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SANTRUMPOS

AAV — su ANCA susije vaskulitai

ANCA — antikiinai pries$ neutrofily citoplazmos antigenus

BVAS — Birmingemo vaskulity aktyvumo skalé naudojama jvertinti vaskulity aktyvuma
c-ANCA - citoplazminio tipo ANCA fluorescencinis §vytéjimas
CCL5 — chemokinas CCL5

CRB - C reaktyvusis baltymas

ECE-1, ECE-2 - 1 arba 2 tipo endoteling konvertuojantis baltymas
ENG — eritrocity nusédimo greitis

ET-1, ET-2, ET-3 -1, 2 arba 3 tipo endotelinas

ETa —endotelino A receptoriai

ETs — endotelino B receptoriai

GM-CSF — granulocity—makrofagy kolonijas stimuliuojantis veiksnys
ICAM-1 — 1 tipo tarplastelin¢ adhezijos molekulé

IgA — imunoglobulinai A

1gG — imunoglobulinai G

IL — interleukino baltymas

INF-y — interferonas y

IQR — tarpkvartilinis plotis

JARSZ — jungiamojo audinio, raumeny, skeleto ir Zarnyno ligos
MCP-1 — 1 tipo monocity chemoatraktantinis baltymas

MPOQO — mieloperoksidazé

MPO-ANCA — ANCA pries mieloperoksidaze

NET — neutrofily ekstralgstelinis tinklas

p-ANCA — perinuklearinio tipo ANCA fluorescencinis §vytéjimas
PECAM-1 — 1 tipo trombocity/endotelio Igsteliy adhezijos molekulé
PR3 — proteinazé-3

PR3-ANCA — ANCA pries proteinazg-3

ROS — reaktyviis deguonies radikalai

TGF-p — transformuojantis augimo faktorius 3

TNF-a —naviky nekrozeés faktorius a

VCAM-1 — 1 tipo kraujagysliy lasteliy adhezijos molekulé

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo faktorius



[VADAS

Autoimuninés ligos — tai buklés kuomet organizmo imuniné sistema pradeda kovoti
prie§ savo pacios organizmo organus, audinius, lasteles taip daznai sukeldamos sisteminius
pazeidimus. Autoimuniniy ligy grupei priskiriama maziausiai 80 skirtingy bukliy. Vienos is jy —
su antikfinais prie$ neutrofily citoplazmos antigenus (ANCA) susije vaskulitai (kraujagysliy
uzdegimai) [1].

Lietuvos Higienos instituto duomenimis, 2018 metais uzregistruoti 158 nauji su
ANCA susijusiy vaskulity atvejai, 18 jy 88 sirgo granulomatoze su poliangitu, 30 — mikroskopiniu
poliangitu, o 40 — eozinofiline granulomatoze su poliangitu [2]. ANCA autoantikiinai dazniausiai
sukelia smulkiyjy kraujagysliy vaskulitus, taip pazeisdami tokius gyvybiSkai svarbius organus
kaip plauciai ir inkstai, kuriuose yra platus kapiliary tinklas, todél ankstyva diagnostika yra ypaé
svarbi §iy ligy atvejais [3,4].

Entotelinas-1 (ET-1) — tai i§ 21 aminortigSties sudarytas baltymas, kurj daugiausiai
sintetina endotelis ir kuris moksliniuose tyrimuose daZznai naudojamas kaip Kkraujagysliy
pazeidimo zymuo [5-7]. Padidéjusi jo sintezé buvo nustatyta ne tik sergant hipertenzija ar
ateroskleroze, bet ir vaskulity atvejais, todél kyla klausimas, kokj vaidmenj ET-1 galéty atlikti
ANCA patogenezéje ir ar tai tarpusavyje susije elementai [8-12]. Jei ET-1 yra jautrus kraujagysliy
endotelio pazeidimui, galbtt jis galéty buti taikomas ANCA teigiamy pacienty biikliy jvertinimui?
Grindziant literattiros Saltiniuose pateikta informacija, buvo iskelta Sio tyrimo hipotezé: ET-1 ir
ANCA yra susij¢ patogenetiSkai — ANCA inicijuotas endotelio paZeidimas prisideda prie
padidéjusio ET-1 iSsiskyrimo.

Tyrimo tikslas: jvertinti endotelino ir ANCA patogenezés sgsaja tiriant ET-1
koncentracijg ANCA teigiamiems asmenims ir vertinant ET-1 ry§j su uzdegiminiais Zymenimis.

Tikslui jgyvendinti buvo iSsikelti Sie uzdaviniai:

1. Nustatyti ET-1 koncentracija ANCA teigiamiems pacientams ir jvertinti jg atsizvelgiant j
pacienty amziy ir lytj;

2. vertinti ET-1 koncentracijos poky¢ius, susijusius su ANCA fluorescencinio §vytéjimo tipu
ir ligy grupémis;

3. [Ivertinti ET-1 rys$j su uzdegiminiais zymenimis (neutrofily skai¢iumi, CRB ir ENG) ANCA

teigiamiems pacientams.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Endotelinas

1.1.1. Endotelino sintezé

Japony mokslininkas M. Yanagisawa su kolegomis 1987 metais iSgrynino baltyma,
sudarytg i$ 21 aminortgsties, kuris sukelia kraujagysliy (arterijy ir veny) susiauréjima, ir pavadino
ji endotelinu [5]. Dabar yra Zinomos trys endotelino izoformos — ET-1, ET-2 (nuo ET-1 skiriasi
dvejomis aminortgstimis) ir ET-3 (nuo ET-1 skiriasi penkiomis aminoriigstimis) [13,14]. ET-1
yra ankscCiausiai atrasta ir labiausiai mokslininky tyrinéjama endotelino forma, kadangi tai kartu
yra ir labiausiai Zmogaus organizme paplitusi endotelino izoforma. Audiniuose ET-1 pasizymi
autokrininiu ir parakrininiu poveikiu [15,16]. Pagrindinis ET-1 funkcija yra skatinti
vazokonstrikcija, kuri kartais gali testis net 1 valandg ar ilgiau, todél jis yra itin svarbus veiksnys
reguliuojant kraujo spaudimg organizme [14,16]. [domu tai, jog atlikus tyrimus paaiskéjo, jog ET-
1 struktiira labai panasi i sarafotoksiny, kurie randami gyvaciy nuoduose ir kurie turi kardiotoksinj
poveikj bei sukelia lygiyjy raumeny susitraukimus [17]. Tai parodo, jog ET-1 gali turéti tiek
naudinga, tiek zalinga poveikj organizmui [18].

Nors in vivo pagrindinis ET-1 gamintojas yra endotelis, ta¢iau jj taip pat sintetina bei
sekretuoja ir kitos lastelés: fibroblastai [8,16], lygiyjy raumeny lastelés [18,19], kardiomiocitai
[20], astrocitai [21], neuronai [8,19], hepatocitai [22], keratinocitai [23], kvépavimo taky epitelio
lastelés [8], makrofagai [24,25], inksty Serdies lgstelés, putliosios lastelés, Kupferio Igstelés ir kai
kurie leukocitai [19]. Tuo tarpu ET-2 (arba ET-2 iRNR) buvo aptiktas zarnyno epitelinése
lastelese, kiauSidese, hipofizéje, Sirdyje, plauciuvose, kraujagyslése, o ET-3 — smegenyse,
antinksc¢iuose inksty kanaléliy, ir zarnyno epiteliy lastelése [8,14]. Tai leidzia jtarti, jog endotelinai
atlieka svarby vaidmenj zmogaus organizme ne tik normalioje biisenoje, bet ir esant organizmo
pazaidoms.

Visos endotelino formos sintetinamos vienodu keliu. Lastelé, gavusi signalg i8
aplinkos, aktyvina reikiamy geny transkripcija. Nutranskribuota prepro-endotelino iRNR keliauja
1 citoplazma, kur vyksta baltymo sintezé. Susintetintg 212 aminortig§¢iy prepro-endoteling veikia
fermentas furinas, kuris atskelia dalj aminorGig§¢iy nuo C ir N baltymo galy, kol licka 38
aminortigStys vadinamos pro-endotelinu arba ,,didziuoju endotelinu“. Didjjj endoteling-1 toliau
skaldo endoteling konvertuojantys baltymai — ECE-1 ir ECE-2, didjjj endoteling-2 — ECE-1, o
didjjj endoteling-3 ECE-1 arba eritrocity pavirSiuje esantys Kell glikoproteinai. Galiausiai susidaro
21 aminorugsties ilgio baltymas — endotelinas [14,16].

ET-1 gamyba ir sekrecijg skatina jvairtis cheminiai ir fiziniai veiksniai, pavyzdziui,

TGF-B, TNF-a, IL-1, IL-6, trombinas, insulinas, noradrenalinas, adrenalinas, angiotenzinas I,



vazopresinas, bradikininas, mazo tankio lipoproteinai, reaktyviis deguonies radikalai (ROS),
endotoksinas, kardiotropinas-1, homocisteinas, hipoksija, nedidelé slyties jtampa ar hipokapnija
[8,15,16,19,26,27]. Tuo tarpu stipri Slyties jtampa, heparinas, prostaglandinas gali blokuoti ET-1
sekrecijg. Azoto oksidas, prostaciklinas bei prieSirdziy natriurezinis peptidas gali veikti dvejopai

ir vienais atvejais skatinti ET-1 gamyba, o kitais — slopinti [19].

1.1.2. Endotelino receptoriai

Endotelino molekulés organizme jungiasi prie dviejy tipy receptoriy — ETa ir ETg.
Endotelino receptoriai yra septynis kartus lastelés membrang perveriantys baltymai, susije su G
baltymais, kurie tarpininkauja perduodant sugeneruotg signalg j Igstelés vidy. ET-1 ir ET-2 yra
giminingesni ETa receptoriui lyginant su ET-3, tuo tarpu visos trys endotelino izoformos turi
vienoda giminingumo laipsnj ETg receptoriui. Abeji receptoriai yra aptinkami jvairiuose
audiniuose ir tai sufleruoja apie galimai esan¢ig multifunkcing endoteliny sistemg [13,16].

ETa receptoriai daugiausia iSsidésto kraujagysliy lygiuosiuose raumenyse ir yra
atsakingi uz kraujagysliy susitraukima, lasteliy proliferacija ir uzdegima skatinancig funkcijg [19]
ET-1 prisijunges prie ETa receptoriy padidina Ca®* jony koncentracija lastelés viduje ir sukelia
kraujagysliy lygiyjy raumeny lasteliy susitraukimag [8,15,19].

ETA receptorius galima aptikti ir Kkitose lgstelése: adipocituose [28,29],
kardiomiocituose [30], hepatocituose [22,31], kepeny zvaigzdinése Igstelése [22],
keratinuocituose [23], makrofaguose [25], inksty glomeruly kapiliaruose, inksty Serdyje
i§sidésciusiuose surenkamuosiuose kanaléliuose, neuronuose, nerve klajoklyje ir melanocituose
[19].

Kalbant apie ETg receptorius, yra isSskirti du jy tipai - ETg1 receptoriai yra
ekspresuojami ant endotelio Igsteliy ir dalyvauja nuo NO priklausomoje vazodilatacijoje bei
prostacikliny gamyboje, 0 ETgz receptoriai ekspresuojami kraujagysliy lygiyjy raumeny lgstelése
ir jy dirginimas sukelia vazokonstrikcija [15,19]. ETa ir ETg santykis lygiyjy raumeny lgstelése
priklausomai nuo kraujagyslés rasies gali skirtis: nustatyta, kad venose ETa:ETg santykis yra
mazesnis nei arterijose (t. y. ETaarterijose yra salyginai daugiau nei venose) [8].

Nors daugiausia ETg receptoriy galima aptikti ant endotelio lasteliy, taciau jie
ekpresuojami ir kitose lastelése: neuronuose ir neuroglijoje (astrocituose) [21], kardiomiocituose
[28,30], adipocituose [29], Kupferio lgstelése, kepeny zvaigzdinése lgstelése ir hepatocituose [22],
inksty kanaléliy epitelio lgstelése [19].

1.1.3. ET-1ir endotelio pazeidimas
Endotelis - tai specializuotas vienasluoksnis ploksciasis epitelis, isklojantis
kraujagysliy vidy ir dalyvaujantis daugybéje svarbiy biologiniy funkcijy [16,18]. Endotelis
6



palengvina kraujo cirkuliacija, slopina perdétg kraujo ploksteliy agregacija ir leukocity adhezija,
uzkerta kelia lygiyjy raumeny lasteliy proliferacijai, reguliuoja kraujagysliy tonusa
kontroliuodamas vazokonstrikcinius (pvz. ET-1) ir vazodilatacinius junginius (pvz. azoto oksidas,
prostaglandinai) bei slopina ekstralastelinio matrikso depozicijg. Tinkamas endotelio
funkcionavimas yra kritiSkai svarbus augant ir atkuriant paZeistus audinius [16].

Tam tikri veiksniai gali pazeisti endotelio lgsteles ir jas aktyvuoti, o tai gali biiti jvairiy
ligy pradzia. Tokie veiksniai gali biiti: bakteriné ar virusiné infekcija, oksidacinis stresas sukeltas
reaktyviy deguonies radikaly, hipoksija, turbulentinis kraujo tekéjimas, Slyties jtampa bei aplinkos
dirgikliai (tabakas, hiperlipidemija). Vis délto ne visada aiSku, kas konkreéiai sukelia pradinj
endotelio Igsteliy pazeidima [16,32].

I pazeidimag reaguodamas endotelis, be jvairiy molekuliy aktyvavimo, prisideda ir prie
ET-1 koncentracijy poky¢iy. Visa tai sukelia kraujagysliy struktiiros ir formos poky¢ius [16]. Nors
jprastai ET-1 yra jvardijamas kaip lygiyjy raumeny spazmogenas, taciau jis dalyvauja ir daugybéje
uzdegiminiy procesy. ET-1 ekspresija stebima ir sveiky Zzmoniy organizme, taciau ji kur kas labiau
padidéja gavus signalus i§ tam tikry citokiny, reaktyviy deguonies radikaly, angiotenzino II ar
trombino, kurie signalizuoja apie endotelio pazeidimg [15]. ET-1 veikdamas per ETa ir ETg
receptorius skatina ekstralastelinio matrikso gamyba, o aktyvindamas NF-«kB baltymy kompleksa,
veikiant] geny transkripcija, skatina adhezijos molekuliy ICAM-1, VCAM-1 ir E-selektiny
ekspresijg endotelio ar fibroblasty pavirSiuje. Prie $iy adhezijos molekuliy prisijungia kraujyje
cirkuliuojantys leukocitai, o tai palengvina jy infiltracijg j kraujagyslés sienele [8,15,19,33,34].

Priartéj¢ prie kraujagysliy sieneliy aktyvuoti leukocitai i$skiria jvairias medZiagas,
tarp kuriy ir medZziagos, zalojanc¢ios endotelj bei aplink esan¢ius audinius (pavyzdziui, ROS) ir
skatinancios uzdegima (pavyzdziui, TNF-a, IL-1, IL-6). Tuo paciu, tie patys citokinai dar labiau
skatina ET-1 gamyba, 0 ET-1 padidina TNF-a sintez¢ makrofaguose ir monocituose. TNF-a
padidina uzdegimin;j atsaka pritraukdamas daugiau makrofagy, monocity ir neutrofily j paZeidimo
vietg [19]. ET-1 stimuliuoja monocitus, jog Sie i$skirty IL-8 ir MCP-1, kurie yra neutrofily ir
monocity chemoatraktantai. ET-1 taip pat gali veikti ir kaip putliyjy lasteliy aktyvatorius, kuris
sukelia degranuliacijg ir uzdegiminiy citokiny sekrecija (TNF-a, IL-6) [15]. Be jau minéty
citokiny, ET-1 skatina ir IL-13, IL-2, CCL5 ir GM-CSF, TGF-f3 gamyba [16,35]. Taigi, ET-1 gali
biti laitkomas uzdegima skatinanciu baltymu, kuris prisideda prie leukocity aktyvavimo, o Siy
i§skiriamos medziagos prie stipresnio endotelio pazeidimo ir dar didesnés ET-1 koncentracijos.

ET-1 reikSme kraujagysliy uzdegimo vystymesi parodé D. W. Anggrahini su
kolegomis, kurie atliko bandyma su pelémis. Jie iSvedé peliy linija, kuriy endotelis nesintetino ET-
1 ir lygino kraujagysliy histologija tarp mutavusiy peliy grupés ir kontrolinés grupés po

kraujagyslés pazeidimo. Mokslininky grupé nustaté, jog mutavusiy peliy kraujagyslés uzdegimas
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ir neointimos formavimasis buvo gerokai mazesnis nei kontrolinés grupés — aptikta maziau
endotelio adhezijos molekuliy (VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1), maziau proliferavusiy
kraujagysliy lygiyjy raumeny lasteliy ir tarplastelinio uzpildo sankaupy, mazesnés leukocity
sankaupos kraujagyslés sieneléje bei sumazéjusi endotelino receptoriy ETa ir ETg iRNR raiska

[7].

1.1.4. Su ET-1 siejamos ligos

Fiziologinémis salygomis ET-1 koncentracija yra labai maza, todél sutrikus ET-1
sekrecijai ar receptoriy ekspresijai yra stebimos jvairios ligos [13]. Endotelino receptoriy (ETg)
svarbg jrodo faktas, jog net vieno nukleotido pakeitimas (G—T) gali lemti tam tikras ligas,
pavyzdziui, HirSprungo liga [36]. Literatiros duomenimis padidéjusi ET-1 koncentracija yra
siejama su iSsétine skleroze, Alzhaimerio liga, patyrus insulta ar smegeny traumg [21], sergant
kepeny ligomis [31], atopiniu dermatitu, astma [23], virusine ir bakterine pneumonija, Cago liga,
bakteriniu meningitu [15] esant sepsiui [19], sergant plauciy arterine hipertenzija, plauciy
emfizema, létiniu S$irdies nepakankamumu, létiniu inksty nepakankamumu [13,35,37,38],
sistemine skleroze [16]. Padidéjusi ET-1 koncentracija siejama ir su cukriniu diabetu, nes mazina
lasteliy jautruma insulinui [29].

Yra zinoma, jog ET-1 skatina ROS gamyba ir sukelia oksidacinj stresg. Papildomai
suleidus ET-1 j veng ir taip padidinus jo koncentracijg kraujyje, pirmiausia stebimas kraujagysliy
atsipalaidavimas, po kurio seka stiprus, ilgai trunkantis kraujagysliy susitraukimas, kuris sukelia
iSemijg, o §i veda | ROS gamybg [19]. Li ir kolegy atlikti tyrimai su ziurkémis pademonstravo, jog
sergant hipertenzija ET-1, aktyvuodamas ETa receptoriaus/NAPDH oksidazés signalinj kelia,
padidina superoksido (O2) koncentracija ir VCAM-1 ekspresijg arterijose [12]. Sukeltas
oksidacinis stresas siejamas su padidéjusia aterosklerozés rizika, nes padidéja lipidy peroksidacija,
sumazéja didelio tankio lipoproteiny koncentracija, skatinama monocity ir makrofagy infiltracija
[39]. Svarby ET-1 ir jo receptoriy vaidmenj aterosklerozéje kity ligy vystymesi patvirtina atlikti
tyrimai su ETa receptoriy antagonistais (pavyzdziui, BQ123), kuriy naudojimas stabdo
aterosklerozés vystymasi [8] ir sisteminj uzdegima, nes mazina TNF-a ir IL-13 gamyba [38]. Be
to, F. Bellisai ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, jog kitas ET receptoriy antagonistas -
bosentanas statistiSkai reikSmingai sumazino citokiniy IL-2, IL-6, IL-8 ir INF-y koncentracijas
sistemine skleroze sergantiems zmonéms [37].

Ne tik padidéjusi ET-1 koncentracija yra patologijas sukeliantis veiksnys, bet ir jo
trikumas tam tikrais vystymosi etapais. Mokslininkas Y. Kurihara su kolegomis atliko tyrima su
pelémis, kurio metu sutrikdé ET-1 geno ekspresija, to pasekoje homozigotinés pelés (ET-17") gimé

su veido srities kaukolés iSsigimimais ir greitai po gimimo miré nuo kvépavimo sistemos



sutrikimy, o heterozigotinés pelés (ET-1*/") gamino maZesnius kiekius ET-1 ir turéjo padidéjusj
kraujo spaudimg. Eksperimento rezultatai leido daryti prielaida, jog ET-1 yra biitinas normaliam

peliy vystymuisi ir svarbus uztikrinant Sirdies ir kraujagysliy homeostaze [40].

1.2. ANCA - smulkiyju kraujagysliy vaskulity Zymuo

1.2.1. Vaskulity Kklasifikacija, su ANCA susijusios ligos

Jungtinése Amerikos Valstijose, Siaurés Karolinoje esanéiame miestelyje Chapel Hill
2012 metais vyko antroji tarptautiné konsensuso konferencija, i kurig susirinko mokslininky ir
gydytojy bendruomené. Pagrindinis susibarimo tikslas buvo patikslinti 1994 metais vykusios
pirmosios konsensuso konferencijos metu sudaryta vaskulity nomenklatirg — pavadinimus ir
apibrézimus bei perzitiréti ir atnaujinti vaskulity klasifikacija [4].

Vaskulitas — tai kraujagyslés sienelés uzdegimas [4,41]. ApibréZiant placiai, vaskulitai
gali biiti infekciniai, sukelti tiesioginés patogeny invazijos ir proliferacijos kraujagysliy sienelése,
ir neinfekciniai. Vis délto kai kurie neinfekciniai vaskulitai gali biiti netiesiogiai susij¢ su
infekcijomis. Minétoje konferencijoje buvo klasifikuojami neinfekciniai vaskulitai. Pagrindinis
vaskulity klasifikacijos rodiklis buvo dazniausiai pazeidziamos kraujagyslés, tai yra, vaskulitai
buvo suskirstyti 1 didziyjy, vidutiniy ir mazyjy kraujagysliy (1 pav.). Vis délto beveik visi
vaskulitai gali paZeisti bet kurio dydzio kraujagysles, tad toks vaskulity skirstymas yra tik
orientacinis [4].

Didziyjy kraujagysliy, tokiy kaip aorta ir jos atSakos, vaskulitams yra priskiriami
Takajasu ir gigantiniy lasteliy arteritai. Vidutiniy kraujagysliy (pagrindiniy visceraliniy arterijy ir
ju atSaky) vaskulitams priskiriami mazginis poliarteritas ir Kavasaki liga. Smulkiyjy kraujagysliy
(arteriolés, venulés, kapiliarai) vaskulitai yra i$skirti j dvi grupes — su ANCA susij¢ vaskulitai ir
imuniniy kompleksy vaskulitai (anti-glomerulo bazinés membranos liga, krioglobulineminis
vaskulitas, IgA vaskulitas, hipokomplementinis urtikarinis vaskulitas). Be to, iSskiriami jvairiy
kraujagysliy vaskulitai, kurie vienodai daznai gali pazeisti jvairiy dydziy kraujagysles — Behceto
liga (angl. Behcet’s disease) ir Kogano sindromas (angl. Cogan’s syndrome) bei vieno organo
vaskulitai — tai vaskulitai, pazeidziantys jvairias kraujagysles viename organe, pavyzdziui, 0d0S

leukocitoklastinis angitas, odos arteritas ir Kiti [4].



Smulkiyjy kraujagysliy imuniniy kompleksy vaskulitai
Krioglobulineminis vaskulitas

IgA vaskulitas (Henocho-Sionleino)
Hipokomplementinis urtikarinis vaskulitas

(Anti-C1q vaskulitas)

A

Vidutinio dydzio kraujagysliy vaskulitai [ Glomeruly bazinés |
Mazginis poliarteritas membranos liga
Kavasaki liga

A

|

Su ANCA susijusiy smulkiyjy kraujagysliy

vaskulitai

\ ) Mikroskopinis poliangitas
Granulomatozé su poliangitu (Vegenerio

Didziyjy kraujagysliy vaskulitai granulomatozé)
Takajasu arteritas Eozinofiliné granulomatozé su poliangitu

Gigantiniy Iasteliy arteritas (Cargo-Strauso sindromas)

1 pav. Vaskulity klasifikacija pagal pazeisty kraujagysliy dyd;j [4].

Su ANCA susije vaskulitai (AAV) — tai grupé sunkiy, sisteminiy autoimuniniy ligy su
nekrozuojanciu vaskulitu, pirmiausiai linkusiy paZeisti smulkias kraujagysles ir susijusiy su
antikiinais prie§ neutrofily mieloperoksidaze (MPO) ar proteinaz¢-3 (PR3) [4,42,43]. AAV
nebiidingos imuniniy kompleksy nuosédos kraujagysliy sienelése arba biidingas nedidelis jy
kiekis, tuo tarpu kitiems smulkiyjy kraujagysliy vaskulitams buidingas Zymus imuniniy kompleksy
nusédimas ant kraujagysliy sieneliy [4,44].

AAV priskiriami: mikroskopinis poliangitas, granulomatozeé su poliangitu (arba
Vegenerio granulomatozé), eozinofiliné granulomatozé su poliangitu (arba Cargo-Strauso
daugiafunkciniy  pazeidimy.  Mikroskopiniam  poliangitui  biidingas  nekrozuojantis
glomerulonefritas. Taip pat daznai pasireiskia ir plauciy kapiliaritas. Granulomatozé su poliangitu
dazniausiai pazeidzia virSutinius ir apatinius kvépavimo takus. Taip pat daZnai pasireiSkia
nekrozuojantis glomerulonefritas ir akies kraujagysliy paZeidimai su hemoragijomis. Eozinofilinei
granulomatozei su poliangitu badingas gausus eozinofilais, nekrozuojantis uzdegimas, kuris
daznai pazeidzia kvépavimo sistemg ir gali biti siejamas su astma. DaZni nosies polipai, gali

pasitaikyti ir glomerulonefritas [4,45]. AAV diagnostika yra sudétinga, diagnozei patvirtinti
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daznai reikalinga biopsija, kadangi simptomai néra specifiniai ir gali reiksti daugybe kity ligy.
Mazdaug tre¢daliui pacienty AAV diagnozuojami daugiau nei po 6 ménesiy, kai liga jau biina
pazengusi ir sisteminé [45]. Tikslus AAV diagnozés nustatymas be laboratoriniy imunologiniy
tyrimy yra neiSvengiamas. Jy metu yra tiriami pacienty serume esantys autoantiktinai prie§ PR3 ar
MPO. ANCA tiriant imunofluorescencijos metodu, citoplazminis granuliy fluorescencinis
Svytéjimas (C-ANCA) siejamas su detektuotais antikiinais prieS§ PR3, o perinuklearinis
fluorescencinis svytéjimas (p-ANCA) su antikiinais prie§ MPO. C-ANCA dazniau aptinkami
sergant granulomatoze su poliangitu ir reCiau — sergant eozinofiline granulomatoze su poliangitu.
Tuo tarpu p-ANCA dazniau aptinkami pacientams sergantiems inksty vaskulitu ir reCiau —
pacientams sergantiems granulomatoze su poliangitu. Vis délto svarbu atkreipti démesj, jog
ANCA gali buti aptinkami ne tik pacientams sergantiems AAV, bet sergantiems ir kitomis
jungiamojo audinio, raumeny bei skeleto ligomis (mazginiu poliarteritu, gigantiniy lasteliy arteritu
ar greitai progresuojan¢iu glomerulonefritu, raudonaja vilklige, polimiozitu, sausuoju (Sjogreno)
sindromu, reumatoidiniu artritu, Fel¢io sindromu, psoriaziniu artritu, Stilio liga, ankiloziniu
spondilitu ar reaktyviuoju artritu) ar Zarnyno ligomis (opiniu kolitu ar Krono liga), taciau dalyje
tokiy atvejy ANCA biina specifiski ne PR3 ar MPO, o kitiems antigenams — katalazei, a-enolazei,
laktoferinui ar baktericidiniams pralaidumg didinantiems baltymams [42,46].

Nors sergamumas AAV skirtingose populiacijose yra panasus — mazdaug 11-47 atvejy
milijonui gyventojy per metus, taciau vaskulity tipai populiacijose skiriasi. Pavyzdziui, Vegenerio
granulomatoze dazniau sergama Norvegijoje, Jungtinéje Karalystéje, Australijoje ir Naujojoje
Zelandijoje, tuo tarpu mikroskopiniu poliangitu daugiau sergama Ispanijoje, Kuveite, Kinijoje ir
Japonijoje. Tai leidzia iSkelti hipotezg, jog ariau poliy esancios populiacijos yra linkusios dazniau
sirgti Vegenerio granulomatoze, o arfiau pusiaujo esancios populiacijos — mikroskopiniu
poliangitu, ta¢iau iki Siol §i hipotezé nebuvo patvirtinta [42,47]. Europoje naujy su ANCA
susijusiy vaskulity atvejy per metus nustatoma nuo 13 iki 20 vienam milijonui gyventojy [48]. Tuo

tarpu paskaiCiuota, jog bendras sergamumas AAV siekia mazdaug 46-184 Zmones milijonui

gyventojy [45].

1.2.2. ANCA susidarymo hipotezés
ANCA - tai antikiinai prie§ neutrofily ir monocity citoplazmoje esancius antigenus.
ANCA antikiinai gali priklausyti tiek IgG, IgM ar IgA klaséms, bet aktyvioje ligos fazeje
dominuoja IgG. Antikiinai gali susiformuoti prie§ bet kurj neutrofily ar monocity baltyma, bet
kliniskai reikSmingi antikiinai susidaro prie§ mieloperoksidazg ir 29 kDa serino proteinaze-3,

kurios yra neutrofily azurofilinése granulése [41,42].
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Iki Siol néra visiskai aiSku, kaip susidaro ANCA, taCiau sitilomos kelios hipotezés.
Pagrindiniai antigenai PR3 ir MPO yra apsaugoti nuo imunings sistemos, nes laikomi neutrofily
citoplazmos granulése, o po degranuliacijos yra greitai pasalinami uzdegimo vietoje veikianc¢iy
inhibitoriy: al-antitripsino (neutralizuoja PR3) ir ceruplazmino (neutralizuoja MPO). Sie
mechanizmai apsaugo nuo minéty antigeny pateikimo imuninei sistemai ir autoantikiiny
susidarymo. Vis délto jvairiis veiksniai gali padidinti imuninés sistemos jautruma ir autoantikiny
susidaryma [42,49].

Apoptoze arba programuota lgstelés mirtis yra itin svarbi kontroliuojant ankstyvo
uzdegiminio atsako trukme ir tokiu biidu apribojant neutrofily audiniams daromg zalg. Apoptozés
metu lgstelés membrana patiria pokycius —joje pradedamos eksponuoti fosfatidilserino molekulés,
kurias atpazjsta makrofagai ir paSalina apoptotines Iasteles neuzdegiminiu budu, tai yra, i§skirdami
citokinus, pavyzdziui, TGF-B [50]. Manoma, jog ANCA gali susidaryti sutrikus neutrofily
apoptozei, kai sutrinka apoptotiniy lgstelés fragmenty pasalinimas ir dendritinés ar kitos antigeng
pateikiancios Igstelés pateikia neutrofily viduje buvusius baltymus T lasteléms ir taip i$Saukia
imuninj atsaka. Taigi, sutrikes ar prailgéjes apoptotiniy daleliy pasalinimas gali inicijuoti ANCA
gamyba ir skatinti sisteminiy vaskulity vystymasi [42]. Tai jrodo Y. C. Patry ir kolegy atliktas
tyrimas, kur pilkosioms ziurkéms (angl. Brown Norway rats) susvirktus apoptotiniy neutrofily
uzfiksuotas ANCA susidarymas, o susvirkstus $vieziai izoliuoty neutrofily ANCA nesusidaré [51].

Neutrofily lemtis yra ziiti apoptozés arba nekrozés budu atlikus savo funkcija, tac¢iau
2004 metais buvo atrasta treGioji lasteliy mirties raiis, tai yra, netozé. Sio proceso metu
formuojamas neutrofily ekstralgstelinis tinklas (NET), kuriame neutrofilai jkalina ir nuzudo
ektralgstelinius patogenus taip padarydami kuo mazesne Zalg audinio lgsteléms. Susidar¢ NET yra
paSalinami makrofagy. NET gali turéti zalingg poveik] organizmui, kadangi jis susidaro i§ |
ekstralgsteline ertme i§stumto chromatino ir granulése esanciy baltymy (tarp jy ir MPO ir PR3), o
tai gali i8Saukti autoimuniniy ligy vystymasi. Be to, iSskirtas NET zaloja endotelj ir gali i§Saukti
alternatyvaus komplemento sistemos kelio aktyvacija bei skatinti trombino gamybag, 0 tai padidina
tromby susidarymo rizikg [42,52]. NET susidarymg gali inicijuoti ne vienas veiksnys: tarp jy
ROS, jvairts mikroorganizmai (Staphylococcus aureus, Candida albicans, Streptococcus sp.,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumonia, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Shigella flexneri, Aspergilus nidulans, Aspergillus fumigatus, Yersinia sp.,
Porphyromonas gingivalis), ar jau susidar¢ ANCA [52-54].

Kita ANCA susidarymo hipotez¢ yra susijusi su genais, kurie kontroliuoja imuninio
atsako stipruma. ISsiaiSkinta, jog 3 pagrindiniai ANCA asocijuoti vaskulitai yra susij¢ su
skirtingais ZLA variantais: mikroskopinis poliangitas su ZLA-DQ, eozofiliné¢ granulomatozé su

poliangitu su ZLA-DRB4, o granulomatozé su poliangitu su ZLA-DP1 ir genu SERPINAL.
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SERPINALI genas koduoja al-antitripsing — pagrindinj PR3 inhibitoriy. Sumazéj¢s ol-antitripsino
aktyvumas gali lemti uzsitgsusi PR3 buvima uzdegimo apimtame audinyje ir ANCA
susiformavimg [42,49]. Vis délto P. A. Lyons ir kolegy atliktame tyrime, kuriame buvo tirti su
ANCA susijusiais vaskulitais sirge pacientai i§ Jungtinés Karalystés (1233 asmenys) bei Siaurés
Europos (1454 asmenys), buvo nustatyta, jog genetiniai skirtumai turéty bati siejami ne su ANCA
susijusiomis ligomis, bet su ANCA tipu. Mokslininky komanda i3siaiskino, jog ZLA haplotipy ir
SERPINAL geno mutacijos, sicjamos su granulomatoze su poliangitu, pasireiskia turint c-ANCA
fenotipa, bet ne p-ANCA. Siy geny mutacijos taip pat siejamos ir su c-ANCA fenotipa turinciais
ir mikroskopiniu poliangitu serganciais pacientais. Dar daugiau, mokslininkai teigia, jog pats PR3
antigenas, siejamas su c-ANCA, gali turéti skirtingas genetines variacijas ir kad tai gali lemti
skirtingg su ANCA susijusiy vaskulity patogeneze [55]. Serologinio ANCA tipo svarbg iskélé ir
brity mokslininkas R. A. Watts, kuris teigé, jog AAV geriau apibtidina ANCA tipai (MPO-ANCA/
atsizvelgiant j tai [56]. P. Jarrot ir G. Kaplanski savo 2016 mety straipsnyje teigé, jog neutrofily
membranos antigeny ekspresija yra valdoma genetiskai ir jog buvo pastebéta, kad pacienty,
sergan¢iy AAV, PR3 ir MPO geny raiSka buvo sutrikusi dél epigenetiniy modifikacijy, todeél
neutrofily membranose buvo padidéjusi Siy molekuliy ekspresija, o tai gali i§Saukti autoantikiiny
formavimasi [43]. J. J. Yang ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, jog pacienty, serganéiy su
ANCA susijusiu glomerulonefritu, tam tikry geny, susijusiy su neutrofily granuliy baltymais,
transkripcija yra suintensyvéjusi — tarp jy ir MPO ir PR3 geny transkripcija (transkripty buvo 4,7-
11,2 karty daugiau nei kontrolingje grupéje). Iprastu atveju Sie genai yra nutildomi tada, kai
subrendg¢ neutrofilai palieka kauly ¢iulpus. Taigi, tokie rezultatai iSkelia hipoteze, jog patologinis
komponentas, kuris aktyvina nutildytus genus yra ne maziau svarbus nei susidarantys
autoantikiinai ir gali buiti reikSmingas veiksnys esant staigiai ir sunkiai ligos pradziai [57].

Be to, ANCA susidarymas gali biiti siejamas ir su patogenu Staphylococcus aureus ar
Ross River virusu. Sie sukéléjai inicijuoja autoimuninj atsaka dél molekulinés mimikrijos, tai yra,
Ju antigenai primena tam tikrus Zmogaus organizmo antigenus, o $iuo atveju PR3, MPO ar kitus
ANCA epitopus [42,58].

Patogeniniai mikroorganizmai autoimuninj atsaka gali i$Saukti ir kitu budu.
Transmembraniniai atpazinimo receptoriai (TLR) — tai grupé svarbiy jgimtam imuniniam atsakui
receptoriy, esanc¢iy leukocity membranose ir sugebanciy atpazinti patogenus. Visy pirma, mikroby
18skirti produktai stimuliuoja makrofagy TLR ir makrofagai i§skiria uzdegiminius citokinus, kurie
skatina neutrofilus islaisvinti PR3 (serino proteazé, kuri prisideda prie mikroorganizmy i$skiriamy
baltymy nukenksminimo), o endotelio lgsteles ekspresuoti adhezijos molekules, kurios |

pazeidimo vieta pritraukty dar daugiau uzdegiminiy lasteliy. Sios lastelés, atsakydamos j TLR

13



dirginima gamina dar daugiau uzdegiminiy citokiny, tarp jy ir IL-23, kuris skatina T lasteles
diferencijuotis  Th17 fenotipa. Th17 lastelés yra atskira CD4+ T Igsteliy atSaka, kuri i$siskiria tuo,
jog gamina citoking IL-17, kuris skatina kity uzdegiminiy citokiny (TNF-o, IL-6, IL-8) i§skyrima,
padidéjusia adhezijos ir ZLA molekuliy ekspresija bei monocity ir neutrofily telkima. Th17
lastelés yra pagrindinés lgstelés vystantis autoimunitetui. Jos yra aktyvios uzdegiminés Igstelés,
kurios ne tik inicijuoja ir palaiko audiniy uzdegimg jdarbindamos kitas uzdegimines Igsteles, bet
ir generuoja aplinka, kuri suteikia atsparumg lasteléms T-reguliaciniy lasteliy kontrolei [42,59].
Slopinamos  T-reguliacinés lastelés nebegali slopinti antigeng pateikianéiy lasteliy
kostimuliuojan¢iy molekuliy CD80 ir CD86 ekspresijos, kuri reikalinga T efektoriniy Igsteliy
suzadinimui. Slopinant T-reguliaciniy lasteliy veikla, nebeslopinama autoreaktyviy T Iasteliy
proliferacija ir nutraukiama uzdegimg slopinanc¢iy citokiny gamyba [60]. Pastovi antigeng
pateikianciy lgsteliy IL-23 gamyba, manoma, yra esminis Th17 lasteliy palaikymo uzdegimo
vietoje faktorius, o E. Nogueira ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, jog padidéjes Th17 kiekis
gali biiti sicjamas su PR3-ANCA teigiamais pacientais ar granulomatoze su paliangitu serganciy
pacienty remisija [42,61]. B. Wilde ir kolegy atliktas tyrimas parodé¢, jog sergant AAV sumazéja
B-reguliaciniy lasteliy, o tai gali paveikti T reguliacines lgsteles, kurios slopina Th17 Igsteliy
aktyvuma ir autoimunitetinj atsaka [62].

Manoma, jog aplinkos faktoriai taip pat gali turéti jtakos su ANCA susijusiy vaskulity
vystymuisi. J. A. Gomez-Puerta ir kolegy atlikta metaanalizé parodé, jog ANCA vystymuisi jtakos
gali turéti kristalinio silicio oksido poveikis. Yra sitilomi du Sios sgveikos paaiskinimai: pirma,
silicio oksidas gali sukelti Igsteliy nekroze ar apoptozg, o esant Sioms biisenoms pirminés granulés
atsiduria neutrofily pavirSiuje arba jy iSor¢je ir tai gali i$Saukti autoantikiiny formavimasi; antra,
po kontakto su silicio oksidu individy alveolése gali uzsilikti jo daleliy, o silicio oksidas yra
zinomas kaip stiprus T Iasteliy adjuvantas, kuris esant genetinei predispozicijai, gali sukelti
nekontroliuojamg sisteminj uzdegima, kuris gali tapti AAV vystymosi pradzia [63]. Be to,
pastebeta, jog silicio oksidas gali inaktyvuoti al-antitripsing, kuris, kaip jau prie$ tai minéta, yra
PR3 slopiklis ir taip i§Saukti autoimuninj atsaka [47].

Kitas aplinkos veiksnys, galimai galintis i$Saukti ANCA gamyba, yra ilgalaikis
kokaino ar tam tikry medikamenty vartojimas: antibiotiky (minociklino, cefotaksimo,
nitrofurantoino, rifampicino), anti-TNF-o priemoniy, psichoaktyviy medziagy ir kai kuriy kity
vaisty, pavyzdziui, propiltiouracilo, metimazolo, karbimazolo ar benziltiouracilo (kurie skirti
skydliaukeés sutrikimams gydyti), hidralazino, levamizolo, D-penicilamino, alopurinolio, fenitoino
ir sulfasalazino [43,47,64,65].
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1.2.3. ANCA patogenezé
ANCA patogeniSkumas vis dar kelia klausimy, kadangi pasitaiko pacienty, kurie turi
[43,44,47] arba todél, kad ANCA titrai ne visada atspindi ligos aktyvumag ar atkrycius [42]. Vienas
i§ paaiSkinimy slypi autoantigeno epitopuose [44] (2 pav.). A. J. Roth ir kolegy tyrimas atskleideé,
jog MPO turi 25 epitopus prie kuriy gali prisijungti ANCA ir kad asmeny, serganciy su ANCA
susijusiomis ligomis, MPO-ANCA IgG gali prisijungti prie kity ir didesnio skai¢iaus epitopy nei
sveiky asmeny [66]. Taip pat pastebéta, kad sveiky zmoniy organizmuose ANCA titrai yra zymiai

mazesni nei serganciy [44].

Antigenas

0%

Epitopai

Paratopai

2 pav. Antigenas ir antikiinai. Vienos rii§ies antigenas gali turéti ne vieng epitopa, kuriuos atpazjsta

skirtingi antiktinai.

Sergant su ANCA susijusiomis ligomis esminj vaidmenj patogenezéje atlieka
neutrofilai. Jie yra svarbi miisy jgimto imuniteto sudedamoji dalis. Neutrofilai gaminami kauly
¢iulpuose esanciy kamieniniy lgsteliy. [prastai neutrofilai turi i§ 2-5 segmenty sudaryta branduolj
ir trijy tipy granules: pirmines (azurofilines), antrines (specifines) ir tretines. Pirmines granules
sudaro antibakterinés medziagos — mieloperoksidazé (katalizuoja chlorido peroksidacija i
hipochloritg), defensinas, lizocimas, neutralios serino proteazés (elastaze, proteinazé 3, katepsinas
G), rugstinés hidrolazés (katepsinas B ir D, fosfolipazé A2). Neutrofiluose antriniy granuliy yra
daugiausia ir jos susideda i§ komplemento aktyvatoriy ir kity fermenty (pvz. kolagenazg,
laktorerinas, lizocimas, fosfolipazé A2). Tretines granules sudaro neutralios proteazés (pvz.
gelatinazé, plazmingeno aktyvatorius) ir ragstinés hidrolazés (jau minéti katepsinas B ir D)
[42,67]. Viena pagrindiniy neutrofily funkcijy — neutralizuoti j organizmg patekusius

mikroorganizmus. Jie gali buti naikinami keliais biidais: juos fagocituojant, iSskiriant NET ar
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proteolizinius fermentus 1§ granuliy ir gaminant ROS. Vis dé¢lto neutrofilai pasizymi ribotu
aktyvumu jprastoje blisenoje ir tam, kad jy fagocitozinis aktyvumas pasiekty maksimuma, reikia
tam tikro signalo [42,68]. Neutrofilus aktyvinti gali uzdegiminiai citokinai: TNF-q, IL-1, IL-18 ar
komplemento komponentas C5a. Aktyvinimo metu neutrofily membranoje pradedami ekspresuoti
granulése esantys baltymai. [42,69]. Nedidelis kiekis MPO ir PR3 antigeny gali biiti ekspresuojami
neutrofily membranoje ir neaktyvioje biisenoje, tac¢iau juos aktyvinus antigeny kiekis membranoje
smarkiai padidéja [69].

Taigi, dél ankstesniame skyriuje i§vardinty priezas¢iy susidar¢ ANCA prisijungia prie
neutrofily pavirSiuje reiau ar tankiau ekspresuojamy MPO ar PR3 baltymy ir aktyvina neutrofilus.
Neutrofily aktyvacija vyksta ANCA IgG kontaktuojant su lgsteliy membranose esanciais Fc
receptoriais ir 1gG Fab'2 daliai prisijungiant priec ANCA antigeny [69]. Aktyvuoti neutrofilai
i§skiria alternatyvyji komplemento kelig aktyvuojancias medziagas — properding, proteazes,
deguonies radikalus. Aktyvuotas alternatyvus komplemento sistemos kelias generuoja membranas
atakuojantj kompleksa ir C5a, kuris yra stiprus neutrofily chemoatraktantas. Sio kelio aktyvavimas
] uzdegimo vietg pritraukia dar daugiau neutrofily [58]. Komplemento sistemos svarbg ANCA
patogenezeje parodo eksperimentai su anti-MPO IgG turin¢iomis pelémis, kuomet slopinant C3
arba C5 komplemento baltymus buvo iSvengta glomeruly nekrozés bei padidéjusios neutrofily ir
monocity koncentracijos arba D. R. W. Jayne ir kolegy atliktas tyrimas kuomet naudojant C5a
receptoriaus slopiklj Avacopan apie 75% procenty pacienty Birmingemo vaskulity aktyvumo
skalés (BVAS) indeksas po 24 savaiéiy sumazéjo bent perpus [70-72].

Aktyvuoti neutrofilai j aplinkg sekretuoja jvairius citokinus ir chemokinus, kurie
veikia jvairias imunines lasteles, tarp jy ir monocitus, dendritines lgsteles, T ir B limfocitus [42].
Aplinkoje susidare TNF-o, INF-y, IL-1 ar IL-4 aktyvina endotelio lasteles ir jy pavirSiuje
suintensyvéja adhezijos molekuliy ICAM-1 ir VCAM-1 ekspresija [73]. Sios adhezijos molekulés
saveikauja su neutrofily pavir§iuje esanciais B2-integrinais. Neutrofilai priartéja prie kraujagysliy
endotelio lasteliy ir déka sgveikos su adhezijos molekulémis priglunda prie jo. Tai biitinas
elementas vykstant jgimtam imuniniam atsakui. Po adhezijos, prasideda neutrofily migracija pro
endotel]j | kraujagyslés sienelg¢ ir gretimus audinius. Yra iSskirti du migracijos pro endotelj biidai:
tarplastelinis, kuriuo naudojasi dauguma neutrofily, ir Iastelinis, kai neutrofilai pereina endotelio
lasteles per juose esancias poras [42,74,75]. Jprastai neutrofilai pateke j audinius fagocituoty ar
kitais biidais bandyty neutralizuoti | organizmg patekusj patogeng, taciau ANCA aktyvuoti
neutrofilai priarteje prie endotelio lasteliy degranuliuojasi ir j aplinka paleidzia ROS ir lizuojancius
fermentus. Sios medZiagos paZzeidzia endotelio lasteles ir i$Saukia jy nekroze ar apoptoze
[42,43,69,70]. Priartéjus neutrofilams membranoje esantys MPO ir PR3 tiesiogiai jungiasi prie

endotelio lasteliy ir sukelia citoskeleto pokycius, dél to padidéja kraujagysliy pralaidumas, arba
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inicijuojama endotelio lgsteliy apoptozé [43]. Be to, dalis prie endotelio lgsteliy priartéjusiy
neutrofily iSleidzia NET, kuris ne tik j aplinkg paskleidzia dar daugiau ANCA epitopy, taciau ir
endotelio lgsteliy sukelia negrjztamus kraujagysliy sieneliy pokycius.

Pradinis kraujagysliy sieneliy pazeidimas gali sukelti kraujavima ir plazmos baltymy
aktyvinima, jskaitant ir kre$¢jimo faktorius. D¢l to formuojasi fibrinas ir inicijuojama fibrinoidiné
nekrozé. Bégant laikui, neutrofilus uzdegimo vietoje kei¢ia marofagai ir prasideda audinio
randé¢jimo fazé, tuomet uzdegimo vietoje nuséda kolagenas. Tolimesné kraujagyslés struktiira ir
funkcija priklauso nuo uzdegimo stiprumo ir rand€jimo intensyvumo. Jei kraujagyslé pazeidziama
nedaug, po tam tikro laiko jos struktiira ir funkcija gali sugrjzti j prading biisena, tuo tarpu sunkus
pazeidimas gali sukelti visiska kraujagyslés nepracinamuma [42,76].

Susidare ir kraujyje cirkuliuojantys ANCA tiesiogiai veikia ne tik neutrofilus, bet ir
monocitus [69]. Aktyvuoti monocitai i$skiria uzdegimg skatinanéius citokinus MCP-1 (dar
zinomas kaip CCL2), IL-1B, IL-6, TNF-a ir IL-8, kuris pritraukia ir aktyvuoja neutrofilus ir taip
gali padidinti neutrofily sukeliamg pazeidimg. MCP-1 pritraukia monocitus ir makrofagus ir gali
biiti siejamas su neutrofily pakeitimu ; monocitus ir makrofagus uzdegimo vietoje. Aktyvuoti
monocitai, taip pat kaip ir neutrofilai, gali i§skirti ROS ir padidinti tam tikry molekuliy ekspresija
membranoje: CD63 (degranuliacijos zymuo), CD64 (Fcy receptorius), integriny (CD29, CD18,
CDll1a,b), kurie padidina leukocity adhezija prie endotelio. Monocitai gali iSskirti ir tirpius
junginius, pavyzdZiui, MCPla ir VEGF, kurie gali aktyvinti endotelj. Taigi, panaSiai kaip ir
neutrofilai monocitai gali dalyvauti kraujagysliy pazeidimuose [44,77].

Tiriant su ANCA susijusias ligas buvo pastebéti ne tik nekrozuojantys bet ir
granulominiai uzdegimai. Vieni tyréjai teigia, jog granulomos iSsivysto del T Iasteliy
kontroliuojamo imuninio atsako (IV hiperjautrumo reakcijos), tuo tarpu kiti, jog granulomatoze
yra jgimtas uzdegiminis atsakas j iiminj ekstravaskulinj uZzdegima, kurj inicijuoja ANCA sukelta
neutrofily aktyvacija. Pastaroji hipotez¢ aiSkinama taip: neutrofilai aktyvuojami uz kraujagysliy
riby, pavyzdZiui, plauciy alveoliy pogleivyje, sudirginti neutrofilai membrany pavirSiuje padidina
MPO ir PR3 ekspresija, prie $iy baltymy prisijungia ANCA, ANCA aktyvina neutrofilus, kurie
aktyvina alternatyvyjj komplemento sistemos kelia, inicijuojamas mikroabsceso formavimasis
(deél susikaupusios Igsteliy nekrotinés mases), kuris savo ruoztu sukelia granuloming reakcijg uz
kraujagysliy sienelés riby [44,65]. Pacientams sergantiems granulomatoze su poliangitu ir
eozinofiline granulomatoze su poliangitu biidingi ekstravaskuliniai granulominiai uzdegiminiai
mazgai, kuriuose gausu makrofagy ir daugiabranduoliy gigantiniy lasteliy. Pradingje stadijoje
pazeidimo centre gausu jvairiy nekrozés ir apoptozés stadijy neutrofily, o pakrasc¢iuose — plonas

makrofagy sluoksnis. Vélesnéje pazeidimo stadijoje centre matoma amorfiné nekrotiné mase,
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nuosédas pakei¢ia randéjantis audinys ir limfocitai [42,65].

Atlikty tyrimy su gyvinais duomenimis vien ANCA susidarymo pakanka sukelti
timiai ligai, o aktyvus neutrofily ir kity leukocity dalyvavimas dar labiau sustiprina besivystancios
ligos simptomus. Genetiné predispozicija lemia imuninés sistemos jautruma ir ligos sunkumo
laipsnj, cirkuliuojantys uzdegima skatinantys citokinai pasunkina liga, o alternatyvaus
komplemento sistemos kelio aktyvinimas reikalingas kraujagysliy uzdegimui sukelti [44].

Kai kurie atlikti tyrimai kelia hipoteze, jog ANCA ir organizme esantis uzdegimas
veikia sinergiskai ir sukelia sunkesnes ANCA ligy formas. Vienas i$ tokiy tyrimy yra H. Xiao ir
kolegy atliktas tyrimas, kuriame buvo stebimos pelés uzkréstos gripo A/WSN/33 virusu, kurios po
vienos dienos gavo anti-MPO IgG injekcijas, bei peliy grupé, kuri buvo uzkrésta tik minétu virusu,
bet negavo imunoglobuliny injekcijos bei trecioji grupé, kuri gavo tik anti-MPO IgG injekcija.
Visoms peléms, kurios gavo anti-MPO injekcijas i$sivysté pusménulinis glomerulonefritas, o peliy
grupei, kuri prie§ tai buvo apkrésta virusu dar issivysté ir alveolinis kapiliaritas. Sis tyrimas
parodo, jog organizme jau esant virusinei infekcijai ANCA sukeltas pazeidimas btina sunkesnés

formos [69].

1.3. ET-1, ANCA ir uzdegiminiy Zymeny sasaja

Kaip jau minéta anksciau, ET-1 gali veikti ne tik kaip vazokonstriktorius, bet ir kaip
uzdegima skatinantis baltymas. Endotelio pazeidimas, salygotas bakterijy, virusy, ROS,
hipoksijos, netolygaus kraujo tekéjimo ar aplinkos veiksniy, pavyzdZiui, rikymo, lemia
padidéjusia ET-1 sinteze, o ET-1 skatina monocitus i$skirti neutrofily ir monocity
chemoatraktantus (IL-8, MCP-1), skatina ekstralastelinio matrikso gamyba, adhezijos molekuliy
(ICAM-1, VCAM-1, E-seclektiny) ekspresija. Adhezijos molekulés palengvina kraujyje
cirkuliuojan¢iy leukocity prilipima prie kraujagysliy ir jy patekimg j periferinius audinius, 0 tai
gali lemti stipresnj uzdegiminj atsaka [15,16,32].

Sergant su ANCA susijusiomis ligomis, esminj vaidmenj patogenezéje atlieka
neutrofilai, kadangi prie$ jy granulése esancius antigenus susidaro antik@inai. Autoantikiinams
prisijungus prie neutrofily $ie aktyvinami (arba degranuliuojasi) — iSskiriami jvairGs citokinai,
ROS, alternatyvyjj komplemento kelig aktyvinancios medziagos, proteoliziniai fermentai ar NET.
Minéti antiktinai taip pat aktyvina ir monocitus — stimuliuoja uzdegimg skatinan¢iy molekuliy
(TNF-a, IL-1B,IL-6) gamyba, kity leukocity chemoatraktantus ir didina leukocity adhezijos
molekuliy ekspresija lasteliy membranose. Aplinkoje susitelkusios TNF-a ir kitos molekulés
veikia endotelj ir skatina adhezijos molekuliy (ICAM-1, VCAM-1) ekspresija endotelio lasteliy

pavirsiuje, 0 priartéje prie kraujagysliy sieneliy leukocitai i$skiria kraujagysliy sieneles Zalojancius
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junginius. Zalojamas kraujagysliy endotelis i§skiria ET-1, kuris skatina dar didesne adhezijos
molekuliy ekspresija ant endotelio, dar daugiau leukocity pritraukiamg | pazeidimo vietg ir
sukeliamas dar stipresnis uzdegimas. Visa tai sukelia zalingg procesy cikla. Vis délto ET-1
vaidmuo ANCA patogenezéje néra iki galo iStirtas, 0 taip pat néra iki galo aiSku, ar ET-1 kaip nors
prisideda prie ANCA susidarymo (pavyzdziui, galbat ET-1 galéty padidinti proteinazés-3 ir
mieloperoksidazés ekspresija neutrofily membranose ar skatinti neutrofily degranuliacija)
[15,33,42,43,58,69,70,73].

C reaktyvusis baltymas (CRB) yra timios fazés uzdegime dalyvaujantis baltymas,
kurio pavadinimas kilo nuo gebéjimo kontaktuoti ir precipituoti su Streptococcus pneumoniae
sieneléje esanciu C grupés polisacharidu esant Ca®* jonams aplinkoje [78]. CRB yra sintetinamas
kepenyse kaip atsakas j IL-6 stimuliacija. CRB koncentracija pradeda didéti praéjus kelioms
valandoms nuo infekcijos pradzios ir maksimuma pasiekia po 1-2 dieny. Baltymas prisijungia prie
pazeisty, nekrozuojanciy ar bakteriniy lgsteliy, skatina neutrofilus ir makrofagus tokias lasteles
fagocituoti ir aktyvina komplemento sistema, kuri padeda palaikyti uzdegimg. Didéjanti CRB
koncentracija aktyvina dar daugiau neutrofily ir makrofagy bei skatina I1L-6, IL-1f ir TNF-a
sekrecijg. Bitent dél to CRB ir laikomas uzdegima skatinanc¢iu baltymu. Vis délto CRB turi ir
prieSuzdegiminiy savybiy — skatina IL-10 ir IL-1 receptoriaus slopikliy sekrecijg, telkia
komplemento sistemos slopiklius [79,80].

Eritrocity nusédimo greitis (ENG) — dar vienas placiai naudojamas uzdegimo zymuo.
Jis parodo, kiek milimetry eritrocity masés nuséda per tam tikrg laikg (dazniausiai valandg) kraujo
plazmoje naudojant natrio citrato antikoaguliantg ir Specialy vertikaly vamzdelj. Sergant vaskulitu
ENG padidéja, nes padidéja fibrinogeno ir imunoglobuliny koncentracijos kraujyje. Vis délto vien
ENG rezultatas negali biiti naudojamas diagnozei nustatyti, kadangi jo reikSmei jtakos gali turéti
ir Kkiti veiksniai — néStumas, anemija, auksSta aplinkos temperatira ar netinkamas kraujo
atskiedimas antikoaguliantu — taciau tieck ENG tiek anks¢iau minétas CRB puikiai tinka sekti 1igos
eigai ir tam tikrais atvejais jvertinti ligos pazengimo laipsnj. Tai parodo mokslininky atlikti
tyrimai, kuomet padid¢jusios CRB ir ENG reik§més buvo nustatytos sergant jvairiomis vaskulity

formomis (pavyzdZiui, gigantiniy Igsteliy arteritu, granulomatoze su poliangitu) [81-83].
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2. TYRIMO METODIKA IR APIMTIS

2.1. Tiriamieji

Tyrime dalyvavo 29 pacientai, kuriems 2017 m. rugsé¢jo — 2018 m. vasario meénesiais
Vilniaus universiteto ligoninés Santaros klinikose buvo nustatytas teigiamas ANCA tyrimo
rezultatas ir istirta ET-1 koncentracija kraujo serume. Analizei naudoti pacienty demografiniai
duomenys (amzius, lytis), laboratoriniy tyrimy rezultatai (ANCA fluorescencinio $vytéjimo tipas,
CRB, ENG, neutrofily skaicius) ir apibendrinta klinikiné btiklé (su ANCA susij¢ vaskulitai arba
jungiamojo audinio, raumeny, skeleto ir zarnyno ligos).

Analizuojant duomenis pacientai buvo suskirstyti:

1) i dvi grupes pagal lytj — vyrus ir moteris, remiantis tuo, kad ET-1 koncentracijai
jtakos gali turéti lytiniai hormonai [84—86];

2) i dvi grupes pagal amziy — pacientes, kurios ANCA tyrimo atlikimo dieng buvo
jaunesnés nei 49 metai bei pacientes, kurios buvo 49 mety amziaus ir vyresnés. Toks motery
skirstymas buvo pasirinktas todé¢l, kad, literatiros duomenimis, vidutiniSkai tokio amziaus
moterims Lietuvoje prasideda menopauzé [87,88]. Menopauzé yra susijusi su estrogeny
koncentracijos poky¢iais, 0 literatiiroje teigiama, jog estrogenai mazina ET-1 koncentracijg [84—
86]. Vyry ET-1 koncentracijos skirtumai skirtingose amziaus grupése nebuvo tirti atskirai, dél
mazos imties (6 asmenys) ir dél to, kad visi tyrime dalyvave vyrai buvo vyresnio amziaus
(Jauniausias — 48 mety);

3) i dvi grupes pagal ANCA fluorescencinj §vytéjimo tipa: c-ANCA ir p-ANCA;

4) i dvi grupes pagal nurodytas klinikines iSeitis: pacientai sirge eozinofiline
granulomatoze su poliangitu, mikroskopiniu poliangitu, granulomatoze su poliangitu ar su ANCA
susijusiu pusmeénuliniu glomerulonefritu buvo priskirti prie | grupés (su ANCA susijusiy vaskulity
— AAV), tuo tarpu, pacientai, sirge reumatoidiniu artritu, sistemine raudongja vilklige, Krono liga,
psoriazine artropatija, Fel¢io sindromu, poliartritu, sausuoju (Sjogreno) sindromu buvo priskirti 11

grupei (jungiamojo audinio, raumeny, skeleto ir Zarnyno ligoms — JARSZ).

Informacija apie pacienty uzdegiminiy Zymeny (ENG, CRB ir neutrofily skaiciy) vertes
buvo surinkta remiantis vidinéje ligoninés informacingje sistemoje pateiktais duomenimis.
Pacientams uzdegiminiy Zymeny tyrimai buvo atlikti kelias dienas prie§ arba po ANCA tyrimo

atlikimo.
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2.2 Tyrimo metodai

2.2.1 ANCA tyrimas
Antikinams prie§ neutrofily citoplazmos antigenus tirti buvo naudojamas
netiesioginés imunofluorescencijos metodas (3 pav.). Tyrimas atliktas naudojant Immco
diagnostics ANCA Kit (ethanol) rinkinj.

: Antigenas
, s~  Pirminis antikiinas
/\ Antrinis antiktinas

@ Fluorochromas

3 pav. Netiesioginés imunofluorescencijos metodo principas [89].

Tyrimui naudoti specialiai paruosti objektiniai stikleliai, ant kuriy imobilizuoti
zmogaus neutrofilai. Tiriamoji medziaga — praskiestas kraujo serumas — buvo uzlasinama ant
paruosto objektinio stiklelio tikintis, jog serume esant ANCA antikiinams (IgG) jie sureaguos su
substrate esanciais antigenais ir sudarys kompleksus. Po inkubacijos drégnoje kameroje
nesureagave antiktinai buvo nuplaunami ir ant objektinio stiklelio uzlaSinamas konjugatas, kurj
sudaro antiktinai (IgG) prie§ zmogaus ANCA antikiinus su prijungtu fluorochromu (fluoresceino
izotiocianatu — FITC). Po inkubacijos konjugatas nuplaunamas. Norint pagerinti biisimo
mikroskopuojamo vaizdo kontrastinguma plaunant paskutinj kartg j plovimo buferj galima jlasinti
kelis lasus Evano mélynojo dazo (angl. Evan's blue). Galiausiai objektinis stiklelis buvo
padengiamas glicerinu bei uzdengiamas dengiamuoju stikleliu ir mikroskopuojamas
fluorescenciniu mikroskopu naudojant atitinkamg filtrg. Méginyje esant antikinams prie$
proteinaze-3 matomas ryskiai zalias difuzinis citoplazminis fluorescencinis §vytéjimas (c-ANCA),
0 esant antiktinams prie§ mieloperoksidaz¢ matomas rySkiai zalias fluorescencinis Svytéjimas
aplink lgsteliy branduolius (p-ANCA) (4 pav.). Norint nustatyti titrus, procedira kartojama

naudojant skirtingo skiedimo kraujo serumus. Misy tyrimo atveju buvo naudotas 1:40 titras.
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4 pav. Fluorescenciniu mikroskopu matomas citoplazminis ir perinuklearinis ANCA $vytéjimas [90].

2.2.2 Endotelino tyrimas

Endotelinui-1  kraujo serume nustatyti buvo naudojamas daugiasluoksnis
imunofermentinés analizés metodas (angl. sandwish ELISA). Tyrimui naudotas Biomedica
Medizinprodukte GmbH jmonés Endothelin (1-21) ELISA Kit (BI-20052) rinkinys.

Kiekvienas rinkinio mikroplokstelés Sulinélis gamintojy padengtas polikloniniais
antik@inais prie$ endoteling (5 pav. 1). | kiekvieng plokstelés Sulinélj buvo jpiltas tam tikras kiekis
pacienty kraujo serumo, kuriame, Kaip tikimasi, yra endotelino molekuliy, kurios turéty prisijungti
prie ploksteléje imobilizuoty antikiing (5 pav. 2). Kartu jpilama ir monokloniniy peliy
antiendotelino antikiiny (5 pav. 3), kurie prisijungia prie antikiino-antigeno junginio ,,sumustinio*
principu ir sudaro antikiino-antigeno-antikiino kompleksg. Toks molekuliy miSinys inkubuotas
kambario temperatiiroje, kad susidaryty minétasis kompleksas. Jei tiriamajame méginyje néra
endotelino molekuliy, tokiu atveju antikiino-antigeno-antikiino kompleksas nesusidaro. Po
inkubacijos seka plovimo Zingsnis. Naudojant plovimo buferj pasalintos nesuriStos molekulés. Po
to, ] Sulinélius jpilta konjugato (antikiinai pries peliy IgG su krieny peroksidaze - HRPO) (5 pav.
4), kuris prisijungia prie antikiino-antigeno-antikiino komplekso. Misinys inkubuotas kambario
temperatiiroje, tada konjugato perteklius nuplautas plovimo buferiu. Galiausiai j Sulinélius jpiltas
chromogeninis substratas (tetrametilbenzidino tirpalas — TMB), kuris, veikiamas krieny
peroksidaze, keicia spalva proporcingai endotelino kiekiui (5 pav. 5), ir reakcija stabdantis tirpalas.

Spalvos pokytis buvo aptinkamas spektrometru (tirian¢ios $viesos bangos ilgis — 450
nm). Endotelino koncentracija Sulinéliuose buvo nustatoma remiantis uzfiksuotu optiniu tankiu ir

sudaryta kalibracine kreive.
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HRPO

5 pav. Daugiasluoksnés imunofermentinés analizés metodo principas. 1 — antiktinas pries ET-1 antigena,
2 — ET-1 baltymas, 3 — peliy antikiinas prie§ ET-1, 4 — konjugatas (antik@inas prie$ pelés IgG ir krieny

peroksidazé), 5 — fermento katalizuojamas substrato spalvos pokytis [91].

2.3 Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojantis programa ,,R* (versija 3.5.3) ir jos
papildiniu ,,R Commander* (paketas ,,Rcmdr”, versija 2.5-3). Duomeny normalumas buvo
tikrinamas naudojant Sapiro-Vilko (angl. Shapiro-Wilk) normalumo kriterijy. Duomenys,
pasiskirste pagal normalyjj skirstinj, buvo apraSomi naudojant vidurkj ir standartinj nuokrypj, o
duomenys, kuriy skirstinys statistiskai reikSmingai skyrési nuo normaliojo skirstinio, buvo
aprasomi mediana ir IQR (nurodant pirmajj ir treciajj kvartilius). Sasajos tarp endotelino, ENG,
CRB ir neutrofily skai¢iaus buvo tirtos naudojat Spirmeno (angl. Spearman rank-order)
koreliacijg. Koreliacijos stiprumas buvo aprasomas naudojant koreliacijos koeficienta r, 0
statistinis reikSmingumas — p reikSme. Skirtumo tarp skirtingy grupiy statistinis reikSmingumas
buvo vertinamas naudojant Mano-Vitnio-Vilkoksono rangy sumy kriterijy (angl. Mann-Whitney-
Wilcoxon signed-rank test), kuris buvo aprasomas nurodant Vilkoksono kriterijaus statistikg W ir
p reik8me. Kokybiniy kintamyjy tarpusavio rySio statistiniam reikSmingumui jvertinti taikytas
Fiserio tikslusis kriterijus (angl. Fisher ‘s exact test), o rysio stiprumui aprasyti — Kramerio V (angl.
Cramer's V) koeficientas. Skirtumas tarp imciy laikytas statistikai reik§mingu, kai p < 0,05.
Dalies grafiky Y asyje pateikta logaritmuota ET-1 koncentracija siekiant isryskinti koncentracijos

skirtumus ar jy nebuvima tarp lyginamy grupiy.
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3. REZULTATAI

3.1.  ET-1rySys su lytimi ir amZiumi
Visy tyrime dalyvavusiy pacienty (29 pacienty) ET-1 koncentracija virSijo reagenty
aprasSe rekomenduotg pamatinés vertés virSuting ribg, nustatyta tiriant 70 sveiky donory krauja, tai
yra, 0,647 pg/ml (6 pav.). Pacienty ET-1 koncentracija rekomenduotg pamatinés vertés virSuting
ribg virSijo nuo 7 iki 118 karty (minimali uzfiksuota ET-1 koncentracija buvo 4,972 pg/ml, o
maksimali — 76,534 pg/ml). Tiriamyjy ET-1 koncentracijos mediana buvo 8,743 pg/ml (IQR
[6,598 — 11,843]).
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6 pav. ET-1 koncentracijos pasiskirstymas tarp pacienty. Raudona linija grafiko apacioje zymi reagenty

aprasyme rekomenduota pamatinés vertés virSuting ET-1 koncentracijos riba (0,647 pg/ml).

IS visy tyrime dalyvavusiy pacienty 79,3% (23 i§ 29) buvo moterys ir 20,7% (6 i 29)
vyrai. Motery amziaus ANCA tyrimo atlikimo dieng vidurkis 54,30 + 15,45 metai (21 moters
amziaus vidurkis, nes informacijos apie dviejy motery amziy nebuvo gauta), o vyry 66,17 + 14,13
metai. Motery amzius svyravo nuo 21 iki 77 mety, o vyry nuo 48 iki 82 mety.

Lyginant ET-1 koncentracija tarp ly¢iy statistiskai reikSmingo skirtumo neaptikta (W
=76, p =0,733): motery ET-1 koncentracijos mediana buvo 8,743 pg/ml (1QR [6,744 — 12,409]),
o vyry — 8,635 pg/ml (IQR [6,108 — 10,887]) (7 pav.).
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Moterys Vyrai

Lytis

7 pav. ET-1 koncentracija pagal pacienty lyt;.

ISanalizavus tyrime dalyvavusiy motery amziy, nustatyta, jog 47,6% (10 i$ 21) motery
buvo jaunesnés nei 49 metai, o 52,4% (11 i§ 21) buvo 49-eriy arba vyresnés. Lyginant ET-1
koncentracija tarp $iy grupiy statistiskai reik§mingo skirtumo nebuvo rasta (W =59, p = 0,810) (8
pav.). Motery iki 49 mety ET-1 koncentracijos mediana buvo 8,526 pg/ml (IQR [6,952 — 12,276]),
0 49 mety bei vyresniy — 8,853 pg/ml (IQR [7,559 — 15,816]).
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Jaunesnés nei 49 mety 49 mety ir vyresnés

Motery amzius

8 pav. ET-1 koncentracija pagal motery amziy.

Be to, tiriant sasaja tarp endotelino koncentracijos ir visy pacienty amziaus statistiSkai

reikSmingy rezultaty taip pat nebuvo gauta (r = 0,04, p = 0,861) (9 pav.).
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ET-1 koncentracija, pg/ml

3.2.

10 20 30 40 50 60 70

Amzius, metais

9 pav. ET-1 koncentracijos sgsaja su pacienty amziumi.

ET-1, ANCA fluorescencinio Svytéjimo tipo ir klinikinés biiklés sasaja

I$analizavus duomenis, c-ANCA fluorescencinio §vytéjimo tipas buvo nustatytas

20,7% (6 1§ 29) pacienty, o p-ANCA — 79,3% (23 i8 29) pacienty. Lyginant endotelino

koncentracija tarp ANCA tipy, statistiSkai reikSmingo skirtumo nebuvo aptikta (W = 58, p =
0,581): c-ANCA ET-1 koncentracijos mediana — 8,486 pg/ml (IQR [7,224 — 8,955]), p-ANCA —
8,853 pg/ml (IQR [6,580 — 12,409]) (10 pav.).

ET-1 koncentracija, log;,(pg/ml)

12 14 16 1.8
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Perinuklearinis

Citoplazminis

ANCA fluorescencinio §vytéjimo tipas

10 pav. ET-1 koncentracija pagal ANCA $vytéjimo tipg.

ISanalizavus pacienty, kuriems buvo nustatytas c-ANCA fluorescencinis Svytéjimas,

duomenis nustatyta, kad is jy 66,7% (4 i8 6) sirgo | grupei priskirtomis ligomis, o0 33,3% (2 iS 6)
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Il grupei priskirtomis ligomis. Taip pat iSanalizavus pacienty, kuriems buvo nustatytas p-ANCA
tipas, duomenis nustatyta, kad 56,5% (13 i8 23) i$ jy sirgo | grupei priskirtomis ligomis, 0 43,5%
— 11 grupei (1 lentelé). Vis délto apskaiciuota asociacija tarp ANCA tipo ir ligy grupés buvo labai
silpna (Kramerio V = 0,083) ir statistiSkai nereikSminga (p > 0,999) (1 lentelé).

1 lentelé. Pacienty poriné dazniy lentelé pagal ANCA fluorescencinius §vytéjimo tipus ir ligy

grupes.
Ligy grupés
ANCA tipas I gr. I gr.
C 4 2
p 13 10

Pastaba: | gr. — su ANCA susije vaskulitai, || gr. — jungiamojo audinio, raumeny, skeleto ir

zarnyno ligos.

Lyginant endotelino koncentracijas tarp skirtingy ligy grupiy (1 gr. ir 11 gr.), statistiskai
reik§mingo skirtumo aptikta nebuvo (W =101, p = 0,983): | grupés ET-1 koncentracijos mediana
— 8,743 pg/ml (IQR [6,563 — 11,843]), Il grupés mediana — 8,541 pg/ml (IQR [7,660- 10,986])
(11 pav.). I grupei buvo priskirti 58,6% (17 i§ 29) pacienty, o Il grupei —41,4% (12 i§ 29) pacienty.
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Ligy grupés

11 pav. ET-1 koncentracijos skirtingose ligy grupése.
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3.3.  ET-1 rySys su uzdegiminiais Zymenimis

Informacija apie neutrofily skai¢iy kraujyje buvo gauta i§ 24 pacienty ligos istorijy.
Siy pacienty neutrofily skaiGiaus mediana lygi 5,35 x 10%l (IQR [3,65 — 9,10]). Remiantis
Laboratorinés medicinos centro pateiktomis tyrimy normomis, neutrofily skaicCius laikomas
normaliu, jei patenka j intervala 1,5 — 6,0 x 10%1 [92]. 45,83 % (11 i§ 24) miisy tiriamyjy turéjo
padidéjusj neutrofily skaiciy, o 4% (1 i§ 24) tur¢jo itin maza neutrofily skaiciy, tai yra, 0,12 X
109/1.

StatistiS8kai reik§mingo skirtumo tarp skirtingy ANCA Svytéjimo tipy ir neutrofily
skaic¢iaus nebuvo aptikta (W =43, p = 0,783): neutrofily skai¢iaus mediana c-ANCA grupéje buvo
4,8 x 1091 (IQR [3,13 — 8,54]), 0 p-ANCA grupéje 5,40 x 10%1 (IQR [3,87 — 9,58]). Vis délto
buvo gautas statistiSkai reikSmingas skirtumas (W = 131, p < 0,001) tarp skirtingy ligy grupiy
neutrofily skaiGiaus. Pacienty, priskirty | grupei, neutrofily skai¢iaus mediana buvo 7,88 x 10%I
(IQR [5,82 — 12,31]), o Il grupei — 3,02 x 10%1 (IQR [2,81 — 3,90]) (12 pav.).
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Ligy grupés
12 pav. Neutrofily skai¢iaus pasiskirstymas skirtingose klinikinése grupése.
Tiriant sasaja tarp ET-1 koreliacijos ir neutrofily skai¢iaus, buvo nustatyta, jog Sie du

Zymenys pasizymi silpnu tarpusavio rySiu (r = 0,27), taCiau aptiktas rySys nebuvo statistiSkai

reikSmingas (p = 0,210) (13 pav.).
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ET-1 koncentracija, pg/ml
10 20 30 40 50 60 70
!

Neutrofily skaicius,10%/1

13 pav. ET-1 koncentracijos rySys su pacienty neutrofily skai¢iumi.

Tyrime buvo analizuoti 13 pacienty ENG rezultatai. Siy pacienty ENG mediana buvo
33 mm/h (IQR [20 —41]). Motery (10 i$ 13) ENG mediana 27,5 mm/h (IQR [17 — 40]), o vyry (3
i§ 13) didesné nei motery — 33,0 mm/h (IQR [27,5 — 38,5]), taciau statistiSskai reikSmingo ENG
skirtumo tarp ly¢iy nebuvo (W = 12, p = 0,611). Remiantis Laboratorinés medicinos centro
pateiktomis tyrimy normomis, rekomenduojamas ENG moterims yra <20 mm/h, o vyrams < 10
mm/h [92]. Taigi, visy misy tiriamyjy vyry ENG reik§més buvo vir§ normos, kaip ir 60,0% (6 i8
10) motery. IS viso ENG norma virsijo 69,2% pacienty (9 i 13).

leskant rysio tarp endotelino koncentracijos ir ENG, nustatytas silpnas atvirkstinis (r

=-0,10), taciau statistiSkai nereik§mingas (p = 0,754) rySys (14 pav.).
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14 pav. ET-1 koncentracijos rySys su pacienty neutrofily skai¢iumi.

Tyrimo metu buvo analizuoti 22 pacienty CRB rezultatai. Siy pacienty CRB mediana
37,4 mg/l (IQR [3,9 — 67,8]). Remiantis Laboratorinés medicinos centro pateiktomis tyrimy
normomis, rekomenduojama CRB koncentracija yra <5 mg/l [93]. Misy tiriamyjy grupéje 68,2%
(15 18 22) pacienty CRB koncentracija kraujo serume buvo padidéjusi.

ISanalizavus duomenis, buvo aptiktas statistiSkai reik§mingas (p = 0,005) vidutiniSkai

stiprus (r = 0,59) rysys tarp endotelino ir CRB koncentracijy (15 pav.).

ET-1 koncentracija, pg/ml
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15 pav. ET-1 koncentracijos rysys su pacienty CRB koncentracija.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Mokslininky bendruomen¢je manoma, jog ET-1 koncentracija gali biiti naudojama
kaip kraujagysliy pazeidimo, endotelio disfunkcijos Zymuo [6,9,94-96]. Miisy tyrimo hipotezé
buvo, jog ET-1 ir ANCA yra susij¢ patogenetiskai — jog ANCA inicijuotas endotelio pazeidimas
prisideda prie padidéjusio ET-1 issiskyrimo. Tyrimo tikslas buvo tai patikrinti tiriant ET-1
koncentracijag ANCA teigiamiems asmenims ir vertinant ET-1 rySj su uzdegiminiais Zymenimis
(neutrofily skai¢iumi, CRB ir ENG).

ISmatavus ET-1 koncentracijg 29 pacienty serume buvo nustatyta, jog visy tyrimo
dalyviy ET-1 koncentracija vir§ijo reagenty apraSe nurodyta rekomenduoting pamating virSuting
ribg nuo 7 iki 118 karty. Nors, kaip anksCiau jau buvo minéta, ET-1 gamina jvairios organizmo
lastelés, taciau manome, jog iSmatuota endotelino koncentracija atspindi endotelio i$skirtg ET-1,
kadangi visi tyrime dalyvave pacientai buvo ANCA teigiami, o, kaip zinoma i$ literatiiros, ANCA
prisideda prie kraujagysliy endotelio pazeidimo [42,43,69,70]. Statistiskai reik§mingg ET-1
koncentracijos padidé¢jimg aptiko ir kiti mokslininkai tyr¢ pacientus, kurie sirgo sisteminémis
jungiamojo audinio ligomis: sistemine raudonaja vilklige (1,4 karto) [9], reumatoidiniu artritu (3,5
karto) [10], sistemine skleroze (5 kartus) [97], nediferencijuotomis jungiamojo audinio ligomis
(3,7 karto) [98], Bahceto liga (3,8 karto) [11], Reino liga (1,5-1,6 Kkarto) [96,99], taciau jy
uzfiksuotos vidutinés ET-1 vertés kontroliniy grupiy vertes virsijo kur kas maziau karty (nurodyta
skliaustuose) nei misy tyrime (misy tyrime — kontroling reikSme virsijo vidutiniskai 13,5 karto).

ET-1 koncentracija palyginus tarp lycCiy, statistiSkai reikSmingi rezultatai musy tyrime
nebuvo gauti (p = 0,733). ET-1 koncentracijos skirtumai tarp ly¢iy yra grindziami tuo, kad ET-1
sekrecijai jtakos turi lytiniai hormonai [100]. Istirta, jog testosteronas skatina ET-1 sekrecija, tuo
tarpu estradiolis ja mazina, arba neutralizuoja angiotenzino II stimuliacijos efektg [84-86]. Vis
delto minéti autoriai tyrimus atliko su lgsteliy kultiromis, o ne serganciais Zmonémis. Dauguma
(79,3%) musy tiriamyjy sudaré moterys ir tai atspindi kituose tyrimuose nustatytus skai¢iavimus,
jog moterys autoimuninémis ligomis serga dazniau nei vyrai, o sisteminés vilkligés atveju motery
ir vyry daznis yra net 9:1 [101,102].

Palyginus ET-1 koncentracijas skirtingose motery amziaus grupése, kur skiriamoji
riba buvo parinktas vidutinis menopauzés pradzios amzius, statistikai reik§mingo skirtumo
nebuvo aptikta (p = 0,810) ir nepasitvirtino literatliroje aprasomos id€jos, jog prasidéjus
menopauzei motery organizme mazéja estrogeno, kuris turi slopinamagjj ET-1 poveikj, todél
pomenopauziniame laikotarpyje ET-1 koncentracija turéty reikSmingai padidéti [86,103]. Vis
delto miisy tyrime ET-1 koncentracijos skirtumai tarp lyCiy ir amziaus gal¢jo buti uzmaskuoti
patologinio efekto, tai yra, jog su ANCA susijes endotelio paZeidimas sukele kur kas didesng ET-
1 sekrecija nei ji natiiraliai padidéja dél amziaus ar ly¢iy skirtumy. Patikrinus, ar ET-1 ir amziy
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sieja rySys, taip pat buvo gautas statistiSkai nereik§mingas rezultatas (p = 0,861), kuris misy
tyrimo atveju rodo, jog ET-1 koncentracija ir pacienty amzius nekoreliuoja tarpusavyje.

Tarp misy tirty pacienty dominavo p-ANCA fluorescencinis $vytéjimo tipas. Norint
patikrinti, ar ET-1 koncentracijos priklauso nuo nustatyto ANCA tipo buvo atlikta analizé, kurios
rezultatas parodé, jog ET-1 koncentracija statistiSkai reikSmingai nesiskiria tarp skirtingy ANCA
fluorescencinio Svytéjimo tipy (p = 0,581). I8 to galima daryti iSvada, jog ANCA patogenezé
endotelio atzvilgiu yra panasi, nepriklausomai nuo to prie§ kurj antigeng ANCA susidaro, nors
literatiiros duomenimis PR3-ANCA ir MPO-ANCA serotipai yra geneti$kai nutole vienas nuo Kito
[55].

Atliktame tyrime i$skyrus pacienty grupes pagal kliniking bukle i I (AAV) ir Il
(JARSZ) grupes buvo nustatyta, jog ios ligy grupés yra heterogeniskos ANCA fluorescencinio
Svytejimo tipy atzvilgiy ir nei vienoje pacienty grupéje nedominavo kazkuris vienas ir nustatyty
ANCA tipy (c ar p). Misy tyrime nustatyta, jog asociacija tarp klinikinés buklés ir ANCA tipo
buvo statistiskai nereik§minga (p > 0,999). Sie gauti rezultatai atitinka literatiiroje pateikta
informacijg, jog AAV yra heterogeniska ligy grupé, kur vienoms ligoms (pavyzdziui,
granulomatozei su poliangitu) labiau biidingas citoplazminis §vytéjimas, o kitoms (pavyzdziui,
mikroskopiniui poliangitui) — perinuklearinis. HeterogeniSkumas pastebétas net ir vienos
klinikinés diagnozés ribose, kai sergant granulomatoze su poliangitu c-ANCA tipas nustatomas
mazdaug 85% atvejy, p-ANCA 10 %, 0 5% — ANCA neigiami. Panasi tendencija stebima tiriant
ir kitas jungiamojo audinio ligas, kurioms biidingi ANCA antikiinai: Reino liga, opinj kolita,
mazginj poliartritg [99,104-106].

Kadangi neradome asociacijos tarp nustatyty ANCA fluorescencinio $vytéjimo tipy ir
klinikinés buklés bei reikSmingy skirtumy tarp ET-1 koncentracijos ir ANCA fluorescencinio
Svytéjimo tipy, nenuostabu, jog statistiskai reik§Smingo ET-1 koncentracijos skirtumo nebuvo
aptikta ir jas lyginant i$skirtose klinikiniy bukliy grupése (AAV ir JARSZ). Tai papildo anks¢iau
mineéty i1Svada, jog ET-1 koncentracijos poky¢iai néra specifiski klinikiniams poZymiams (pagal
kuriuos priskirta klinikiné biikl¢), o abejose ligy grupése ANCA ir ET-1 priklausomybé yra panasi.

Diagnozuojant su ANCA susijusias ligas ir vertinant ligos paZengimo laipsnj ar
gydymo veiksminguma atliekami ir uZdegiminiy Zymeny tyrimai. Populiariausi i§ jy —
neutrofily/leukocity skai¢ius, CRB ir ENG [107]. Siekiant jvertinti ET-1 ry$j su ANCA inicijuotais
procesais buvo analizuojamas nustatytos pacienty ET-1 koncentracijos rySys su Kkitais
uzdegiminiais rodikliais. Nors literatiiroje raSoma, jog neutrofilai atlieka esminj vaidmenj ANCA
patogenezeje, taciau kiek maziau nei puse (45,83%) misy tirty pacienty turéjo padidéjusi
neutrofily skaiciy kraujyje. Analizuojant neutrofily skai¢iy c-ANCA ir p-ANCA fluorescencinio

Svytéjimo tipy grupése statistiSkai reikSmingo skirtumo neaptikta ir patvirtina anks¢iau minétas
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iSvadas, jog ANCA patogenezé reikSmingai nepriklauso nuo to, pries kurj antigeng (PR3 ar MPO)
susidaro ANCA. Vis délto statistiSkai reikSmingai didesnis neutrofily skaiciaus buvo gautas |
(AAV) grupéje lyginant su Il (JARSZ) grupe (p < 0,001). Sie rezultatai parodo, jog su ANCA
susijusiy vaskulity patogenezéje dalyvauja daugiau neutrofily nei kitoje ligy grupéje, o tai galéty
bati dél to, jog galbut Siuos ANCA vaskulitus inicijavo bakteriné infekcija, arba tai, jog AAV
sergantys asmenys yra jautresni antrinéms infekcijoms ir neutrofily skaicius padidéjo dél jau po
ANCA susidarymo inicijuoto endotelio pazeidimo, pavyzdziui, granulomatozei su poliangitu
daznai budingas virSutiniy kvépavimo taky ir plauciy pazeidimai, o dé¢l to j organizmag gali
lengviau pakliati infekcija [108,109]. IeSkant priklausomybés tarp ET-1 koncentracijos ir visy
pacienty neutrofily skaiciaus, statistiSkai reikSmingi rezultatai nebuvo gauti (p = 0,210).

Kitas tyrime analizuotas uzdegiminis zymuo — ENG. Padidéjusj ENG turéjo 69,2%
pacienty. Analizuojant ET-1 koncentracijos rysj su ENG, buvo gauta silpna atvirkstiné koreliacija,
taciau ji buvo statistiSkai nereik§minga (p = 0,754). Kity mokslininky tyrimy duomenimis ENG
néra specifiSkas endotelio uzdegimo zymuo ir jam nepakanka galios vaskulitus diferencijuoti nuo
kity uzdegimy ir infekcijy. Be to, ENG yra netiesioginis uzdegiminis Zymuo, tod¢l jo reikSmes
gali nekoreliuoti su uzdegimo stiprumu ir tam jtakos gali turéti, pavyzdziui, eritrocity forma, dydis
ar zemas hematokritas [107,110].

Vienintelis statistiskai reikSmingas rySys tiriant sgsajas tarp uzdegiminiy Zymeny,
buvo gautas analizuojant ET-1 koncentracijg ir CRB (p = 0,005, r = 0,59). Tai gali patvirtinti
literatiiroje minimas prielaidas apie ET-1 sasaja su CRB. CRB sintezg kepenyse inicijuoja
citokinai IL-6, IL-1 ir TNF-a, kurie ANCA teigiamy pacienty atveju yra sekretuojami ANCA
aktyvinty monocity ar neutrofily aktyvinty makrofagy. Tie patys citokinai skatina ir ET-1 gamyba,
o0 1§ endotelio lgsteliy i$skirtas ET-1 skatina makrofagus i$skirti dar daugiau TNF-a, kuris tuo paciu
skatina dar didesn¢ CRB sinteze, o CRB aktyvina dar daugiau neutrofily. [19,69,105,111,112].
Kity mokslininkai taip pat aptiko reikSmingg asociacija tarp ET-1 ir CRB padid¢jimo pacientuose
su kraujagysliy pazeidimais [96,113,114]. Vis délto tik 68,2% tyrimo pacienty turéjo padidéjusia
CRB koncentracijg. Tai reiskia, jog CRB néra jautrus visiems vaskulity atvejams.

Svarbu paminéti tai, jog visi nagrinéti uZdegiminiai rodikliai (neutrofily skaicius,
CRB, ENG) néra specifiski endotelio uzdegimo Zymenys ir jy padidéjimas gali buti nulemtas kity
aplinkybiy — amziaus, lyties, lydinéiy ligy ir infekcijy [107].

ApraSant tyrimo duomenis buvo naudota mediana bei tarpkvartilinis plotis, tai yra,
pirmasis ir tre€iasis kvartilis, toks duomeny apraSymo tipas pasirinktas todel, kad visi (iSskyrus
amziaus) duomenys nebuvo pasiskirst¢ pagal normalyjj skirstinj ir tokiu atveju mediana geriau

atspindi duomeny vidurines reikSmes nei vidurkis.
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Sio tyrimo naujumas buvo tai, kad tiriamujy grupei, kuria sudaré¢ ANCA teigiami
pacientai, buvo siekiama nustatyti ar kasdieninéje praktikoje kol kas netaikomas ET-1 zymuo
siejasi su ANCA patogeneze ir diagnostikoje naudojamais uzdegiminiais Zymenimis. Tyrimo
trikumas — nedidelis tiriamyjy skaiCius, taciau tyrimai su autoimuninémis ligomis yra sudétingi,
nes jos yra retos ir surinkti tyrimui reikalingg grupe yra sunku. Tolesniy tyrimy metu bty galima
jvertinti ET-1 ry$j su AAV priklausanciomis ligomis atskirai, ET-1 ry$j su organy sistemy
pazeidimais, kaip ET-1 atspindi gydymo efektyvuma, ar turi galios prognozuoti remisija ANCA
teigiamiems pacientams. Be to, jvairts literatiiros $altiniai teigia, jog ET-1 koncentracija serume
neatspindi viso organizme endotelio iSskirto ET-1, kadangi jis daugiausia veikia lokaliai
(autokriniSkai/parakriniSkai), todél biity naudinga istirti ET-1 koncentracijg biopsinéje medziagoje

paimtoje i§ ANCA teigiamy pacienty [80,112].
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ISVADOS

1. Visiems tyrime dalyvavusiems pacientams nustatyta padidéjusi ET-1 koncentracija,
todél galima teigti, jog ET-1 yra artimai susijes su ANCA asocijuoty ligy patogeneze.
ReikSmingy skirtumy tiriant ET-1 koncentracija skirtingose amziaus grupése ir tarp lyCiy
nenustatyta.

2. Palyginus ET-1 koncentracijg suskirstytose ligy grupése ir atsizvelgiant | ANCA
fluorescencinio §vytéjimo tipa, reikSmingy skirtumy neaptikta, todél galima teigti, jog ET-1
koncentracijos padidé¢jimas gali buti budingas kelioms ligy grupéms, 0 endotelio pazeidimo
stiprumas nepriklauso nuo ANCA serotipo.

3. Nustatyta ET-1 koreliacija su CRB. Tai patvirtina prielaidas, jog ET-1 ir CRB sintezé
yra susijusi tarpusavyje ir abu Zymenys galéty biti naudojami ANCA teigiamy pacienty

uzdegiminiam aktyvumui stebéti.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju visiems prisidé¢jusiems prie $io tyrimo rengimo, vykdymo ir
duomeny analizés. Visy pirma noréciau padékoti savo vadovei dr. Loretai Bagdonaitei uz
paskatinimg dométis imunologija bei naudingus patarimus rengiant baigiamajj darba. Dékoju
Laboratorinés medicinos centro medicinos biologei Nijolei Ger¢iukaitei ir biomedicinos
technologei Irenai Simkovidifitei uZ? pagalba atlickant endotelino ir ANCA tyrimus bei
supazindinimg su tyrimy atlikimo metodikomis. Taip pat noriu padékoti Gyvybés moksly centro
lekt. Vilmantui Gégznai uz patarimus pateikiant tyrimy rezultatus. Ir didelj aciti noriu tarti Seimai,
kuri paskatino pasirinkti magistro studijas bei kurso kolegoms, kurie leisdavosi j profesines

diskusijas ir skatino dar didesnj zingeiduma.
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SANTRAUKA

ENDOTELINO-1 KONCENTRACIJOS RYSYS SU UZDEGIMINIAIS ZYMENIMIS
ANCA TEIGIAMIEMS PACIENTAMS

Rata Rutkinaité

Jvadas: su antikiinais prie$ neutrofily citoplazmos antigenus (ANCA) susije vaskulitai — tai
autoimuninés ligos, sukelian¢ios smulkiyjy kraujagysliy uzdegima, kuris dazniausiai pazeidzia
tanky kapiliary tinklg turinéius organus — inkstus ir plaucius. Siy rety ligy ankstyva diagnostika ir
gydymas yra itin svarbus, nes uzsitgsus ligai atsiranda negrjztami gyvybiskai svarbiy organy
pakitimai. Endotelinas-1 (ET-1) — ne tik stiprus vazokonstriktorius, bet ir uzdegiminis zymuo,
kuris kol kas kasdieninéje praktikoje nenaudojamas, taciau, pasak moksliniy straipsniy, galéty buti
taikomas kraujagysliy endotelio pazeidimui nustatyti. Remiantis literatiros Saltiniuose pateikta
informacija, buvo iskelta $io tyrimo hipotezé: ET-1 ir ANCA yra susije¢ patogenetiSkai — ANCA
inicijuotas endotelio pazeidimas prisideda prie padidéjusio ET-1 iSsiskyrimo.

Tyrimo tikslas: jvertinti endotelino ir ANCA patogenezés sgsaja tiriant ET-1 koncentracija
ANCA teigiamiems asmenims ir vertinant ET-1 ry$j su uzdegiminiais Zymenimis.

Metodai: tiriamyjy grupe sudaré 29 ANCA teigiami pacientai (79,3% motery ir 20,7% vyry):
motery amziaus vidurkis 54,30 £ 15,45 metai, o vyry 66,17 = 14,13 metai. Pacienty serume ANCA
buvo nustatomi netiesioginés imunofluorescencijos metodu, o ET-1 koncentracija -
daugiasluoksnés imunofermentinés analizés metodu. Informacija apie pacienty uzdegiminiy
zymeny (ENG, CRB ir neutrofily skaic¢iy) vertes buvo surinkta remiantis vidinéje ligoninés
informacinéje sistemoje pateiktais duomenimis. Statistiné analizé buvo atlikta taikant
neparametrinius metodus, kadangi dauguma duomeny nebuvo pasiskirste pagal normalyjj
skirstinj. Skirtumas tarp im¢iy laikytas statistiSkai reikSmingu, kai p < 0,05.

Rezultatai: visy tyrime dalyvavusiy pacienty ET-1 koncentracija virSijo reagenty aprase
rekomenduotg pamatinés vertés virSutiné ribg (0,647 pg/ml). ET-1 koncentracija statistiSkai
reikSmingai nesiskyré nei tarp lyCiy nei tarp skirtingy motery amziaus grupiy. StatistiSkai
reikSmingy ET-1 koncentracijos skirtumy nebuvo aptikta ir pacientus suskirs¢ius  grupes pagal
ANCA fluorescencinio $vytéjimo tipa ar nustatytas ligas. Tiriant endotelino sasaja su
uzdegiminiais zZymenimis vienintelis statistiSkai reikSmingas vidutiniSkai stiprus rySys buvo
aptiktas tarp endotelino ir CRB koncentracijos (r = 0,59, p = 0,005).

ISvados: remiantis gautais rezultatais galima teigti, jog ET-1 yra artimai susijes su ANCA
asocijuoty ligy patogeneze ir tam reikSmingos jtakos neturi nei amzius, nei lytis. Padidéjusi ET-1
koncentracija gali buti budinga kelioms ligy grupéms, 0 tai, kaip stipriai pazeidziamas endotelis,
nepriklauso nuo ANCA serotipo. Be to, CRB ir ET-1 sintezé yra galimai susijusi tarpusavyje ir
abu zymenys galéty biti naudojami ANCA teigiamy pacienty uzdegiminiam aktyvumui stebéti.

Raktiniai Zodziai: endotelinas, ANCA, vaskulitas, uzdegiminiai Zymenys.
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SUMMARY

THE RELATIONSHIP BETWEEN ENDOTHELIN-1 AND INFLAMMATORY
MARKERS IN ANCA POSITIVE PATIENTS

Rata Rutkanaité

Background: vasculitides associated with anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCAS) are
systemic autoimmune diseases that affect small to medium sized blood vessels. Although they are
relatively rare, they must be diagnosed and treated early because untreated disease may rapidly
develop into multiple organ failure and death. Endothelin-1 (ET-1) is not only a potent endogenous
vasoconstrictor, which mediates proliferation and fibrosis of vascular wall cells, but also is a
proinflammatory protein, which leads to activation of macrophages and adhesion of neutrophils.
ET-1 is not a marker used in a daily routine, but, according to scientists, it can be used to
determined endothelial damage.

The aim of the study was to assess the relationship of endothelin and ANCA by investigating ET-
1 concentration and its connection with inflammatory markers in ANCA positive patients.

Methods: the study included 29 ANCA positive patients (79.3% women and 20.7% men). The
average age of women was 54.30 + 15.45 years, the average age of men was 66.17 + 14.13 years.
ANCA existence in the serum was determined by indirect immunofluorescence whereas the serum
levels of ET-1 (pg/ml) were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The
information about patients’ inflammatory markers (C-reactive protein (CRP), erythrocyte
sedimentation rate, neutrophil number) was taken from the information system of the hospital. The
statistical analysis was based on non-parametric methods, because data did not meet the
assumption of normality. The results were considered as statistically significant, if p < 0.05.

Results: the levels of ET-1 were found higher than the upper limit of recommended range (0.647
pg/ml) in all our patients. There was no significant difference in ET-1 concentration between
gender or age the same as between different ANCA types or groups of diseases. We found a
statistically significant and moderate relationship between ET-1 and CRP concentrations (r = 0.59,
p = 0.005). This was the only one statistically significant linkage between ET-1 and inflammatory
markers.

Conclusions: the results suggest that ET-1 is closely related to pathogenesis of ANCA and has no
significant effect on age or gender in ANCA positive patients. Increased ET-1 concentration may
be found in several disease groups, and the severity of endothelial damage is independent of the
ANCA serotype. In addition, results suggest that CRP and ET-1 synthesis could be also related.
This shows that both ET- 1 and CRP may be used to monitor inflammation in ANCA positive
patients.

Key words: endothelin, ANCA, vasculitis, inflammatory markers.
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