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Sazetak

U patogenezi kontaktnog dermatitisa (KD) sudjeluju brojni ¢imbenici, medu kojima se navodi
1 CD44. U prijasnjim istraZzivanjima na animalnom modelu pokazalo se da bi CD44 mogao
sudjelovati u usmjeravanju upalnih stanica u lezije koze tijekom razvoja upale u alergijskom i
iritativnom KD-u pa smo istrazili izrazenost CD44 kod bolesnika s KD-om i dobivene
rezultate usporedili s tezinom klinicke slike.

Istrazivanje je obuhvatilo 50 bolesnika s alergijskim KD-om i 50 bolesnika s iritativnim KD-
om. Kod njih je u€injena biopsija koznih lezija i epikutani (patch) test na kontaktne alergene
te su praceni tijekom godine dana, nakon ¢ega je putem upitnika provedena anketa o tezini
bolesti i prate¢im smetnjama. Uzeti bioptati koze bolesnika s KD-om usporedivani su s
uzorcima bolesnika s vulgarnom psorijazom i kontrolnom skupinom uzoraka zdrave koze

(dobivenih od resekcijskih rubova ekscidiranih nevusa).

U svim je istrazivanim skupinama imunohistokemijskom analizom odredivana ekspresija
CD44 primjenom svjetlosnog mikroskopa, a dobiveni rezultati prikazani su semikvantitativno

(odredivanjem postotka imunoreaktivnih stanica u epidermisu i dermisu te na limfocitima).

Rezultati su pokazali statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina (P<0,001) 1
najvecu izrazenost CD44 u iritativnom KD-u, nakon ¢ega slijedi alergijski KD, a potom
vulgarna psorijaza i kontrolna skupina. Usporedba tezine bolesti (alergijskog KD-a i
iritativnog KD-a) s izraZzenosti CD44 (u epidermisu, dermisu i na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika) nije pokazala statisticki znacajnu razliku izmedu tih dviju skupina. Medutim,
alergijski KD manifestirao se tezom klinickom slikom od iritativnog KD-a (P<0,001), ¢emu
su najviSe pridonijeli veca zahvacenost koze (P=0,006), ceS¢e koriStenje sustavne
kortikosteroidne terapije (P=0,026), izloZenost alergenima (P<0,001) i vete ograni¢enje
bolesnika u svakodnevnom radu (P=0,001). Znacajno povecana ekspresija CD44 u iritativnom
KD-u mogla bi biti povezana s ulogom CD44 u funkciji i oCuvanju kozne barijere tih
bolesnika.

Ova problematika zahtijeva daljnja istrazivanja patogeneze bolesti te otkrivanje novih
terapijskih mogucénosti kako bi se takvim bolesnicima poboljsala kvaliteta Zivota 1 omogucilo

normalno obavljanje svakodnevnih aktivnosti.

Kljuéne rijeci: CD44, imunohistokemija, alergijski kontaktni dermatitis, iritativni kontaktni

dermatitis



Summary

A number of factors contribute to the pathogenesis of contact dermatitis (CD), including
CD44. Previous research on an animal model has shown that CD44 could contribute to
directing inflammatory cells into skin lesions during development of an inflammation present
in allergic and irritant CD. Therefore, we have researched the expression of CD44 in patients
with CD and compared the results with the disease severity of affected patients. Our research
involves 50 patients with allergic CD and 50 patients with irritant CD. Patients of both groups
have undergone biopsies of skin lesions and a patch test to contact allergens and were
subsequently observed for a year, after which a questionnaire was performed and enquired
about disease severity and accompanying issues. The samples collected during skin biopsies
of patients with CD were compared to samples acquired from patients suffering from psoriasis
vulgaris and a control group of samples of healthy skin (acquired by excising tissues
surrounding the nevi). In all researched groups, the expression of CD44 was determined by
immunohistochemical analysis using an optical microscope, after which the results were
visualised semiquantitatively (by determining the percentage of immunoreactive cells in the
epidermis, dermis, and lymphocytes).

The results have shown statistically-significant differences between the researched groups
(P<0.001) and the highest expression of CD44 in irritant CD, followed by allergic CD,
psoriasis, and finally, the control group. Comparing disease severity (of allergic and irritant
CD) with the expression of CD44 (in the epidermis, dermis, and lymphocytes of patients’ skin
samples) has not shown a statistically-significant difference between the two groups.
However, patients suffering from allergic CD have reported a higher severity of symptoms
compared to those suffering from irritant CD (P<0.001). The main causes of this are greater
areas of affected skin (P=0.006), more frequent systemic corticosteroid treatments (P=0.026),
exposure to allergens (P<0.001), and greater impairment of patients in everyday activities
(P=0.001). Significantly elevated expression of CD44 in irritant CD might be related to the
function of CD44 in maintaining and preserving a skin barrier in affected patients.The
mentioned problematics demand further research into disease pathogenesis and discovering
new treatment options to improve patients’ quality of life and enable them to carry out

everyday tasks.

Key words: CD44, immunohystochemical analysis, allergic contact dermatitis, irritant

contact dermatitis
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POPIS KRATICA
ABC avidin-biotin-complex
ACD advanced cell diagnostics = napredna stani¢na dijagnostika

AD atopijski dermatitis

APC antigen presenting cells = antigen prezentirajuce stanice
CD  contact dermatitis = kontaktni dermatitis

CTL citotoksic¢ni limfociti

DTH delayed hypersensitivity reaction = kasna alergijska reakcija
ECM ekstracelularni matriks

EGF epidermal growth factor = epidermalni ¢imbenik rasta

ELAM endothelial leukocyte adhesion molecule = endotelna leukocitna adhezijska

molekula

HA  hyaluron acid = hijaluronska kiselina

HGF  hepatocyte growth factor = ¢imbenik rasta hepatocita

ICAM intercellular adhesion molecule = intercelularna adhezijska molekula
ICOS inducibile T-cell costimulators

IFN-y interferon-gama

lg imunoglobulin

IL interleukin

KD kontaktni dermatitis

LC langerhans cell = Langerhansova stanica

LFA lymphocite function antigen = limfocitni funkcijski antigen



LSAB labeled streptavidin biotin

MCP  monocyte chemoatractant protein = monocitni kemoatraktantni protein
MH matriks hijaluronan

MHC  major histocompatibility complex = glavni kompleks histokompatibilnosti
PD-1 programmed cell death protein- 1

SZO  Svjetska zdravstvena organizacija

pMHC peptid neoantigena uzlijebljen u MHC kompleks

RANTES regulated on activation normal T cell expressed and secreted = regulirano

aktiviranje normalnih T stanica ekspresijom i sekrecijom

TEWL transepidermal water loss = transepidermalni gubitak vode

TJ tight junctions = ¢vrste veze

TNF-a tumor necrosis factor-alfa = tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa

VCAM vascular cell adhesion molecule = vaskularna stani¢na adhezijska molekula
VEGF vascular endothelial growth factor = vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

VLA very late integrin = vrlo kasni integrin
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Alergijski 1 iritativni kontaktni dermatitis (KD) relativno su Ceste dermatoze u ¢ijoj se
diferencijaciji isti¢e obiljezje da u patogenezi iritativnog KD-a ne sudjeluju imunosne reakcije
1 nije potrebno prethodno izlaganje nekoj tvari te da slicnu reakciju ima veéina ispitanika
izloZzenih odredenoj tvari (1).

Kod iritativnog KD-a za nastanak promjena odgovorna je izloZenost koze nekoj tvari (i u
malim koncentracijama), pri ¢emu zbog ponavljanih utjecaja dolazi do njezina oStecenja i
kumuliranja ucinka. Takve promjene mogu postupno dovesti do kroni¢nog ostecenja koze, a
tipi¢no je da su najc¢esce lokalizirane (ne Sire se).

Kod alergijskog KD-a nastaje imunosna reakcija pokrenuta senzibilizacijom na neku tvar
(alergen) posredovanjem T-limfocita, uz prethodnu izloZenost toj tvari. Najvazniji ¢cimbenik u
diferencijaciji tih dvaju tipova kontaktnih dermatitisa je provodenje epikutanog testa kojim se
dokazuje alergijska reakcija tipa 1V.

Alergijski KD (akutni i kroni¢ni) obuhvaéa 5-15% svih dermatoza (1). Znatan dio KD-a su
profesionalni KD-i. Postoje podaci da se u industrijski razvijenim zemljama vise od 30% svih
profesionalnih bolesti javlja na kozi, pri ¢emu je u vise od 90% slucajeva rijec o iritativnom i

alergijskom KD-u (2).

1.1. Etiopatogenetska obiljezja KD-a
Kod alergijske kontaktne reakcije postoje Cetiri podvrste reakcija s obzirom na subpopulaciju
T-limfocita koje mogu sudjelovati u reakcijama: pomoc¢nicke stanice tipa 1 (IVa), pomo¢nicke
stanice tipa 2 (IVb), citotoksi¢ni T-limfociti (IVc) te T-limfociti koje luce 1L-8 (I\Vd) (3,4).
Imunosna reakcija tipa IV dogada se na kemijski reaktivne haptene koji Cesto nastaju iz
nestabilnih tvari (prohaptena) koji se u epidermisu razgraduju te se elektrofilni ostatci

kovalentno vezu na nukleofilne grupe proteina koZe, nakon cega se javljaju promjene na kozi

(1,5).

Proucavajué¢i negativan utjacaj kontakta s razliitim tvarima pokazalo se da kontaktne
promjene na kozi naj¢esce poticu lateks, zaStitna oprema, sapuni i sredstva za CiS¢enje, zatim
smole, akrilati itd. (6-8). Najcesce pozitivne reakcije u epikutanom testu su na metale, mirise,
lokalne antibiotike, kemikalije u frizerskim setovima, lokalne kortikosteroide, ljepila i plastiku
(9). Takoder se pokazalo da vrsta alergena ovisi i o lokalizaciji promjena (10-12). Brojne

studije pokazale su da je od 20 do 40% pozitivnih epikutanih testova pozitivno na nikal (13-
18).



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

Postoje spoznaje da se ucestalost alergijskog KD-a povecava s dobi. Ponavljajuca i
prolongirana izloZenost te potencijalna osjetljivost na neke tvari dovode do povecanja razvoja
alergijskog KD-a u odrasloj dobi (19). Medu kontaktnim alergenima istiu se razliCite tvari, a
osobito Cesto metali, zbog Cega su i najéesce ispitivani.

Patogeneza alergijskog KD-a je slozena (20-23). Patogenetski soli metala se ne vezu
kovalentno, ve¢ slabim interakcijama tvore komplekse s proteinima koze. Hapteni se mogu
direktno vezati i na peptide koji se ve¢ nalaze unutar zlijeba molekula glavnog sustava
histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex) (MHC) razreda | i Il. Prilikom
prvog epikutanog kontakta (senzibilizacijska faza) hapteni stimuliraju keratinocite na
izrazavanje adhezijskih molekula, kao S§to su intercelularne adhezijske molekule (engl.
intercellular adhesion molecule) (ICAM-1), proupalni citokini, interleukini (IL-1-a, IL-1p),
tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa (engl. tumor necrosis factor-alfa) (TNF-a), IL-6 i
kemokin (IP-10), monocit kemoatraktant protein (engl. monocyte chemoatractant protein)
(MCP-1), regulirano aktiviranje normalnih T-limfocita ekspresijom i sekrecijom (engl.
regulated on activation normal T cell expressed and secreted) (RANTES, CCL18) (24,25).
Takav okoli§ potice epidermalne Langerhansove stanice (engl. langerhans cell) (LC) da
preuzimaju neoantigen, preraduju ga, izrazavaju molekule MHC razreda 1 1 II te migriraju u
regionalne limfne ¢vorove gdje ga predoCavaju naivnim T-limfocitima. Potom LC-e,
prvenstveno u sklopu MHC razreda I, predo¢avaju antigen CD8+ limfocitima (5).

Pokazalo se da keratinociti luce proupalne citokine 1 kemokine koji aktiviraju, uz epidermalne
LC-e, i vaskularne endotelne stanice u dermisu. Pritom endotelne stanice izrazavaju
adhezijske molekule i omogucéavaju ekstravazaciju efektorskih stanica, tj. senzibiliziranih T-
limfocita (CD8, Trl), mastocita, bazofila i imunocita (26).

Prilikom ponovnog kontakta s istim haptenom LC-e kao antigen prezentirajuce stanice (engl.
antigen presenting cells) (APC) u dermisu predocCavaju neoantigen memorijskim CD8+
limfocitima. Ovi CDS8+ limfociti poprimaju efektorsku citotoksi¢nu limfocitnu (CTL)
funkciju, veZzu se na keratinocite koji izrazavaju pMHC I (peptid neoantigena uzlijebljen u
molekulu MHC 1) i luce interferon-gama (IFN-y). Tijekom tog procesa IFN-y §to ga luce
CTL-i 1 aktivirani makrofagi (histiociti) potice ekspresiju molekula Fasa na keratinocitima te
ovaj veze FasL koji izrazavaju CTL-1, $to dovodi do apoptoze u konacnici. Uz to, [FN-y potice
degranulaciju mastocita i bazofila koji oslobadaju liticke medijatore te vazodilatatore

(histamin) i kemokine koji omogucavaju daljnju infiltraciju stanica i razvoj upale (26). Za
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razliku od neutrofila, makrofazi ne odumiru lokalno ve¢ u roku od nekoliko dana migriraju u
limfne c¢vorove, izrazavaju kostimulacijske molekule (CD80/86) i ondje predocavaju
antigenske peptide limfocitima. Vazno je da limfociti izraZzavaju kasne integrine (engl. very
late integrin) (VLA) i takoder "homing" receptore (CD44), koji predstavljaju tre¢i val
infiltracije i pokre¢u adaptivnu imunoreakciju (5,27).

S obzirom na to da u toj patogenezi joS ima dosta nepoznanica, vazna su istrazivanja
provedena na eksperimentalnim Zzivotinjama koja su upozorila na potencijalnu ulogu CD44
kod alergijskog KD-a (28). Do sada je poznato da je CD44 antigen po strukturi glikoprotein na
stani¢noj povrsini, koji je uklju¢en u medustani¢ne interakcije, stanicne adhezije 1 migracije.
Kod ljudi je CD44 kodiran genom na kromosomu 11 (Slika 1.) (29).

Pokazalo se da CD44 sudjeluje u razli¢itim stani¢énim funkcijama, ukljuc¢ujuéi aktivaciju
limfocita, hematopoezu i metastaziranje tumora. Utvrdeno je i da CD44 moze stupiti u
interakciju s drugim ligandima (30). Za CD44 moZe se re¢i da je multistrukturalna i
multifunkcionalna povrSinska molekula uklju¢ena u stanicnu proliferaciju, stani¢nu
diferencijaciju, stanicnu migraciju, angiogenezu, predoCavanje citokina, kemokina, ¢imbenika
rasta prema odgovaraju¢im receptorima i prijanjanje proteaze na stani¢énu membranu te signal
za stani¢no prezivljavanje (31). Od njegovih ostalih vaznijih obiljezja moZe se navesti da je

utvrdeno da je CD44 glavni stani¢ni receptor za hijaluronat (Slika 2.) (32-34).
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CD44 molecule types and their domains

N-terminal
domain

Transmembrane
domain

Cytoplasmic
domain

Stem
(variant exons)

CD44s CD44v

Slika 1. Molekula CD44 (441x277)
Preuzeto iz (slika s interneta)2009, (pristupljeno 5.8.2018.)
Dostupno: www.atlasgeneticsoncology.org/CD441D980CH11p13. (35).
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Slika 2. Molekula CD44 s hijaluronatom (1595x1101)
Preuzeto iz (slika s interneta)2009, (pristupljeno 5.8.2018.)
Dostupno na: www. core.ac.uk/19121919D0I:10.1016/ajpath.2014.03.010. (36).
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Prema rezultatima istrazivanja, u zdravoj kozi je izrazenost CD44 ograni¢ena membranom
stanica ekrinih zlijezda. Preraspodjela tih stanica CD44+ je asimetri¢na, s intenzivnijim
bojenjem na dermalnoj strani i slabijim na luminalnoj strani stanice. Postoje spoznaje da je u
kozi koja je zahvaéena upalnim procesom ili neoplazmom vidljiva izrazenost CD44 koja moze

biti na membrani keratinocita i na infiltriranim limfocitima u blizini tog procesa (37).
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1.2. Klini¢ka slika

Kod pojave alergijskog KD-a klini¢ki se moze razlikovati nekoliko faza. To su eritematozna
faza (Slika 3.) (neoStro ograniCeni eritem i edem koze), madidiraju¢a faza (Slika 4.)
(karakterizirana erozijama i vlaZzenjem), krustozna faza (nastaju kruste nakon vlaZenja) i na
kraju skvamoza faza (obnavljanje roznatog sloja) (1).

Klini¢ki se alergijski KD mozZze javljati na razli¢itim lokalizacijama, osobito na kozi Saka, te se
moze manifestirati kao akutni ili kroni¢ni oblik. Od op¢ih simptoma izrazen je svrbez, a u

laboratorijskim nalazima u perifernoj krvi moze se pojaviti eozinofilija.
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Slika 3. Alergijski kontaktni dermatitis izazvan tetovazom na kozi potkoljenice - eritematozni

stadij
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Slika 4. Alergijski kontaktni dermatitis na kozi Saka - madidirajuca faza

10
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Iritativni KD nealergijski je oblik KD-a koji nastaje nakon kontakta koze s nekim iritansom
ili toksi¢nom tvari. Kao 1 alergijski KD, iritativni KD moze se javljati kao akutni i kroni¢ni
oblik. Akutni iritativni KD nastaje kao posljedica izlaganja koze toksi¢énim agensima (npr.
kiseline 1 luzine) koji o$te¢uju normalnu koznu barijeru. U takvoj reakciji ne sudjeluju
imunosni mehanizmi. Klini¢ki se vidi eritem, vezikule koje mogu biti ispunjene krvavim
sadrzajem, pustule, erozije i kraste. Promjene na kozi najceSce se javljaju ograni¢eno, na
mjestu kontakta s iritansom ili toksi¢nom tvari. JaCina reakcije 1 pojava promjena ovise 0
duljini izlaganja agensu, koli€ini i ja¢ini samog agensa.

Kroni¢ni iritativni KD posljedica je duljeg izlaganja slabijim agensima odnosno iritativnim
sredstvima koji dovode do ostecenja kozne barijere 1 upalnog odgovora, a klini¢ki je najéesée

vidljiva suhoca koze, lihenifikacija i deskvamacija (Slika 5.) (1,38,39).
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Slika 5. Kroni¢ni iritativni kontaktni dermatitis na kozi Saka

Osim promjena na kozi, kod takvih se bolesnika ¢esto mijenja izgled i struktura noktiju, pri
¢emu je moguca onyhodystrophia. Ako su promjene nastale zbog izlaganja nekom jakom
agensu, mogu se odvojiti i nokatne ploce, koje mogu biti udubljene. Takoder se na noktima
mogu vidjeti Reel-Beauove brazde koja nastaje nakon akutnog oSteCenja matriksa nokta, a

tijekom rasta brazde se pomicu i polako nestaju (1).
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1.3. Dijagnostika i terapija

Dijagnoza akutnog iritativnog KD-a postavlja se na temelju anamneze i klini¢ke slike.
Epikutani test na standardnu seriju alergena je negativan. Histoloski se kod akutnog iritativnog
KD-a opaza spongioza, iregularna akantoza, proSirenje kapilara u subepidermalnom dermisu
te perivaskularni infiltrat neutrofila i limfocita u dermisu (1).

Dijagnoza kroni¢nog iritativnog KD-a se postavlja na temelju anamneze i klinicke slike.
Epikutani test na standardnu seriju alergena je negativan. HistoloSki nalaz je nespecifian.
Korisno je provodenje testa ispitivanja otpornosti prema alkalijama (test alkalne rezistencije)
te mjerenje evaporacije koze (engl. transepidermal water loss) (TEWL) i odredivanje pH koze
Q).

Dijagnoza akutnog alergijskog KD-a se postavlja na temelju anamneze i klinicke slike te
pozitivnog epikutanog testa na standardnu seriju alergena. Ponekad se primjenjuju i

»Ciljani alergeni* karakteristi¢ni za pojedina zvanja. Histoloski se kod alergijskog KD-a opaza
limfocitni perivaskularni infiltrat, edem dermisa te spongioza i egzocitoza u epidermis (1).
Dijagnoza kroni¢nog alergijskog KD-a postavlja se na temelju klinicke slike i anamneze, a

potvrduje se epikutanim testom. Histoloski nalaz je nekarakteristi¢an (1).

Kod pojave KD-a, iritativnih ili alergijskih oblika, iznimno je vazno izbjegavati kontakt s
uzro¢nim alergenima ili Skodljivim tvarima. Takoder treba upozoriti bolesnika da nosi zaStitne
rukavice tijekom rada i kontakta s alergenom na koji je dokazana preosjetljivost ili tijekom
izlozenosti iritansima (kiselinama, luZinama, deterdzentima i drugim kemikalijama) s kojima
pritom dolazi u kontakt.

U lokalnoj terapiji ponajprije se primjenjuju kortikosteroidne kreme i masti, a upotrebljavaju
se 1 keratoliti¢ke masti za uklanjanje ljusaka ako one dominiraju klinickom slikom. Mogu se
primjenjivati fluorirane i nefluorirane kortikosteroidne kreme i masti (na dlanove i tabane do
nekoliko tjedana jer je manja resorpcija zbog roznatog sloja), lokalnim kortikosteroidnim
preparatima mogu se dodavati antibiotske masti koje su korisne zbog cestih sekundarnih
infekcija i ragada (40). Jedna od terapijskih moguénosti je i provodenje fotokemoterapije,
(PUVA-krema terapija) (41).

Posljednjih nekoliko desetljeca postoji moguénost primjene lokalnih imunomodulatora kojima

se nastoji smanjiti upotreba kortikosteroidnih pripravaka, a time i prate¢e nuspojave. Vazno je
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naglasiti da je kontinuirano potrebno koristiti neutralnu lokalnu njegu koja kozi vraca vlaznost

i obnavlja je, ¢ime se potice njezina otpornost na vanjske utjecaje.

Osim lokalne terapije, katkad je klinicka slika takva da zahtijeva sustavnu primjenu
kortikosteroida i antihistaminika. U takvim slucajevima ponekad je potrebno hospitalizirati

bolesnike radi prac¢enja krvne slike, elektrolita i Se¢era u krvi, krvnoga tlaka itd. (1).

Do sada nije osmisljena bioloska terapija za bolesnike s KD-om (21).
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1.4. Moguénosti primjene imunohistokemijskih metoda dijagnostike kod upalnih
bolesti koZe

Imunohistokemijske metode vazne su i korisne u dermatohistopatologiji. One omogucuju
lokalizaciju specifi¢nih antigena u tkivu s pomocu ciljano usmjerenih protutijela. Prvi radovi
vezani uz fluorescentno obiljeZena protutijela radi odredivanja za lokalizaciju pneumokoknog
antigena nastali su 1942. godine (42).

Protutijela su proteini iz skupine imunoglobulina (Ig) i najvazniji su dio u
imunohistokemijskoj analizi tkiva. Postoji pet glavnih vrsta imunoglobulina (1gG, IgM, IgA,
IgD i IgE).

Protutijela po vrsti mogu biti monoklonska i poliklonska.

Monoklonska protutijela specifi¢no prepoznaju i vezu samo jedan tip epitopa. Ona nastaju od
individualnog klona plazma stanica. Protutijela od istog klona stanica su imunokemijski
identi¢na i reagiraju s istim specifi¢nim epitopom na antigenu protiv kojeg su usmjerena. Za
stvaranje monoklonskih protutijela koriste se misevi, pri cemu se, nakon imunosnog odgovora,
izoliraju B-limfociti iz misje slezene koji se zatim spajaju s mijelomskim stanicama da se
dobije kultura stanica s pomocu koje se monoklonska protutijela proizvode u velikoj koli¢ini.
Osobito su vazni George Koehler, Cesar Milstein 1 Niels K. Jerne koji su 1975. izolirali prva
monoklonska protutijela iz klonova stanica, a 1984. dobili su Nobelovu nagradu za fiziologiju
i medicinu (43).

Poliklonska protutijela dobivaju se iz razliCitih stanica, tj. stani¢nih linija, i ona mogu
prepoznati viSe epitopa nekog antigena. Vezanje protutijela u tkivu moze se prepoznati preko
signala koje daje obiljezavanje protutijela fluoresciraju¢om tvari ili kromogenima.

Postoje direktna i indirektna imunohistokemijska metoda. Kod direktne upotrebljava se
protutijelo koje je obiljeZzeno fluoresciraju¢om tvari pa se tako opaza njegovo vezanje na neki
epitop. Kod indirektne metode primjenjuje se sekundarno ili ¢ak tercijarno protutijelo putem
kojega se otkriva primarno protutijelo kojim se prethodno inkubiralo tkivo (44).

U pocetku se primjenjivala samo metoda ABC (avidin-biotin-complex). Njome se primarno
protutijelo veZe na ciljani antigen, a sekundarno protutijelo obiljeZeno biotinom poveznica je
izmedu primarnog protutijela i enzim-streptavidin kompleksa (enzim moZe biti ili peroksidaza
ili alkalna fosfataza).

Streptavidin, derivat Streptococcus avidini, najnovija je zamjena za avidin. Streptavidin, kao i

avidin, ima Cetiri vezna mjesta za biotin, ali, za razliku od njega, gotovo nema naboja [tj.
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izoelektricna tocka (pl) streptavidina je blizu nule, a avidina je 10] pa je onemoguceno
elektrostatsko vezivanje s tkivom. Streptavidin ne sadrzava ugljikohidratne skupine koje se
mogu vezati na tkivne lektine, Sto moze rezultirati nespecificnim pozadinskim bojenjem
(45,46).

Danas se primjenjuje i metoda (labeled streptavidin biotin) (LSAB). U obje metode (ABC i
LSAB) jedno primarno protutijelo povezano je s mnogo molekula peroksidaze i upravo se
zbog tog velikog omjera enzimskih molekula u odnosu na protutijelo znatno podize

osjetljivost u odnosu na direktnu metodu.

U novije se doba imunohistokemija razvila u snazno dijagnosti¢ko sredstvo koje pruza
dodatne informacije tijekom rutinske morfoloske analize tkiva. Upotreba imunohistokemije
omogucila je dobivanje vaznih dijagnostic¢kih, prognostickih i prediktivnih informacija nuznih
za Klasificiranje i diferenciranje pojedinih bolesti. Osim primjene u dijagnostici,
imunohistokemija sluzi i za znanstveno-istrazivacke svrhe kako bi se bolje razumjela
raspodjela i lokalizacija biomarkera kao i ekspresija pojedinih proteina u razli¢itim tkivima
(47-49).

Histoloski, ako se usporede alergijski i iritativni KD, uocavaju se blage razlike. Kod
iritativnog KD-a vidi se umjerena spongioza, intracelularni edem, egzocitoza i Sirenje upalnog
infiltrata u epidermis. Izrazeniji je pleomorfizam (50). Smanjen je broj CD4+ LC-a. S druge
strane, histoloski se kod alergijskog KD-a uocava spongioza s mikrovezikularnom prevlasti i
zari$na raspodjela upalnog infiltrata u epidermisu. Pustulacija je rijetka. U pocetku je smanjen

broj CD4+ LC-a, a poslije se njihov broj povecava.

Imunohistokemijski se kod iritativnog KD-a i alergijskog KD-a ponajprije uocavaju CD4+ T
limfociti 1 neSto CD8+ T-limfocita. U akutnoj je fazi na keratinocitima vidljiva povecana

izrazenost IL-2, ICAM-1 te HLA-DR (51-53).

U sloZzenom patogenetskom procesu iznimno bi vazna mogla biti molekula CD44. Poznato je
da je u normalnoj, zdravoj ljudskoj kozi CD44 biljeg izrazen, kao i njegovi oblici CD44s,
CD44v3- v4, v5, v6 i v9. Primjenom imunohistokemijske metode u epidermisu se mogu
zapaziti svi oblici CD44, s najjacom ekspresijom u stratum spinosum i stratum basale, dok su

u stratum granulosum i stratum corneum nereaktivni (54).
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Vaznu ulogu kod alergijskog i iritativnog KD-a u upalnim procesima u kozi imaju i citokini.
Uocava se razlicita ekspresija citokina kod alergijskog KD-a u odnosu na iritativni KD.
Interleukin-2 (IL-2) i IFN-y imaju vaznu ulogu u oba oblika upalne reakcije u kozi. Ovi
citokini nastaju od iritacijom oSte¢enih keratinocita, a sudjeluju u migraciji i aktivaciji upalnih
stanica i pokretanju upalne reakcije (55). Studije in vitro pokazale su da je bojenje za IL-1
antagonist receptora vazno kod alergijskog KD-a, gdje je osobito izrazen u dermisu (u
kasnijem stadiju alergijske reakcije), dok je kod iritativnog KD-a u upalnoj reakciji izrazeniji
IFN-y (56).

Postoje spoznaje da je u KD-u vazan i citokin IL-9. To potvrduje studija koja je provedena na
uzorcima koznih bioptata dobivenih od bolesnika s pozitivnim epikutanim (patch) testom (57).
Provedeni su PCR i imunohistokemijska analiza bioptata bolesnika s pozitivnim epikutanim
(patch) testom. Utvrdeno je da su kod alergijskog KD-a u lezijama poviSeni citokini IFN-y,
IL4, IL-17A, IL- 9 1 PU.1 u usporedbi s normalnom kozom. Imunohistokemijski su u
bioptatima koze bolesnika s KD-om utvrdene stanice PU.1+, CD3+, PU.1+ i CD4+. Dokazano
je pritom da IL-9 ima direktan u¢inak na limfocite Thl i sposobnost poticanja sekrecije 1L-4,
§to ima regulatornu ulogu za limfocite Th1 u KD-u (57).

Pojedine su studije pokazale da u indukcijskoj fazi alergijskog KD-a ekspresija mMRNA za IL-
1p ima vaznu ulogu, kao i poveéanje ekspresije molekula MHC II na LC-u te induciranje
adhezije razli¢itth molekula. Takodolazi do indukcije molekula kao §to su intercelularna
adhezijska molekula (engl. intercellular adhesion molecule-1) (ICAM-1), vaskularna stani¢na
adhezijska molekula (engl. vascular cell adhesion molecule-1) (VCAM-1), endotelna
leukocitna adhezijska molekula (engl. endothelial leukocyte adhesion molecule-1) (ELAM-1)
te limfocitni funkcijski antigen-3 (engl. lymphocite function antigen-3) (LFA-3) (24).
Objavljeni su noviji rezultati studija kojima se potkrepljuje podatak da kod alergijskog KD-a u
imunosnom odgovoru koZe postoji razlika ovisno o odgovornom alergenu. Unato¢ slicnim
klinickim promjenama, neovisno o vrsti alergena koji je pokrenuo reakciju, postoji i izrazita
imunosna polarizacija karakterizirana razli¢itim alergenima. Podaci iz niza studija pokazuju da
razli¢iti alergeni koji su dokazani u epikutanom (patch) testu pokrecu razli¢itu imunosnu
aktivaciju. Tako nikal pokazuje najjacu imunosnu aktivaciju komponente Th1/Th17 i Th22,

dok mirisi 1 boje pokrecu jacu polarizaciju Th2, neki Th22, a slabije/manje Th1/Th17 (58).
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Iz svega navedenog moze se zakljuciti da jo$ postoje brojne nepoznanice u imunosnoj reakciji
koja se dogada kod KD-a. U spomenutim zbivanjima i utvrdivanju pojedinih ¢imbenika ove
vrlo slozene imunosne kaskade i njihove vaznosti, ne samo kod KD-a nego i drugih upalnih
dermatoza, istaknutu ulogu ima imunohistokemija i njezinom ¢e se primjenom dobiti joS

mnogo odgovora u tom kompleksnom mozaiku.
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2. SVRHA RADA
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Kod bolesnika s alergijskim KD-om uofava se povecana imunohistokemijska izraZenost
CD44 u koznim lezijama u odnosu na druge ispitivane upalne dermatoze i zdravu kontrolu.
Imunohistokemijska izrazenost CD44 kod bolesnika s alergijskim KD-om korelira s tezinom

klini¢ke slike.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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1.

3.

Imunohistokemijskom analizom odrediti izraZzenost CD44 u epidermisu i dermisu te na
limfocitima u bioptatima koZe S$aka bolesnika s alergijskim KD-om, bolesnika s
iritativnim KD-om u lezijama te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj
kozi kontrolne skupine.

Usporediti imunohistokemijsku izrazenost CD44 u raznim oblicima upalnih dermatoza
(alergijski KD, iritativni KD, vulgarna psorijaza) medusobno te u odnosu na zdravu
kozu kontrolne skupine.

Usporediti dobivene rezultate imunohistokemijske izrazenosti CD44 u kozi s
izrazeno$c¢u klini¢ke slike bolesnika s alergijskim i iritativnim KD-om koja se pratila
tijekom godine dana. U procjeni tezine klinicke slike KD-a upotrebljavao se upitnik za
bolesnike koji su zajedno ispunjavali specijalist dermatovenerolog i bolesnik/ispitanik

godinu dana nakon biopsije koze.
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4. MATERIJALI | METODE
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U ovo istrazivanje prospektivnog tipa bili su ukljuceni bolesnici s tipicnom klinickom slikom
jedne od navednih dermatoza (alergijski KD i iritativni KD) koji su lijeceni u Klinici za kozne
i spolne bolesti KBC-a Sestre milosrdnice.

Bolesnike su pregledali specijalisti dermatovenerolozi i zatim su odgovarajuce obradeni. 1z
studije su iskljuceni oni s dokazanom gljivicnom infekcijom (mikoloskom obradom bila je

iskljucena gljivi¢na infekcija) 1 bolesnici s klinickom slikom drugih dermatoza na kozi Saka.

4.1. Epikutano testiranje

Kod bolesnika s KD-om koji su bili uklju¢eni u istrazivanje provedeno je epikutano (patch)
testiranje na standardnu seriju alergena u Ambulanti za alergologiju KBC-a Sestre milosrdnice
prema smjernicama (Slika 6.) (59). Standardni set obuhvaca sljedece tvari: kalij dikromat
(0,5%), kobalt klorid (1,0%), nikal sulfat (5,0%), formaldehid (1,0%), ursol(0,5%),
peruvijanski balzam (25,0%), epoksidne smole (1,0%), kolofonij (20,0%), bijeli Zivin
preciptat (10,0%), antioksidans za gumu (0,1%), smjesu dodataka za gumu (2,0%) / merkapto
spojeve (2,0%), smjesu dodataka za gumu / tiuram spojeve (1,0%), smjesu dodataka za gumu
|/ karbamate (3,0%), katran drvenog ugljena (12,0%), smjesu parabena (15,0%), neomycin
sulfat (20,0%), girodal (10,0%), sumporni precipitat (10,0%), smjesu mirisa (8,0%), anestezin
(5,0%) lanolin (30,0%), timerosal (0,1%), quaternium (1,0%), deterdzent za pranje posuda
(2,0%), deterdzent za pranje rublja (2,0%), sredstvo za cCiS¢enje - | (2,0%), sredstvo za
¢iscenje - 11 (2,0%), fenil-zivine soli (0,01%) te kontrolu vazelinom.

Ovisno o anamnestickim podacima o radnom mjestu, dodatnim suspektnim tvarima i
profesionalnoj ekspoziciji, epikutani test prosSiren je dodatnim alergenima.

Test se oCitava nakon 48 i 72 sata te nakon 7 dana. (Tablica 1.) (Slika 7.)
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Tablica 1. Kriteriji za ocitanje epikutanog (patch) testa

Reakcija

Promjene na kozi

negativna reakcija

nema promjena na kozi

X neznatni eritem, edem

XX eritem, edem s pojedina¢nim papulama i vezikulama

XXX brojne papule i vezikule, pokoja bula i erozije, jako vlazenje
IR iritativna reakcija

Uz pristanak koji su potpisali bolesnici, istraZivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo KBC-a

Sestre milosrdnice koje je pismeno izvijeSteno da je istraZzivanje u skladu s principima dobre

klinicke prakse. Tako je na drugoj redovitoj sjednici, odrzanoj 24. ozujka 2016., navedeno

povjerenstvo dalo suglasnost za provodenje ovog istrazivanja (broj: EP-4433/15-14). Takoder

je Etic¢ki odbor Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na sedmoj redovitoj sjednici

odrzanoj 14. travnja 2016. odobrio provodenje istrazivanja.
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Slika 6. Epikutani test - prvo o¢itanje reakcije nakon 48 sati
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Slika 7. Pozitivna reakcija na nikal u epikutanom testu nakon 48 sati
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4.2. Patohistoloska i imunohistokemijska obrada

Nakon pristanka bolesnika lijecenih u Klinici za kozne i1 spolne bolesti KBC-a Sestre
milosrdnice s klinickom slikom alergijskog i iritativnog KD-a ucinjena je punch biopsija od 4
mm najizrazenijih promjena koze $aka uz primjenu lokalne anestezije (lidocain 2%).

Za usporedbu su koriSteni bioptati koze s histoloSkom slikom vulgarne psorijaze dobiveni od
bolesnika lije¢nih u Klinici za kozne i spolne bolesti KBC-a Sestre milosrdnice. Primljeni
uzorci koze obradeni su i pohranjeni u parafinskoj arhivi na Klinickom zavodu za patologiju
,Ljudevit Jurak*“ KBC-a Sestre milosrdnice.

Za kontrolnu skupinu uzeti su i uzorci koZe bez promjena, dobiveni od resekcijskih rubova
ekscidiranih nevusa, koji su, nakon provedene dijagnosti¢ke analize, pohranjeni u parafinskoj
arhivi na istom Zavodu.

Biopticki materijal obraden je standardnom histoloSkom metodom koja ukljucuje fiksaciju
tkiva u 10-postotnom puferiranom formalinu i uklapanje u parafinske blokove, rezanje na
debljinu od 5um, deparafiniziranje te bojenje standardnom hemalaun-eozin metodom. Uzorci
koznih bioptata alergijskog KD-a i iritativnog KD-a analizirani su u Klinickom zavodu za
patologiju ,,Ljudevit Jurak“ KBC-a Sestre milosrdnice.

U istraZivanju se upotrebljavalo primarno protutijelo na CD44 (razrjedivanje 1:50, Dako).
Imunohistokemijska analiza ucinjena je metodom LSAB kao vizualizacijskim sustavom na
automatiziranom uredaju za imunohistokemijsko bojenje DAKO TechMate TM (DAKO,
Danska), uz primjenu streptavidin imunoperoksidaza protokola MSIP.

Rezultati imunohistokemijske analize za navedeni CD44 biljeg odredivani su svjetlosnim
mikroskopom 1 zatim prikazani semikvantitativno. Pri tome je odredivan postotak
imunoreaktivnih stanica u epidermisu i dermisu te na limfocitima procjenom na odabranom
prerezu bioptata koze. (Tablica 2.)

Uzorci koZe analizirani su podijeljeni u sljedec¢e skupine: 50 uzoraka koze zahvacene
alergijskim KD-om, 50 uzoraka koze zahvacene iritativnim KD-om, 50 uzoraka koze
zahvacene vulgarnom psorijazom i1 50 uzoraka zdrave (nepromijenjene) koze dobivene od
resekcijskih rubova ekscidiranih nevusa koji su obradeni i pohranjeni na Klinickom zavodu

»Ljudevit Jurak®.
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Rezultati imunohistokemijskog odredivanja ekspresije CD44 prikazani su semikvantitativno

putem odredivanja postotka imunoreaktivnih limfocita te reakcija u epidermisu i dermisu na

nacin:

Tablica 2. Rezultati imunohistokemijske izrazenosti CD44

0 Nema reakcije

1 Slabo izrazena reakcija do 33% pozitivnih

2 Umjereno izrazena reakcija od 33% do 66% pozitivnih
3 Jako izrazena reakcija viSe od 66% pozitivnih
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4.3. Upitnik za bolesnike

Godinu dana nakon biopsije bolesnici s KD-om koji su bili ukljuceni u istrazivanje ispunjavali
su upitnik, zajedno sa specijalistom dermatovenerologom, kako bi evaluirali tezinu bolesti.
Naime, te bolesnike pratili smo godinu dana, a upitnik smo osmislili sami jer kod KD-a nema
specificnih pokazatelja tezine bolesti (engl. score) koji bi pokazao tezinu bolesti tijekom
duljeg razdoblja. Upitnik je obuhvatio najvaznije pokazatelje bolesti, imajuci u vidu klini¢ku

sliku, provodenje terapije, recidive i pra¢enje bolesnika tijekom godine dana.

Upitnik za bolesnike:

— Redni broj ispitanika, dob, spol;

— Alergije dokazane u epikutanom testu;

— Broj recidiva/pogorsanja unutar godinu dana;

— Koliko je koze tijekom zadnje godine dana bilo zahvac¢eno promjenama;
— lzrazenost promjena na kozi Saka,

— Apliciranje lokalnih kortikosteroidnih pripravaka;

— Apliciranje lokalnih imunomodulatora;

— Sustavna kortikosteroidna terapija radi pogorSanja;

— Hospitalizacija radi pogorSanja na kozi unutar godinu dana;
— Izlozenost alergenima na koje je dokazana preosjetljivost;

— IzloZenost jakim iritansima;

— NosSenje zastitnih rukavica,

— Ogranic¢avanje u svakodnevnom radu radi promjena na koZzi;
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4.4, StatistiCke metode

StatistiCka analiza provedena je pomocu statistickog programskog paketa STATISTICA ver.
6.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Za sve istrazivane varijable napravljena je deskriptivna
statistika.

Regresijska analiza (parametrijska i neparametrijska, ovisno o tipu raspodjele) upotrebljavala
se za utvrdivanje povezanosti pojedinih varijabli, a Hi-kvadrat ili Fischerov egzaktni test za
usporedbu kvalitativnih varijabli medu podskupinama. Statisticki znaCajnom smatra se
vrijednost p<0,05.

Za analizu snage testa za Hi-kvadrat i procjenu relativnog rizika, ako promatramo relativni
rizik za povecanu CD44 ekspresiju u ispitivanim skupinama u odnosu na kontrolu (RR=2;
90postotnu snagu testa i razinu znacajnosti alfa=0,05), u istrazivanje je trebalo ukljuditi
najmanje 44 ispitanika po skupini. S obzirom na mogucnost pogresaka pri obradi uzoraka,
najmanji broj ispitanika zaokruzen je na 50 po skupini.

U analizi snage testa koriStena je programska podrSka G*Power for Windows verzija 3.1.9.2.
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5. REZULTATI
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5.1.Slikovni prikaz imunohistokemijskog bojenja uzoraka

Rezultati imunohistokemijske analize na pregledanim prerezima prikazani su na slikama od
8. do 15.

: i 144 g ’f APE I 2ol "s. A 237
Slika 8. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i suprabazalnim slojevima

epidermisa te limfocitima unutar dermisa kod iritativnog KD-a (X200)
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&

Slika 9. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i suprabazalnim slojevima

B

epidermisa te limfocitima i stromi dermisa kod iritativhog KD-a (X400)
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Slika 10. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i spinoznim slojevima

epidermisa te limfocitima i stromi dermisa kod iritativnhog KD-a (X400)
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Slika 11. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i dijelu spinoznih slojeva

epidermisa te limfocitima unutar dermisa kod alergijskog KD-a (X200)

36



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

Slika 12. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i dijelu spinoznih slojeva

epidermisa te limfocitima unutar dermisa kod alergijskog KD-a (X400)
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Slika 13. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i suprabazalnim slojevima

epidermisa te limfocitima unutar dermisa kod vulgarne psorijaze (X200)
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Slika 14. Imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim i suprabazalnim slojevima

epidermisa te limfocitima unutar dermisa kod vulgarne psorijaze (X400)
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Slika 15. Slaba imunohistokemijska izrazenost CD44 u bazalnim slojevima epidermisa te

rijetkim limfocitima unutar dermisa kod zdravih ispitanika (X200)
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5.2. Statisticka analiza

Podatci su prikazani tabli¢no i graficki. Razlike u imunohistokemijskoj izrazenosti CD44 u
raznim oblicima upalnih dermatoza (alergijski KD, iritativni KD i psorijaza) analizirane su
medusobno te u odnosu na zdravu kozu kontrolne skupine Fisherovim egzaktnim testom za
tablice veli¢ine 2x2, odnosno Fisher-Freeman-Haltonovim egzaktnim testom u slucaju veceg
broja kombinacija. Razlike u dobi izmedu ispitivanih skupina obradene su jednosmjernom

analizom varijance.

Izracunati su Spearmanovi koeficijenti korelacije izmedu izrazenosti CD44 u epidermisu,
dermisu i na limfocitima u bioptatima koZe bolesnika s iritativnim KD-om i alergijskim
KDom s tezinom bolesti. Apsolutne vrijednosti koeficijenata korelacije veé¢e od 0,600
smatrane su jakom korelacijom, od 0,300 do 0,599 srednje jakom, a manje od 0,300 slabom

(bila ona pozitivna ili negativna).

Sve P vrijednosti manje od 0,05 smatrane su znacajnima. U analizi se upotrebljavala
programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 25

(www.ibm.com/analytics/datascience/predictive-analytics/spss-statistical-software).
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5.3. Graficki prikaz rezultata imunohistokemijske analize

Rezultati imunohistokemijske analize izraZzenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na
limfocitima u bioptatima koze bolesnika s alergijskim KD-om, bolesnika s iritativnim KD-om
na kozi Saka te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine

prikazani su graficki na Slikama od 16. do 19. i u Tablicama od 3. do 15.
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CD44 epidermis
100 Nema reakcije
u 1-33% pozitivnih stanica (slabo
izrazena reakcija)
u 33-66% pozitivnih stanica
(umjereno izrazena reakcija)
80 m >66% pozitivnih stanica (jako
izrazena reakcija)
<
60
L
-
=)
40
20
Iritativni Kontaktni Psorijaza Zdrava kontrola
nealergijski alergijski
dermatitis dermatitis
Skupina

Slika 16. Izrazenost CD44 u epidermisu bolesnika s alergijskim KD-om, bolesnika s iritativnim

KD-om te kod bolesnika sa psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine: P<0,001

Slika 16. prikazuje izrazenost CD44 u epidermisu koze $aka bolesnika s alergijskim KD-om,
bolesnika s iritativnim KD-om, bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne
skupine. Razlike izmedu skupina su statisticki znacajne (P < 0,001) i razvidno je da je najveca

izrazenost u iritativnom KD-u, nakon ¢ega slijedi alergijski KD.
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20,00%

38
76,00%

CD44 dermis

[ Nema reakcije

u 1-33% pozitivnih stanica (slabo
izrazena reakcija)

] 33-66% pozitivnih stanica
(umijereno izrazena reakcija)

u >66% pozitivnih stanica (jako
izrazena reakcija)

Iritativni Kontaktni Psorijaza Zdrava kontrola
nealergijski alergijski
dermatitis dermatitis
Skupina

Slika 17. Izrazenost CD44 u dermisu te na limfocitima u bioptatima koze bolesnika s alergijskim

KD-om, bolesnika s iritativnim KD-om na kozi Saka te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u

zdravoj kozi kontrolne skupine: P<0,001

Izrazenost CD44u dermisu te na limfocitima u bioptatima koze Saka bolesnika s alergijskim KD-om,

bolesnika s iritativnim KD-om, bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine

prikazana je na Slici 17. pri ¢emu se skupine znacajno razlikuju. Sli¢no je i kad je rije¢ o epidermisu

(Slika 16.) najveca je izrazenost CD44 zamijecena je kod iritativnog KD-a, iako je znatno manja od

one u epidermisu.
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Slika 18. Izrazenost CD44 na limfocitima u bioptatima koze bolesnika s alergijskim KD-om,

bolesnika s iritativnim KD-om na kozi $aka te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj

10 11
20,00% 22 00%

29
58,00%

38
76,00%

11
22,00%

Iritativni Kontaktni Psorijaza
nealergijski alergijski
dermatitis dermatitis
Skupina

kozi kontrolne skupine: P<0,001

8
16,00%

32
64,00%

29
56,86%

22
43,14%
10
20,00%

Zdrava kontrola

CD44 limfociti

¥ Nema reakcije

= 1-33% pozitivnih stanica (slabo
izraZena reakcija)

= 33-66% pozitivnih stanica
(umjereno izraZena reakcija)
=B66% pozitivnih stanica (jako
izraZena reakcija)

Izrazenost CD44 na limfocitima u bioptatima koze bolesnika s alergijskim KD-om, bolesnika s

iritativnim KD-om na kozi $aka te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne

skupine prikazana je na Slici 18. Rezultati pokazuju znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina, s

tom razlikom da je najjaca izrazenost uo¢ena kod iritativnog KD-a i vulgarne psorijaze (P<0,001).
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Tablica 3. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisher-
FreemanHaltonov egzaktni test

Zdrava Vulgarna
kontrola psorijaza P
N % N %
nema reakcije 28 | 54,9% | 8 | 16,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izraZena reakcija) 23 | 451% | 29 | 58.0%
o e . . L

C[_)44 - 33 66_ A; pozitivnih stanica (umjereno izraZzena 0 0.0% | 13 | 26.0%
epidermis reakcija) <0.001

>66% pozitivnih stanica (jako izraZena reakcija) 0 0.0% | 0 | 0,0%

nema reakcije 40 | 78,4% | 32 | 64,0%

2720 e . L .

1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena reakcija) 11 | 216% | 18 | 36,0%

CD4A_f 33—66_% pozitivnih stanica (umjereno izraZena 0 00% | 0| 0.0%
dermis  reakcija) 0,128

>66% pozitivnih stanica (jako izraZena reakcija) 0 0.0% | 0 | 0,0%

nema reakcije 29 | 56,9% | 8 | 16,0%

2720 o . . .
1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena reakcija) 22 | 431% | 32 | 64.0%
o e . . L

(_3D44 N 33 66_ A) pozitivnih stanica (umjereno izrazena 0 0.0% | 10 | 20.0%

limfociti  reakcija) <0,001
~66° ivnih stanica (iako izras kcii
% pozitivnih stanica (jako izrazena reakcija) 0 0.0% | 0 | 0,0%

Usporedbom izrazenosti CD44 u epidermisu, dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine uocena je znacajno veca

izrazenost CD44 u epidemisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001) (Tablica 3.)
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Tablica 4. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima

koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisherov egzaktni

test
Vulgarna
Zdrava kontrola ga
psorijaza P
N % N %
. . nema reakcije 28 54,9% 8 16,0%
CD44 epidermis pozitivna reakcija 23 45,1% 22 | eaon | 000
. nema reakcije 40 78,4% 32 64,0%
CD44 dermis L I 0,128
pozitivna reakcija 11 21,6% 18 36,0%
. . nema reakcije 29 56,9% 8 16,0%
CD44 limfociti pozitivna reakcija 22 43,1% 42 ga0s | 000

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze
bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi kontrolne skupine prikazana je u Tablici 4.
kao binarna varijabla.

Koza zahvacéene vulgarnom psorijazom, u odnosu na zdravu kozu, ima znacajno vecu

izrazenost CD44 u epidermisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001).

U Tablicama od 5. do 15. prikazane su usporedbe imunohistokemijske izrazenosti CD44 u
navedenim oblicima upalnih dermatoza (alergijski KD i iritativni KD, vulgarna psorijaza)
medusobno i u odnosu na zdravu koZu kontrolne skupine. Imunohistokemijska izraZzenost
promatrala se kao ordinalna varijabla (od O=nema reakcije do 3=jako izraZena reakcija) te kao
binarna varijabla (0=nema reakcije i 1=pozitivna reakcija) kako bi se klinicki i patohistoloski

bolje prikazale razlike izmedu skupina.
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Tablica 5. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s alergijskim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test

Zdrava Alergijski
kontrola KD P
N % %
nema reakcije 28 | 54,9% 0,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena 23 | 451% | 17 | 34.0%
reakcija) ' '
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 0 | 00% | 31 | 620%
epidermis  "eakcija) <0,001
o o D
>66 @_pomtwmh stanica (jako izraZzena 0 | 0.0% 2 | 4.0%
reakcija)
nema reakcije 40 | 78,4% | 10 | 20,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena 11 | 21.6% | 38 | 76.0%
reakcija) ' '
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno izraZzena 0 | 0.0% > | a0%
dermis reakcija) <0,001
o o S
>66 @_pomtwmh stanica (jako izraZzena 0 | 0,0% 0 | 0,0%
reakcija)
nema reakcije 29 |56,9% | 11 | 22,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena 22 1 431% | 38 | 76.0%
reakcija) ' '
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 0 | 0.0% 11 20%
limfociti ~ reakcija) <0,001
o o D
>66 A?_pozmvmh stanica (jako izraZzena 0 | 0,0% 0 | 0,0%
reakcija)

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koZze

bolesnika s alergijskim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine prikazana je u Tablici 5.

U odnosu na zdravu kozu, alergijski KD ima znacajno vecu izrazenost CD44 u epidermisu

(P<0,001), dermisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001).
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Tablica 6. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima

koze bolesnika s alergijskim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisherov egzaktni

test
é‘:mf‘a Alergijski KD .
N | % | N %

CD44 epidermis Sﬁ'ﬂiiﬁikféiic.,a gg 3‘5‘?32 500 186(,)8& <0,001

CD44 dermis ot rewcia | 10 |216% | 40 | s00% | <0001

oo B (A0 B o

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s alergijskim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine prikazana je u Tablici 6.

kao binarna varijabla.

U odnosu na zdravu koZzu, alergijski KD ima znaajno vecu izrazenost CD44 u epidermisu

(P<0,001), dermisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001).
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Tablica 7. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s iritativnim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test

Zdrava Iritativni
kontrola KD P
N % N %
nema reakcije 28 | 54,9% 1 2,0%
1—33"/_0_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 23 | 451% | 13 | 26,0%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 0 0,0% 23 | 46,0%
epidermis  izraZena reakcija) <0,001

SER e L
66% pozitivnih stanica (jako izraZzena 0 0,0% 13 | 26.0%

reakcija)
nema reakcije 40 | 784% | 21 |42,0%
1-33%_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 11 | 21.6% | 20 | 40,0%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 0 | 00% 9 |18,0%
dermis izrazena reakcija) <0,001

o e L
>66% pozitivnih stanica (jako izraZzena 0 0,0% 0 0,0%

reakcija)
nema reakcije 29 | 56,9% 10 | 20,0%
1—33%_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 22 | 431% | 29 |580%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 0 0,0% 11 | 22,0%
limfociti izrazena reakcija) <0,001

>66% pozitivnih stanica (jako izraZzena

. 0 0,0% 0 0,0%
reakcija)

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze
bolesnika s iritativnim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine prikazana je u Tablici 7.

U odnosu na zdravu koZu, kod iritativnog KD-a zapaZena je znacajno veca izrazenost CD44 u

epidermisu (P<0,001), dermisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001).
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Tablica 8. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima

koze bolesnika s iritativnim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine: Fisherov egzaktni test

Zdrava kontrola Iritativii KD ;
N % N %
CD44 epidermis Sﬁ'ﬂiiﬁikféiic.,a gg 33?32 419 928'%2 <0,001
CD44 dermis peditmareakcin | 11 | o | 20 | seow | <00
Co44limfocit pesnarecia | 22 |35 | a0 | aow | 00

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s iritativnim KD-om i u zdravoj kozi kontrolne skupine prikazana je u Tablici 8. kao

binarna varijabla.

U odnosu na zdravu kozu, kod iritativnog KD-a zapazena je znacajno veca izrazenost CD44 u

epidermisu (P<0,001), dermisu (P<0,001) i na limfocitima (P<0,001).

51



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

Tablica 9. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s alergijskim KD-om: Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test

Psorijaza Alergijski KD

P
% N %
nema reakcije 8 [16,0% | 0 | 0,0%
1—33%_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 29 | 58.0% | 17 | 34,0%
reakcija)
CD44 33—66_% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 13 | 26,0% | 31 | 62,0%
epidermis ~ "eakcija) <0,001

>66% pozitivnih stanica (jako izraZena reakcija)
0 00% | 2| 40%

nema reakcije 32 | 64,0% | 10 | 20,0%
2720 S . L
1-33 A) pozitivnih stanica (slabo izrazena 18 | 36,0% | 38 | 76.0%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 0l 00% | 2| 40%

dermis reakcija) <0,001

>66% pozitivnih stanica (jako izraZena reakcija)
0| 00% | 0| 00%

nema reakcije 8 |16,0% | 11 | 22,0%
1-33%_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 32 | 64.0% |38 | 76,0%
reakcija)

o o . . .
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno izraZzena 10 | 200% | 1 | 2.0%

limfociti ~ "€akciia) 0,014

o o S ..
>66% pozitivnih stanica (jako izrazena reakcija) 0| 00% | 0] 00%

Razlika u izraZzenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koZe
bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s alergijskim KD-om prikazana je u Tablici 9.
Ako se promatra stupnjevanje od 0 do 3, izrazenost CD44 znacajno je veca 1 u epidermisu
(P<0,001) i u dermisu (P<0,001), dok je na limfocitima samo znac¢ajno razli¢ita ucestalost u

kategorijama slabe i umjereno izraZene reakcije (P=0,014).
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Tablica 10. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima

koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s alergijskim KD-om: Fisherov egzaktni

test
Psorijaza Alergijski KD 5
N % N %
. . nema reakcije 8 16,0% 0 0,0%
CD44 epidermis pozitivna reakcija 42 |840% | 50 |100,00 | 900
. nema reakcije 32 | 64,0% 10 20,0%
CD44 dermis pozitivna reakcija 18 | 36,0% 40 80,0% <0,001
. . nema reakcije 8 16,0% 11 22,0%
Seeadlul pozitivna reakcija 42 |840% | 39 | 7800 | 0611

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s alergijskim KD-om prikazana je u Tablici 10.

Ako se promatra stupnjevanje od 0 do 3, izraZzenost CD44 znacajno je veca i u epidermisu

(P<0,001) i u dermisu (P<0,001), dok je na limfocitima znacajno razli¢ita ucestalost u

kategorijama slabe 1 umjereno izraZzene reakcije (P=0,014). Kada se izraZenost CD44

binarizira, onda se gubi ta znacajnost razlike na limfocitima (P=0,611).
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Tablica 11. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s iritativnim KD-om: Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test

Vulgarna Iritativni
psorijaza KD p
N % N %
nema reakcije 8 [160% | 1 | 2,0%
1—33"/_0_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 29 | 58,0% | 13 | 26,0%
reakcija)
o N . . .
CD44 33 66_ /0 pozitivnih stanica (umjereno izrazena 13 | 26,0% | 23 | 46,0%
epidermis  €akcija) <0,001
0 o D
>66 @_pomtwmh stanica (jako izraZzena 0 0,0% 13 | 26,0%
reakcija)
nema reakcije 32 164,09 | 21 | 42,0%
1—33%_ pozitivnih stanica (slabo izrazena 18 | 36.0% | 20 | 40,0%
reakcija)
CD44 33—66_% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 0 | 0.0% 9 | 18,0%
dermis  reakcija) 0,002
o N D
>66 Af_pozmvmh stanica (jako izraZzena 0 | 0,0% 0 | 0,0%
reakcija)
nema reakcije 8 |16,0% | 10 | 20,0%
:e-;ic"/lj a;;ozitivnih stanica (slabo izrazena 32 | 64.0% | 29 | 58.0%
CD44 33—66_% pozitivnih stanica (umjereno izrazena 10 | 20,0% | 11 | 22,0%
limfociti ~ reakcija) 0,850
o o D
>66 A?_pozmvmh stanica (jako izraZzena 0 | 0,0% 0 | 0,0%
reakcija)

Razlika u izraZenosti CD44 u epidermisu i1 dermisu te na limfocitima u bioptatima koze
bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s iritativnim KD-om prikazana je u Tablici 11.
Kod iritativnog KD-a zabiljezena je znacajno veca izrazenost CD44 u epidermisu i dermisu u
odnosu na vulgarnu psorijazu, dok razlike u izrazenosti CD44 na limfocitima nisu bile

statisticki znacajne.
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Tablica 12. Razlika u izraZzenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s iritativnim KD-om: Fisherov egzaktni

test
Vulg_a_\rna Iritativni KD
psorijaza P
N % N %
. . nema reakcije 8 16,0% 1 2,0%
CD44 epidermis pozitivna reakcija 42 84,0% 49 98,0% 0,031
. nema reakcije 32 64,0% 21 42,0%
CD44 dermis pozitivna reakcija 18 [360% | 29 |5800% | 204
. . nema reakcije 8 16,0% 10 20,0%
Seeadlul pozitivna reakcija 42 |840% | 40 |80,0% |79

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s vulgarnom psorijazom i bolesnika s iritativnim KD-om prikazana je u Tablici 12.

prikazana binarno. Kod iritativnog KD-a zabiljezena je znafajno veca izrazenost CD44 u

epidermisu 1 dermisu u odnosu na vulgarnu psorijazu, dok razlike u izrazenosti CD44 na

limfocitima nisu bile statisti¢ki znacajne.
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Tablica 13. Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s alergijskim KD-om i bolesnika s iritativnim KD-om: Fisher-Freeman-
Haltonov egzaktni test

Iritativni KD Alergijski KD
N % N % P
nema reakcije 1 2,0% 0 0,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izrazena 13 | 26,0% 17 | 34,0%
reakcija)
CDh44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 23 [ 460% | 31 |62,0%
epidermis izrazena reakcija) 0,007
;Z?(‘;A;jg;mtwmh stanica (jako izraZzena 13 | 26,0% 2 4,0%
nema reakcije 21 | 42,0% 10 | 20,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izraZzena 20 | 40,0% 38 | 76,0%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 9 18,0% 2 4,0%
dermis izrazena reakcija) 0,001
;i?(‘;%;jg;)znlvmh stanica (jako izraZzena 0 0.0% 0 0.0%
nema reakcije 10 | 20,0% 11 | 22,0%
1-33% pozitivnih stanica (slabo izraZzena 29 | 58,0% 38 | 76,0%
reakcija)
CD44 33-66% pozitivnih stanica (umjereno 11 | 22,0% 1 2 0%
limfociti izrazena reakcija) 0,008
;Z?(‘;A;jz;mtwmh stanica (jako izraZzena 0 0.0% 0 0.0%

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koZe
bolesnika s alergijskim KD-om i bolesnika s iritativnim KD-om prikazana je u Tablici 13.
Kod stupnjevanja od 0 do 3 znaCajne razlike u ucestalosti umjerene i slabe izraZenosti

zabiljezene su u epidermisu (P=0,007), dermisu (P=0,001) i na limfocitima (P=0,008).
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Tablica 14. Razlika u izraZzenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima
koze bolesnika s alergijskim KD-om i bolesnika s iritativnim KD-om: Fisherov egzaktni test

Iritativni KD | Alergijski KD P
N % N %

. . nema reakcije 1 2,0% 0 0,0%

CD44 epidermis pozitivna reakcija 49 |980% | 50 |1000% | 1000
. nema reakcije 21 42,0% 10 20,0%

CD44 dermis pozitivna reakcija 20 |580% | 40 | 80,00 |00
. .. nema reakcije 10 20,0% 11 22,0%

CD44 limfocit pozitivna reakcija 40 80,0% 39 78,0% 1,000

Razlika u izrazenosti CD44 u epidermisu i dermisu te na limfocitima u bioptatima koze

bolesnika s alergijskim KD-om i bolesnika s iritativnim KD-om prikazana je u Tablici 14.

Kod binarizirane izrazenosti uocena je znacajno ¢eS¢a pozitivna reakcija u dermisu u skupini

bolesnika s alergijskim KD-om (P=0,030).
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Tablica 15. Razlike u spolu i dobi izmedu ispitivanih skupina

Zdrava Vulgarna Iritativni Alergijski

kontrola psorijaza KD KD P
Zenski spol: n (%) 30 (58,8%) 25 (50,0%) 32 (64,0%) 33 (66,0%) 0,365
Dob (godine):
aritmeticka sredina + 42,9+ 15,6 51,0+ 15,9 52,3+15,1 48,8 £ 14,4 0,011

SD

Tablica 15. prikazuje razlike u spolu i dobi izmedu ispitivanih skupina. Dok se po spolu

skupine nisu znacajno razlikovale, zdrava kontrola bila je znacajno mlada u odnosu na ostale

skupine (P=0,011).
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Usporedba rezultata imunohistokemijske izrazenosti CD44 s izrazeno$c¢u klinicke slike
bolesnika s alergijskim KD-om i iritativnim KD-om praéene tijekom godine dana

prikazana je u tablicama od 16. do 20.
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Tablica 16. Razlike u parametrima tezine bolesti izmedu iritativnog KD-a i alergijskog KD-a:

Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

Skupina
Iritativni Alergijski
KD KD P
N % N %
samo iritativna alergija na . .
pl. alergije dokazaneu  flaster 50 | 100,0% | 0 | 0,0%
epikutanom testu 1 alergen 0| 00% |33]|66,0% | <0001
>=2 viSe alergena 0 0,0% 17 | 34,0%
1x 18 | 36,0% | 9 | 18,0%
p2. broj recidiva 2Xx 21| 42,0% |25 |50,0% | 0,138
>=3X 11| 22,0% | 16 | 32,0%
< 2 tjedna 25 | 50,0% | 14 | 28,0%
2-6 tjedana 7 | 140% | 9 | 18,0%
p3. zahvacenost koze od 6 tjedana do 3 mjeseca 3 6,0% 4,0% | 0,006
>3 mjeseca 14,0% 4,0%
3-6 mjeseci 8 | 16,0% | 23 | 46,0%
samo suhoca koze, svrbez, . .
blagi eritem 17 | 34,0% | 10 | 20,0%
jaki eritem uz gore navedeno 20 | 40,0% | 24 | 48,0%
eritem, mjehuri, ljuskanje 7 | 140% | 8 | 16,0%
p4. izrazenost promjena lir"fem’ ragade, zadebljanja 6 | 12,0% 8 | 16,0%
na kozi 0z¢ 0,488
sve navedeno 0 0,0% 0 | 0,0%
ukupno do 3 tjedna 19 | 38,0% | 17 | 34,0%
p5. th lokalnim kortiko ukupno od 3 do 6 tjedana 23 | 46,0% | 19 | 38,0% | 0,369
ukupno vise od 6 tjedana 8 | 16,0% | 14 | 28,0%
bez terapije 26 | 52,0% |25 | 50,0%
ukupno do 3tjedna 20 | 40,0% |17 | 34,0%
ukupno od 3 do 6 tjedana 4 8,0% 6 |12,0%
p6. Th imunomodulatori ukupno od 6 do 8 tjedana 0 0,0% 1| 2,0% 0,734
> 8 tjedana 0 0,0% 1| 2,0%
bez terapije 37| 740% |24 | 48,0%
p7. Th kortikosteroidi <3 dana 10| 20,0% | 21 | 42,0%
sustavni 4-10 dana 3| 60% | 3| 60% | 002
>11 dana 0 0,0% 2 | 4,0%
ne da, 40 | 80,00 | 34 | 68,0%
p8. hospitalizacija jedanput 10 | 20,0% |14 | 28,0% | 0,224
da, vise puta 0 0,0% 2 | 4,0%
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Tezina klini¢ke slike evaluirala se nakon godinu dana prema upitniku za bolesnike te prema
podacima o dobi i spolu. Sumarno gledajuci bolesnici s alergijskim KD-om imali su tezu
klinicku sliku u usporedbi s onima s iritativnim KD-om (P<0,001), ¢emu su najvise
pridonijele znacajne razlike u zahvacenosti koze (P=0,006), koriStenju sustavne
kortikosteroidne terapije (P=0,026), izlozenosti alergenima (P<0,001) i ograni¢enjima u

svakodnevnom radu (P=0,001). (Tablica 16. i 17.)

Tablica 17. Razlike u parametrima teZine bolesti izmedu iritativnog KD-a i alergijskog KD-a
(nastavak): Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni test

Skupina
Iritativni Alergijski
KD KD P
N % N %
o nikad, 50 | 100,0% | 10 | 20,0%
p9. izloZenost ne zna povremeno 0| 00% |26]520% |<0001
alergenima svakodnevno 0| 00% |14 | 280%
ponekad 42 | 84,0% | 37 | 74,0%
p10. iritansi Cesto 7] 140% | 9 | 18,0% | 0,344
svakodnevno 1 2,0% 4 | 8,0%
redovito 7 | 14,0% 9 | 18,0%
pl1l. rukavice povremeno 33| 66,0% |38 | 76,0% | 0,126
nikad 10 | 20,0 | 3 | 6,0%

ne smeta mi jer se rijetko javljaju | 14 | 28,0% 2 | 4,0%

smeta mi jer su povremeno vidljive | 23 | 46,0% | 22 | 44,0%
promjene na kozi ruku
smeta mi jer su na kozi Cesto

pl12. ogranic¢enja u S ] L )
vidljive promjene i ¢esto svrbi,

9 | 18,0% |22 | 44,0%

svakodnevnom . _

radu pece, boli 0,001
jako me smeta jer su gotovo stalno
vidlj ivepromjene i tesko mogu 4 8,0% 4 | 80%
obavljati svakodnevne poslove
laksi oblik 22 | 440% | 9 | 18,0%

Tezina bolesti: skupine srednje teski oblik 28 | 56,0% 28 | 56,0% <0,001
tezak oblik 0 0,0% | 13 | 26,0%
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Tezina bolesti:

skupine
100 [ Laksi oblik
B Srednje teski oblik
Il Tezak oblik
80
& 60
2
T
2
40
20

Iritativni nealergijski dermatitis ~ Kontaktni alergijski dermatitis

Skupina

Slika 19. Razlike u kategorizaciji tezZine bolesti izmedu iritativnog KD-a i alergijskog KD-a:

P<0,001

Na Slici 19. vidimo da je udio bolesnika sa srednje teskim oblikom alergijskog KD-a i iritativnog

KD-a podjednak. Medutim sumarno gledajuéi bolesnici s alergijskim KD-om imali su tezu klinicku

sliku.
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Tablica 18. Odnos kategorizacije tezine bolesti i izraZzenosti CD44 u epidermisu, dermisu i na

limfocitima u bioptatima koze bolesnika s iritativnim KD-om: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni

test
TeZina bolesti: skupine
ve o ue Srednje teski | Tezak oblik
LakSi oblik oblik P
N % N % N %
nema reakcije 0 00% | 1 3,6% 0 |0,0%
220 o
s%ar31i3c§ pozitivnin 7 [318% | 6 | 214% | 0 |0,0%
33-66% pozitivnih
CD44 stanicao P 8 |364% |15 | 53,6% 0 |0,0%
epidermis 0.457
0 o
:tgiﬁapozmvmh 7 |318% | 6 | 214% | 0 |0,0%
nema reakcije 8 [364% |13| 464% | 0 |0,0%
220 A
it:r?igpozmvmh o |a00% | 11| 209% o | 00w
33-66% pozitivnih
q stanica0 P 5 [227% | 4 | 143% | 0 |0,0%
CD44 dermis 0,673
0 o
sngi/((:’apozmvnlh o | 00w | 0| oo o | oo%
nema reakcije 5 [227% | 5 | 17,9% 0 |0,0%
220 S
s%ai?cg) pozitivnih 13 | 50.1% | 16 | 57.1% o | oo%
33-66% pozitivnih
ICD?4 Stanica0 i 4 |182% | 7| 250% | 0 |0,0%
imfociti 0.813
0 o
sngi/((:’apozmvnlh o | 00w | 0| oo o | oo%

Nije bilo znacajnih korelacijskih koeficijenata izmedu izrazenosti CD44 u epidermisu,

dermisu i1 na limfocitima dobivenih usporedbom s teZinom bolesti kod iritativnog KD-a
(Tablica 18.).
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Tablica 19. Odnos kategorizacije teZine bolesti i izraZzenosti CD44 u epidermisu, dermisu i na
limfocitima u bioptatima koZe bolesnika s alergijskim KD-om: Fisher-Freeman-Haltonov egzaktni

test

TeZina bolesti: skupine
Laksi oblik | Srednje teski | TeZak oblik

oblik o
N| % | N % N | %
nema reakcije 0| 0,0% 0 0,0% 0 | 0,0%
-3130 1t H

itsrﬁgpozmvmh 3| 333% | 9 32.1% 5 | 3850

33-66% pozitivnih
CD44 o o 5| 556% | 18 | 643% | 8 |615%
epidermis stanica 0.761

>66% pozitivnih
stanica
nema reakcije 31333% | 4 14,3% 3 | 231%

1-33% pozitivnih . . .
stanica 6|667% | 23| 821% | 9 |692%

33-66% pozitivnih
- stanica 0] 00% | 1 3,6% 1 | 7,7%
CD44 dermis 0,653

.
>66% pozitivnih 0| 00% | 0| 00% | 0 | 00%
stanica

nema reakcije 2 | 22,2% 5 17,9% 4 | 30,8%
ma reakclje
1-33% pozitivnih 71 778% | 23| 821% | 8 |615%

1]1111% | 1 3,6% 0 | 0,0%

stanica
33-66% pozitivnih
D tani P 0| 00% | O 0,0% 1| 7,7%
limfociti stanica 0.403
S660 .
St(;(rili/gapozmvmh o | 00% 0 0.0% . 0.0%

Takoder nije bilo ni znacajnih korelacijskih koeficijenata izmedu izraZenosti CD44 u
epidermisu, dermisu i na limfocitima dobivenih usporedbom s tezinom bolesti kod alergijskog
KD-a (Tablica 19.).
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Tablica 20. Korelacija izrazenosti CD44 u epidermisu, dermisu i na limfocitima u bioptatima koze
bolesnika s iritativnim KD-om i alergijskim KD-om u odnosu na tezinu bolesti: Spearmanovi

korelacijski koeficijenti

Iritativni Alergijski
KD KD
Tezina bolesti Tezina bolesti
Korelacijski
CD44 koeficijent P 0,021 -0,192
epidermis 0,885 0,182
N 50 50
Korelacijski
koeficijent P -0,067 0,032
CD44 dermis 0,642 0,825
N 50 50
Korelacijski
CD44 koeficijent P 0,048 0,030
limfociti 0,742 0,835
N 50 50

Nije bilo znacajnih korelacijskih koeficijenata izmedu izrazenosti CD44 u epidermisu, dermisu i
na limfocitima dobivenih usporedbom s teZinom bolesti kod iritativnog i alergijskog KD-a.

(Tablica 20.)
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6.RASPRAVA

66



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

CD44 vazan je glikoprotein na stanicnoj povrSini koji je ukljuen u razne medustanicne
interakcije, stani¢ne adhezije, migracije, ukljucuju¢i aktivaciju limfocita, hematopoezu i
metastaziranje tumora (30,60).

Najmanja molekula CD44 naziva se standardni CD44 (CD44s), a njegove Sire varijable
(CD44v6, CD44v9, Cd44v2-10 i Cd44v3-10) nastaju umetanjem jednog ili viSe alternativnih
eksona u standardni Cd44s (61). Istrazivan je i nacin transkripcije CD44 u zdravoj koZi te
izrazenost toga biljega nakon izlozenosti koze razli¢itim agensima (62). Osim brojnosti
funkcija CD44, treba imati u vidu da se javljaju i posttranslacijske izmjene/modifikacije (kao
Sto su fosforilacija i glikozilacija) koje utje¢e na povecéanu ili smanjenu funkcionalnost dijela
ili oblika CD44 (63).

U dosadasnjim istrazivanjima koja su provedena na zivotinjama i na koZzi zdravih ljudi uloge
pojedinih oblika CD44 nisu sasvim razjasnjene. Prema imunofluorescentnoj analizi koze,
osnovni (standardni) oblik CD44s najizrazeniji je u epidermisu i dermisu, dok su njegovi
oblici v6 1 v9 izrazeniji u epidermisu (62). lako u naSem istraZivanju nismo rasclanjivali
oblike CD44, prema rezultatima moze se zakljuciti da su oblici CD44v6 1 v9 ti koji su bili
statistiCki znacajno izraZeniji u epidermisu lezija kod iritativnog KD-a. Osim u epidermisu,
vecu izrazenost CD44 utvrdili smo 1 u dermisu, koja je ¢eS¢e dokazana kod iritativnog nego

alergijskog KD-a, pri ¢emu je u dermisu ta izrazenost ipak bila slabija nego u epidermisu.

Na temelju navedenih spoznaja, jedan od ciljeva naSeg istrazivanja bio je usporediti izrazenost
CD44 u epidermisu, dermisu i na limfocitima u bioptatima koze bolesnika s alergijskim
KD-om, iritativnim KD-om, vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi. Gledaju¢i ekspresiju u
epidermisu, u rezultatima smo utvrdili statistiCki znacajnu razliku medu skupinama, s
najvecom izrazenosti CD44 u iritativnom KD-u, nakon kojega slijedi alergijski KD, a zatim
vulgarna psorijaza i zdrava koza. NasSi dobiveni rezultati potvrduju 1 naglasavaju ulogu CD44
u KD-u, osobito u iritativnom KD-u.

Medu aktualnim istrazivanjima iz ovoga podruc¢ja dermatologije isti¢e se nedavno istrazivanje
histomorfoloskih i imunofenotipskih karakteristika lezija kod alergijskog KD-a, iritativhog
KDa 1 atopijskog dermatitisa (AD) ispitivanjem nekoliko pokazatelja: biopsija koze, epikutani

test, test ubodom (prick), serumski IgE, imunohistokemijsko odredivanje CD3, CD4, CD8,

67



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

CDl11c, CD34, CD123, S100 i IL-17 (64). lako dobivenim rezultatima nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu ekspresije navedenih biljega u epidermisu i dermisu kod alergijskog
KD-a, iritativnog KD-a i AD-a, bitne razlike utvrdene su u eozinofilima koji su bili zna¢ajno
izrazeniji u lezijama AD-a, u odnosu na alergijski KD i iritativni KD. Prema rezultatima iste
studije, u diferencijaciji izmedu AD-a, alergijskog KD-a i iritativnog KD-a histologija i
imunohistokemija nisu metode izbora, ali su korisne radi iskljuenja vulgarne psorijaze i
T-stani¢nog limfoma (64). S druge strane, izrazavanje CD44 do sada je istrazivano samo na
animalnim modelima oboljelih Zivotinja, dok nije istrazivano kod bolesnika s KD-om. Uloga
CD44 kod AD-a istrazivana je na animalnim modelima (kod IL-4 transgeni¢nog mi$jeg
modela AD-a) ispitivanjem korelacije izmedu razvoja upale te napredovanja stani¢ne
aktivacije i migracije (65). Prema tim rezultatima s napredovanjem bolesti, raste i postotak
CD4+ i CD8+ T-limfocita koji izrazavaju aktivacijske markere (CD44 i CD69) i
kostimuliraju¢e molekule (engl. inducibile T-cell costimulator i programmed cell death
protein- 1)(ICOS i PD-1), §to potvrduje ulogu CD44 u AD-u (65).

Uloga CD44 osobito je vazna za stani¢nu barijeru koze. Dokazano je da je za razvoj
epidermisa 1 stvaranje kozne barijere klju¢na medustani¢na adhezija, nuzna za cjelovitost
strukture i stvaranje barijere epidermisa (66-68). Studije su pokazale da su proteini stani¢ne
adhezije vazni za funkcije tkiva, ukljucujuéi kontrolu stani¢nog rasta, diferencijaciju i upalu
(66). Rezultati prijasnjih istrazivanja na misevima upucuju na povezanost CD44 u sklopu
medustani¢nih ¢vrstih veza (engl. tight junctions) (TJ), vaznih za funkcioniranje i odrzavanje
kozne barijere (69,70). Dokazane uloge CD44 u kozZnoj barijeri na temelju istraZivanja na
miSevima mogu potkrijepiti i naSe rezultate. Naime, oni pokazuju vecu izraZzenost CD44 i u
epidermisu i u dermisu kod alergijskog KD-a, ali jo$ je znatnije izrazen kod iritativnog KD-a
u odnosu na ostale skupine, §to govori u prilog vaznosti oCuvane kozne barijere koja je
povezana s CD44. Od ostalih uloga CD44 bitno je naglasiti da su njegovi oblici ukljuc¢eni u
vazne signalne puteve jer CD44 mol poticu signale za epidermalni ¢imbenik rasta (engl.
epidermal growth factor) (EGF), ¢imbenik rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor)
(HGF) ili vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)
(VEGF). Ovi angiogeni c¢imbenici poti¢u stvaranje krvnih zila kojima se stanice hrane
kisikom i hranjivim tvarima, $to omogucuje razvoj, upalu, ali i rast tumora. To je osobito

vazno u patogenezi zlo¢udnih tumora jer vjerojatno putem tih krvnih zila dolazi i do Sirenja
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metastaza (71). U tome je bitan VEGF, pro-angiogeni i imunomodulatorni citokin koji ima i
sustavno znacenje te ulogu u tumorskom mikrookolisu. Ovo je osobito vazno zbog toga §to
postoji 1 terapijska moguénost primjene VEGF inhibitora (bevazicumab) kod malignih tumora
(72).

Buduc¢i da je CD44 stani¢ni povrSinski receptor na imunokompetentnim stanicama koji veze
hijaluronan, studijama in vitro dokazana je njegova vaznost za prijanjanje leukocita na
endotelne stanice i daljnju leukocitnu transendotelnu migraciju. Prema rezultatima
eksperimentalnih studija in vivo, tijekom kontaktnog alergijskog odgovora za ekstravazaciju
stanica potrebno je izrazavanje CD44 na limfocitima, zbog ¢ega smo i postavili nasu
inicijalnu hipotezu o dominantnoj izrazenosti CD44 u alergijskom KD-u.

Postoje dokazi da se putem matriksa hijaluronana (MH) potice CD44 signaliziranje koje
aktivno pomaze keratinocitne aktivnosti i poboljSava poremecene epidermalne funkcije (73).
Naime, u epidermisu se u sastavu hemidesmosoma nalaze komponente ekstracelularnog
matriksa (ECM) koje posreduju pri¢vr§¢ivanje keratinocita na bazalnu membranu (73). Pritom
je ECM hijaluronan glavni glikozaminoglikan u ECM-u veéine tkiva, ukljucujuéi epidermis i
dermis te je hijaluronska kiselina (engl. hyaluron acid) (HA) uklju¢ena u nekoliko funkcija
epidermisa. No jo$ nije potpuno istrazen stani¢ni i molekularni mehanizam kojim Kkeratinociti
reagiraju na HA (73).

Nadalje, pokazalo se da je u kozi zivotinja s blokiranim genom za CD44 (CD44 knockdown ili
CD44 knockout miseva) znatno smanjena izrazenost nekoliko biljega keratinocitne
diferencijacije (kao Sto su involukrin i filagrin) u odnosu na CD44 divljeg tipa miSeva (kod
kojih nije blokiran gen za CD44). To potvrduje da HA 1 CD44 imaju vaznu ulogu u
normalnim epidermalnim fizioloSkim i keratinocitnim funkcijama (npr. u diferencijaciji). Kod
nedostatka CD44 u kozi uocene su znatne promjene funkcije barijere keratinocita, ukljucujuci
promijenjenu proliferaciju, diferencijaciju i sintezu lipida (73).

Ispitivana je i uloga CD44 u organizaciji keratinocitnog pericelularnog hijaluronana (74,75).
Kao glikoprotein stani¢ne povrsine, CD44 ukljucen je u vazne stani¢ne funkcije koje ve¢inom
ukljucuju hijaluronan (stani¢nu adheziju, migraciju i modulaciju signala s receptora stani¢ne
povrsine). Ipak, slabije je poznata uloga CD44 u odrzavanju i organizaciji hijaluronana na
povrsini stanice te uloga CD44 u sintezi i1 katabolizmu hijaluronana (75). No u koZi s
manjkom CD44 (izazvanim retinoi¢nom kiselinom) uoceno je difuzno nakupljanje

hijaluronana u povrSinskim epidermalnim slojevima (inace normalno negativnim za
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hijaluronan). To pokazuje da CD44 zadrzava hijaluronan u pericelularnom matriksu
keratinocita i kod odsutnosti CD44 dolazi do nakupljanja hijaluronana, §to moze potaknuti
njegovo hvatanje na abnormalnim mjestima te ometati normalnu diferencijaciju i epidermalnu

barijeru (75).

Upravo je ta interakcija CD44/HA klju¢na u stani¢noj diferencijaciji, proliferaciji i migraciji
stanica, a bitnu ulogu ima kod tumora, kod kojih je vazna u njihovoj progresiji te
metastaziranju zlocudnih tumora (76,77).

Za poznavanje znacenja CD44 u dermatologiji vazno je da CD44 sudjeluje i u fizioloSkim i u
patoloskim procesima, kao Sto su npr. adhezija matriksa, navodenje 1 aktivacija limfocita,
cijeljenje rana, stani¢ni rast, prezivljavanje i migracija stanica. S obzirom na navedeno, nasi
su rezultati potvrdili vecu izrazenost CD44 na limfocitima u lezijama koze kod ispitivanih
upalnih dermatoza (alergijski i iritativni KD, vulgarna psorijaza) nego u zdravoj kozi, §to
podupire ¢injenicu da CD44 aktivira limfocite i sudjeluje u kaskadi upalnog odgovora. Stoga
je izrazenost CD44 veca u navedenim upalnim dermatozama, tj. u bioptatima koznih lezija
bolesnika u odnosu na zdravu kozu.

Iako je nasa pocetna hipoteza bila da je u kozi bolesnika s alergijskim KD-om vjerojatno
povecana imunohistokemijska izrazenost CD44 u odnosu na druge ispitivane upalne
dermatoze i1 zdravu kontrolu te da imunohistokemijska izraZzenost CD44 kod bolesnika s
alergijskim KD-om korelira s tezinom klini¢ke slike, dobivenim rezultatima naseg istrazivanja
nismo potvrdili tu hipotezu. Naime, prema tim rezultatima, CD44 bio je statisticki znacajno
izraZeniji kod iritativnog KD-a (u epidermisu i dermisu te na limfocitima) u odnosu na
alergijski KD. To upucuje na vaznu ulogu CD44 u iritativnom KD-u, gdje vjerojatno sudjeluje
u odrzavanju stani¢ne barijere 1 slozenim patogenetskim procesima do kojih dolazi
djelovanjem mnogih tvari povezanih s pojavom iritativnog KD-a koje poti¢u iritativne
(toksi¢ne) ucinke: kemijske 1 fizikalne tvari, biljke, fototoksi¢ne tvari, ¢imbeniki iz okolisa itd.
U tome osobito vaznu ulogu ima oSteCena funkcija kozne barijere (npr. promjene
epidermalnih pH puferskih sposobnosti) promicanjem bakterijskih biofilmova i stvaranjem
okruzenja koja pogoduju senzibilizaciji (78,79). Rezultati dosadasnjih istraZzivanja provedenih
na eksperimentalnim Zivotinjama i rezultati naseg istrazivanja na oboljelim ljudima upucuju
na to da CD44 ima ulogu u upalnim dermatozama, pri ¢emu je njegova uloga vazna u
imunosnom sustavu i kaskadi zbivanja kod alergijskih bolesti kao $to su alergijski KD i AD,

ali jo$ je vaZnija, prema naSim rezultatima, u iritativnom KD-u.
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Postoje brojni dokazi da CD44 kao receptor za usmjeravanje leukocita (“leukocit-homing”)
ima vaznu ulogu u ekstravazaciji T-limfocita, kao i monocita (80). Prijasnje studije pokazale
su da protutijelo anti-CD44 inhibira pokretanje kasne alergijske reakcije (engl. delayed
hypersensitivity reaction) (DTH reakcije) i kontaktne alergijske reakcije preosjetljivosti
tijekom prva 24 sata. Prema rezultatima na animalnim modelima, kod ciljanog brisanja CD44

smanjen je ulazak leukocita u podrucje upale tkiva, $to je u skladu s tom pretpostavkom.

Rezultati prijasnjih studija (eksperimentalni model) dokazuju vaznu ulogu CD44 u
ekstravazaciji leukocita, ukljucujuci aktivirane leukocite u autoimunim bolestima i alergijskim
reakcijama (80). Ipak, nije utvrdeno utjece li blokada CD44 u autoimunim 1 alergijskim
reakcijama na iste ili razlicite efektorske stanice i jesu li ukljucene razlicite izoforme CD44 te
postoji li razlika povezana s organom.

Nakon spoznaje da izoforme CD44 ometaju ekstravazaciju pojedinih leukocitnih podskupina,
ista pojava istrazivana je kod alopecije 1 kroni¢nog ekcema, na temelju korisnog terapijskog
ucinka primjene kontaktnog senzibiliziraju¢eg sredstva u lijeCenju alopecije (takva blaga DTH
reakcija dugo se odrzava) (80). Ispitivala se i mogucnost da bi se blokada migracije
efektorskih stanica mogla posti¢i s pomocu izoformi CD44 specifi¢nih protutijela.

Utvrdeno je da se CD44 moze povezati s nekoliko integrina i ICAM-1, a takva veza ovisi 0
aktivaciji CD44 te varira ovisno o izoformama CD44 i leukocitnim subpopulacijama. Pritom
se standardna izoforma CD44 prvenstveno povezuje s CD49d u T-limfocitima i CD44v10 s
CDIIb u monocitima. Stoga protutijela anti-panCD44 i anti-CD49d inhibiraju ponajprije
migracije T-limfocita, dok anti-CD11b i anti-CD44v10 inhibiraju migracije makrofaga.
Zapazena korist antialergijskog lijecenja kod alopecije vjerojatno je povezana s djelovanjem
T-limfocita selektivno preko anti-panCD44-CD49d bispecifi¢énog protutijela (80). No
pokazalo se da protutijela anti-panCD44 i anti-CD44v10 takoder mogu potaknuti pojavu tezih
DTH reakcija (81). Vezano s ekstravazacijom stanice tijekom upale koze, protutijela anti-
panCD44 i antiCD44v10 interferiraju s ekstravazacijom monocita i T-limfocita u kozu; pritom
su, ovisno o bolesti, najviSe pogodene odredene efektorske stanice (stanice CD4+ u
kontaktnoj alergijskoj reakciji, a monociti u alopeciji).

Budu¢i da je CD44 vazan u ekstravazaciji leukocita kod autoimunosnih bolesti 1 alergijskih
reakcija, moguci ciljevi terapije anti-CD44 su endotelne stanice i leukociti koji izrazavaju
CD44, ¢ijom blokadom bi se smanjila migracija leukocita (ve¢i u¢inak ima blokada CD44 na

leukocitima) (80). Endotelne stanice pridonose adheziji leukocita putem nadzora ekspresije
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CD44, sekrecije HA i vezanjem kemokina (82-85). Leukocitno kotrljanje (posredovano
CD44) na hijaluronanu koji luce endotelne stanice ovisi o aktivacijskom stanju CD44 i
tijekom upale je kotrljanje pojacano (80,86). U ranoj fazi indukcije odgovora nastala
interakcija CD154-CD40 izaziva na T-limfocitima snaznu regulaciju CD44. Stoga su takve
izrazito CD44-pozitivne stanice moguci ciljevi za anti-CD44, $to ukljucuje ometanje njihove
ekstravazacije (80,82). Kod anti-CD44 posredovane blokade migracije leukocita uocena je i
selektivnost organa: protutijela anti-panCD44 i anti-CD44v10 ometaju izrazavanje leukocita u
kozi. Pri tom je poznato da anti-CD44 blokira ekstravazaciju leukocita, ali se ne znaju
precizni molekularni mehanizmi. lako aktivnost CD44 kao kemokinskog receptora moze
pridonijeti blokadi leukocitne migracije putem anti-CD44, ti ucinci su slabi i ne podrzavaju
klju¢nu ulogu promijenjenog kemokina 1 izraZzenosti njihovog receptora. Za blokadu
leukocitne migracije posredovane CD44 klju¢na je udruzenost izmedu CD44 i integrina.
Prema stanju aktivacije, CD44 vezuje CD49d Koji podrzava ¢vrstu adheziju, migraciju
limfocita, aktivaciju i otpornost na apoptozu, zbog molekula koje pristupaju poveznicama i

molekulama prijenosa/transdukcije s pomocu odgovarajuceg vezanja.

Prema prijasnjim istrazivanjima, ukljuc¢ivanje CD44 u ekstravazaciju leukocita varira, ovisno
o izoformi CD44, subpopulaciji leukocita i organskom okolisu (80). Protutijelo anti-CD44,

osobito anti-CD44v10, inhibira isklju¢ivo usmjeravanje i smjestaj T-limfocita u kozu.

Prema prije provedenim istrazivanjima, najvise obecava blokada CD49d povezanog CD44 na
efektorskim T-limfocitima s pomocu dvostruko specificnog protutijela, koja ne bi trebala
utjecati na migriranje i nakupljanje efektorskih stanica na aktivnim mjestima koze i na njihovu
efektivnost. Takva selektivna blokada CD44 ve¢ se pokazala uspjeSnom u primjeni kod B-

limfocitne leukemije (80).

Dosada$nja istraZivanja pokazuju da patogenetski proces promjena koze kod alergijskog KD-a
obuhvaca kompleksne imunosne putove i upalne medijatore koji su i pod utjecajem genetskih
¢imbenika (pretezno mutacija filagrina) i okidaca iz okolisa (87-91). U patogenezi alergijskog
KD-a istice se i1 uloga antimikrobnih peptida (AMP) koji nastaju kao proizvod razli¢itih
stanica koze (npr. keratinociti, sebociti). Utvrdeno je da AMP-i (koji su nastali u navedenim
stanicama koZe) potom prelaze, tijekom procesa upale, u kozne lezije (92,93). Osim toga, u

patogenezi alergijskog KD-a u novije su vrijeme dobivene i spoznaje o tipovima imunosnih
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odgovora na alergene. Najnovija istrazivanja pokazuju da postoje razli€iti tipovi imunosnih
odgovora na pojedinacne alergene iako klinicke manifestacije ne ovise o vrsti uzro¢nog
alergena. Npr. nikal stimulira imunosnu aktivaciju ponajprije komponenti Th1/Th17 i Th22. U
tom sloZzenom procesu sudjeluje niz ¢imbenika, kao $to su alarmini, proteaze, imunoproteomi,
medustani¢ne veze, lipidi, pusSenje itd. (78,93-95).

U nasem istrazivanju kod iritativnog KD-a u lezijama je uocen izrazeniji CD44, a kod
alergijskog KD-a utvrdena je teza klinicka slika nego u iritativnom KD-u (P<0,001).
Dokazanoj tezoj klinickoj slici alergijskog KD-a najvise su pridonijeli veéa povrSina
zahvacene koze (P=0,000), ¢eS¢e koristenje sustavne kortikosteroidne terapije (P=0,026), veca
izlozenost alergenima (P<0,001) i izrazenija ograniCenja bolesnika u svakodnevnom radu
(P=0,001). Ovaj negativan utjecaj dokazane vece zahvacenosti koZe kod alergijskog KD-a na
tezinu bolesti (P=0,006) moze se povezati s ¢injenicom da je upravo kod ovog oblika KD-a
tipicno Sirenje promjena na okolnu kozu. Uocena veca upotreba sustavne kortikosteroidne
terapije kod alergijskog KD-a povezana je s veCom potrebom za njezinom primjenom u ovom
obliku bolesti zbog alergijskog patomehanizma koji se moze lije¢iti tim lijekovima. Negativan
utjecaj vece izlozenosti alergenima kod alergijskog KD-a (P<0,001) vezan je za tvari koje su
Cesto ubikvitarni alergeni i teSko se izbjegavaju u svakidasnjem Zivotu ili je posljedica
neadekvatne brige bolesnika za izbjegavanje alergena. Negativan utjecaj, u konacnici
dokazanog, veceg ograni¢enja bolesnika u svakodnevnom radu kod alergijskog KD-a

(P=0,001) vezan je za sva navedena obiljezja bolesti.

Velik problem u zdravstvenom sustavu predstavlja ucestalost alergijskog KD-a i iritativhog
KD-a, imaju¢i u vidu da ¢ine 5-15% svih upalnih dermatoza, ali 1 pratece tegobe koje ti
bolesnici imaju, ponajprije zbog tezine klinicke slike 1 smetnji poput svrbeza (1). Ove se
bolesti javljaju ucestalo u svim dobnim skupinama, pa ¢ak i kod djece (96,97). Prema
rezultatima novije studije u kojoj su pracena djeca s KD-om (na temelju iskustva i klinickog
pristupa oboljeloj djeci), pokazuje se potreba za redovitom dnevnom njegom primjenom
razli¢itih terapijskih moguénosti koje se temelje na dijagnozi, klini¢koj tezini i pojedinoj

osobi (individualni pristup) (97).

Prema rezultatima nedavne studije s usporedbom kronicnog KD-a Saka s klinickim
pokazateljima i kvalitetom Zivota, na temelju procjene nakon dvije godine, dobiveni su korisni
podaci (98). Pokazalo se da se tezina bolesti znatno ublazila i kvaliteta zivota bolesnika
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poboljSala nakon navedenog razdoblja pracenja te je njih 20% imalo blagi do teski oblik
bolesti.

Pritom su losiji klinic¢ki tijek i kvaliteta zivota dokazani kod ucestalog izlaganja ¢cimbenicima
iz okoliSa, muSkog spola, profesionalnih bolesti koze, prvih godina posla/rada, alergijskog
KD-a, kroni¢nog tijeka bolesti, promjena na dlanovima 1 Sirenja promjena. Istice se da su na

bolest najveci negativan utjecaj imali ¢imbenici povezani s profesionalnim izlaganjem.

Prema nedavnom ispitivanju utjecaja KD-a $aka na kvalitetu zivota bolesnika u odnosu na
mjesto zivota (zivot u velikom gradu u odnosu na manja mjesta), tezi oblici profesionalnih
KD-a $aka rjede su zabiljezeni u velikim gradovima nego u manjima (99,100). Niska
dermatoloska kvaliteta zivota ¢e$ée je zabiljezena u velikim nego u manjim gradovima, $to
upucuje na to da je bolest negativnije djelovala na bolesnike u velikim gradovima (100).
Prema drugoj, multicentri¢noj studiji, koja je ispitivala tezinu KD-a na Sakama 1 kvalitetu
zivota bolesnika u odnosu na spol, kvaliteta zivota nije se znatno razlikovala kod muskaraca i
zena, ali se KD cesce javljao kod muskaraca (101). Uocena je i znacajna pozitivna korelacija
izmedu tezine bolesti i dobi bolesnika, ali nije bilo znacajne korelacije kvalitete zivota 1 dobi
(101). Kvaliteta zivota izrazito je negativno utjecala na ove bolesnike i izrazito negativno
korelirala s tezinom bolesti. Ipak, uoc¢eno je da negativan utjecaj bolesti na kvalitetu zivota
lakSe podnose Zene (101). Imajuéi u vidu povezanost KD-a sa spolom, nasi prijasnji rezultati
ispitivanja o tome kako bolesnici njeguju kozu pokazali su da su zene ¢eSce upotrebljavale
zaStitne kreme za ruke od musSkaraca (97% u odnosu na 73%), vjerojatno zato S$to one

opcenito vise vode racuna o njezi koze (102).

Bolesnike s KD-om osobito je vazno upozoriti na to da koza Sake zahtijeva posebnu njegu i
zaStitu (102). Kada se promjene pojave, treba ih pravodobno prepoznati i poduzeti
odgovarajuce zaStitne mjere (zaStitna odjeca, mjere vezane uz rad i lijeCenje u skladu s
klinickom slikom i stanjem bolesnika) (103). Prema rezultatima naseg nedavno provedenog
istrazivanja, koje je obuhvatilo zdravstveno osoblje (stomatoloske struke) s KD-om, znatan
broj osoba koje su imale tu bolest (45%) nije ni posjetio dermatovenerologa, a jos$ je viSe onih

koji su sami sebi propisivali terapiju (103).

Bolesnici ponekad nisu ni svjesni da koZu trebaju zastititi kremama i upotrebljavati sapune za

osjetljivu kozu. Prema naSim prijaSnjim rezultatima, ¢ak i1 zdravstveni djelatnici s KD-om

74



Gaby Novak-Bili¢, disertacija

samo katkad rabe sapune za osjetljivu kozu (45%) iako je zdravstvenom o0soblju njihova
uporaba osobito preporucena (103). To je istrazivanje pokazalo i da 61% ispitanika rijetko
primjenjuje zastitnu kremu, iako to njihovo stanje zahtijeva, $to se moze objasniti time da ne
postoji adekvatna svijest o korisnim zaStitnim mjerama (104). Stoga bolesnicima treba
kontinuirano naglaSavati da je nuzna zastita epidermalne barijere kremama, osobito u slucaju

iritativnog KD-a, jer se tako moze ¢ak i sprijeciti pojava bolesti (104).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) takoder preporucuje preventivne mjere i njegu koze,
ukljucujuéi izbjegavanje odredenih losih navika (pretjerano pranje ruku, uporaba tople vode,
neodgovarajuéi postupci pri suSenju ruku, stavljanje rukavica, prekomjerno utrljavanje
dezinficijensa itd.) (105). Postoje dokazi da su u sprecavanju pojave KD-a na §akama iznimno
ucinkoviti preventivni i edukativni programi o njezi koze i individualno savjetovanje (za
alergi¢ne osobe savjetovanje na temelju alergoloskih testiranja). Odgovaraju¢e mjere mogu
poboljsati kvalitetu Zivota i pozitivno utjecati na ublaZzavanje tezine koznih promjena, a ne
smije se zaboraviti ni preventivno ponasanje u vezi sa zastitom koze (pranje ruku, uporaba

zastitnih rukavica) (106).

Kada je rije¢ o alergoloskim testiranjima, dio osoba s KD-om i promjenama koze $aka nije ni
bio na alergolosSkim testiranjima unato¢ opazenim promjenama (106). Ipak, vazno je utvrditi
jesu li 1 koji su alergeni odgovorni za promjene na kozi, kako bi se oni nadalje izbjegavali.
Nazalost, prema rezultatima drugih ispitivanja, osobe s profesionalnim alergijskim KD-om
nisu potpuno svjesne vaznosti alergoloSkog testiranja. Jedna danska studija pokazala je da se
pojedini bolesnici s alergijskim KD-om nakon dvije godine nisu mogli sjetiti rezultata

testiranja (104).

Istrazivan je i negativan utjecaj KD-a na socioekonomsko opterecenje kod teskog kroni¢nog
KD-a $aka; provedena je multicentri¢na studija s procjenom direktnog i indirektnog utjecaja

(107). Prema dobivenim podacima, utvrdeni prosjecni troSkovi po bolesniku mjesecno su
iznosili 418,3 eura, dok je gubitak produktivnosti bio 43,7 %, hospitalizacija 16,1%, a
putovanje 10,3% (107). Najcesce posljedice KD-a uocene kod tih bolesnika bile su gubitak
kvalitete Zivota i produktivnosti. Ovi rezultati takoder pokazuju da je potrebno odgovarajuce
lijeciti KD, ¢ime se mogu poboljSati kvaliteta Zivota i produktivnost te smanjiti troSkovi

(107).
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Imajuéi na umu ucestalost alergijskog KD-a i iritativnog KD-a, posljedi¢ne troskove u sustavu
i tegobe koje bolesnicima otezavaju zivot, ovo podruc¢je predstavlja kontinuirani znanstveni
izazov. Stoga ova problematika zahtijeva daljnja istrazivanja i otkrivanje novih terapijskih
mogucnosti kako bi se bolesnicima poboljsala kvaliteta zivota i omogucilo normalno
obavljanje svakodnevnih aktivnosti. Takoder treba naglasiti da je KD osobito velik problem
kod radno aktivnog stanovnisStva jer zbog promjena na kozi bolesnici izostaju s posla, a
ponekad je nuzna i promjena radnog mjesta. Stoga bi za mlade ljude koji se odlucuju za
strukovna zanimanja (npr. frizer, pekar, soboslikar itd.) u sklopu profesionalne orijentacije
trebalo uvesti 1 alergolosko testiranje, tj. epikutani (patch) test. Time bi se pravodobno otkrila
eventualna alergijska preosjetljivost i sprijecilo izlaganje alergenima na koje se dokaze
preosjetljivost te tako izbjegli problemi koje donosi alergijski KD, npr. izostanci s posla,
recidivi bolesti, dugotrajna primjena Kkortikosteroidnih lokalnih pripravaka, a ponekad i

sustavnih lijekova.
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7. ZAKLJUCCI
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Rezultatima naseg istrazivanja dokazali smo vecu ekspresiju CD44 u bolesnika s kontaktnim
dermatitisima u odnosu na vulgarnu psorijazu i zdravu kozu, pri ¢emu je uocena znacajno
veca ekspresija u iritativnom KD-u u odnosu na alergijski KD.

Uocena je statisti¢ki znacajna razlika (P<0,001) u izrazenosti CD44 u epidermisu u bolesnika
s alergijskim KD-om i iritativnim KD-om u odnosu na bolesnike s vulgarnom psorijazom i u
zdravoj kozi. Pritom je najveca izrazenost CD44 zabiljezena u iritativnom KD-u, nakon kojeg

slijedi alergijski KD.

Odredivanje izrazenosti CD44 u dermisu bolesnika s alergijskim KD-om i iritativnim KD-om
te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi potvrduju najvecu izrazenost CD44

u iritativnom KD-u, ali u znatno manjoj mjeri nego §to je bila izraZzenost u epidermisu

(P<0,001).

Odredivanje izrazenosti CD44 u na limfocitima bolesnika s alergijskim KD-om i iritativnim

KD-om te kod bolesnika s vulgarnom psorijazom i u zdravoj kozi ukazuje da je najjaca

izrazenost CD44 bila kod iritativnog KD-a, a zatim kod psorijaze (P<0,001).

Nasi rezultati nisu dokazali povezivost pojacane eckspresije CD44 i teze klinicke slike

kontaktnih dermatitisa (zabiljezene nakon godinu dana pracenja).

Alergijski KD manifestirao se teZzom klini¢kom slikom u usporedbi s iritativnim KD-om
(P<0,001), ¢emu su najviSe pridonijele znacajne razlike u zahvacenosti koze (P=0,000),
koristenje sustavne kortikosteroidne terapije (P=0,026), izloZenost alergenima (P<0,001) te

ograni¢enja u svakodnevnom radu (P=0,001).
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