUMMARY

Quantitative analysis of microchimerism in peripheral blood of scleroderma patients

INTRODUCTION: Systemic sclerosis (SSc) is a chronic autoimmune disease of the
connective tissue of the unknown etiology. Microchimerism is the presence of a small amount
of foreign cells or DNA within the tissue or circulation of an individual. There are two basic
types of microchimerism, maternal microchimerism (MMc) and fetal microchimerism, which

develop as a result of bidirectional cell turnover in pregnancy.

OBJECTIVE: The aim of this study is to investigate the quantitative proportions of Y
specific gene regions in DNA samples isolated from periheral leukocytes from both SSc
subjects and healthy subjects, and to compare the measured concentrations of Y DNA with

the biochemical and demographic characteristics of the subjects.

MATERIALS AND METHODS: The study inclued 18 SSc subjects and 10 healthy
controls, adult women who gave birth to at least one male child and two positive controls for
the male gender. Lymphoprep™ medium was used to isolate total peripheral leukocytes
(PBMC) from the blood. DNA isolation was performed using the Qiagen QlAamp Mini
commercial kit. The DNA concentration was measured by the gPCR method on the
QuantStudio 5 using Quantifiler™ Y Human Male DNA Quantification commercial kit. The

analysis of STR marker was done on an ABI Prism 310 Genetic Analyzer.

RESULTS: The presence and concentraction of Y DNA in the samples of healthy controls
and SSc subjects were not recorded. The Y DNA concentraction was successfully analyzed in
standard samples and in two positive controls and obtained Y STR profiles of male control

subjects.

CONCLUSION: The absence of positive DNA in PBMC samples of SSc subjects is a
possible consequence of the extremely small amount of Y DNA in the analyzed samples. To
confirm the results of quantitative analysis of microchimerism in SSc requires analysis of a
larger amount of DNA in higher number of subjects with the selection of more specific gene
regions.

KEY WORDS: systemic sclerosis, microchimerism, maternal microchimerism, fetal

microchimerism
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