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Sažetak

Uvod: Pa to ge ne za Du puytre no ve bo les ti je ne jas na, no mo gu se pret pos ta vi-

ti upal ni me ha niz mi u nje noj po za di ni.

Ma te ri ja li i me to de: Mje ri li smo ud je le raz li či tih podvr sta mo no ci ta i lim-

fo ci ta u pe ri fer noj kr vi pre ma sta di ju bo les ti kod 39 bo les ni ka obo lje lih od 

Du puytre no ve bo les ti. Re zul ta te smo us po re di li s re zul ta ti ma 29 zdra vih kon-

trol nih is pi ta ni ka iz is te dob ne sku pi ne. Mje re nja su nap rav lje na pomo ću pro-

toč ne ci to met ri je.

Re zul ta ti: U ak tiv nom su sta di ju bo les ni ci ima li bit no po vi šen udio mo no ci-

ta, NK-sta ni ca slič nih T-lim fo ci ti ma, dok je udio B-lim fo ci ta bio zna čaj no sni-

žen, uk lju ču ju ći CD5+ B-lim fo ci te. Ud je li CD4+, CD8+ T-lim fo ci ta i B-lim fo ci-

ta ni su se znat no pro mi je ni li. U nap red nom su sta di ju bo les ti ud je li mo no ci ta 

i B-lim fo ci ta os ta li kon stan tni ma, no zna čaj no su se sni zi li udjeli T-lim fo cita. 

U če ti ri slu ča ja me đu bo les ni ci ma ko ji bo lu ju od Du puytre no ve bo les ti po ja vi-

le su se lim foid ne neoplazme zre lih B- ili T-lim fo ci ta.

Zak ljuč ci: Na ši re zul ta ti po du pi ru pri jaš nja miš lje nja da su lim fo ci ti po ve za-

ni s pa to ge ne zom Du puytre no ve bo les ti te po ja ča vaju ulo gu mo no ci ta, NK-

sta ni ca slič nih T-lim fo ci ti ma i prom je nu imu no snog od go vo ra iz me đu sta di ja 

bo les ti.

Ključ ne ri je či: Du puytre no va bo le st, ak tiv ni i uz nap re do va li sta dij, mo no ci-

ti, NK T-lim fo ci ti

Ab stra ct

Bac kgrou nd: The pat ho ge ne sis of Du puytren’s di sea se is un clear, but in F am-

ma to ry mec ha nis ms mig ht be sup po sed in the bac kgrou nd.

Ma te ria ls and met ho ds: The ra tios of the sub se ts of mo no cytes and 

lympho cytes in the pe rip he ral blood we re mea su red ac cor di ng to the sta ge 

of the di sea se of 39 Du puytren’s pa tien ts. They we re com pa red wi th tho se of 

29 heal thy, age-mat ched con tro ls. The mea su re men ts we re ac com plis hed by 

F ow-cyto met ry.

Re sul ts: In an ac ti ve sta ge, the pa tien ts had sig ni I  can tly in crea sed ra tios 

of mo no cytes, NK-li ke T-cel ls, whe reas sig ni I  can tly dec rea sed ra tio of B-

lympho cytes, in clu di ng CD5+ B-cel ls. The ra tios of CD4+, CD8+ T-cel ls and 

NK-cel ls did not chan ge sig ni I  can tly. In the ad van ced sta ge, the ra tios of mo-

no cytes and B-lympho cytes re mai ned con sta nt, but the ra tios of T-cel ls dec-

rea sed sig ni I  can tly. In four ca ses amo ng Du puytren’s pa tien ts, ma tu re B- or 

T-ce ll lymphoid ma lig nan cies oc cur red.

Con clu sio ns: Our re sul ts sup po rt the pre vious con si de ra tio ns that lympho-

cytes are in vol ved in the pat ho ge ne sis of Du puytren’s di sea se and en han ce 

the ro le of mo no cytes, NK-li ke T-cel ls and the al te ra tion of im mu ne res pon se 

be tween the sta ges of the di sea se.

Key wor ds: Du puytren’s di sea se, ac ti ve and ad van ced sta ges, mo no cytes, 

NK-T cel ls
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Uvod

Du puytre no va bo le st (en gl. Du puytren’s di sea se) kro nični 
je po re me ćaj, ko ji ka rak te ri zi ra raz vi ja nje kvržica i čvo ri ća 
na dla nu ša ke i/ili ta ba nu sto pa la. Te pa to loš ke prom je ne 
nas ta ju zbog V b roz nih pro ce sa, no to čan me ha ni zam na-
stanka skvr če nos ti još je ne ja san. Chiu i McFar la ne (1) opi-
sa li su kli nič ki i pa to loš ki tri sta di ja bo les ti: ra ni, ak tiv ni i 
uz nap re do va li sta dij.
Pri jaš nja su iz vješ ća upući va la da bi upal ni me ha niz mi 
mog li bi ti po ve za ni s pa to ge ne zom Dupuytrenove bo-
les ti. Mno gi su au to ri iz vi jes ti li o kvr ži ca ma ko je su sad r-
ža va le upal ne sta ni ce; ug lav nom lim fo ci te i mak ro fa ge 
(2). Ta ko đer je biop si jom uo čen po ve ćan broj aktiviranih 
(HLA-DR+) T-lim fo ci ta u tki vima (3). Pro na đen je i po vi šen 
udio ak ti vi ra nih T-lim fo ci ta u pe ri fer noj kr vi bo les ni ka s 
Du puytre no vom bo les ti (4). Pot vr đe na je i ulo ga ci to ki-
na ko je stva ra ju T-lim fo ci ti. Tran sfor ma cij ski fak tor ras ta-
β (en gl. Tran sfor mi ng Growth Fac to r-β, TGFβ) iza zi va tran-
sfor ma ci ju V b rob las ta u mio V b rob las te ko ji su od go vor ni 
za skvr ča va nje apo neu ro ze (2). Pro na đe na je bit na ve za 
iz me đu Dupuytrenove bo les ti, HLA-DR3 te au toan ti ti je la i 
ko la ge na ti pa I-IV (5).
Naš je cilj bio is tra ži ti ulo gu upal nih me ha ni za ma u pa to-
ge ne zi Du puytre no ve bo les ti i pro du bi ti saz na nja o ras-
pod je li podvr sta mo no ci ta i lim fo ci ta suk lad no sta di ju Du-
puytre no ve bo les ti.

Ma te ri ja li i me to de

Bo les ni ci

U ovo je is tra ži va nje bi lo uk lju če no ukup no 39 od ras lih 
muš kih bo les ni ka s Du puyter no vom bo les ti ras po na go-
di na od 45 do 69 (57 ± 12) i sku pi na od 29 zdra vih muš-
kih dob ro vo lja ca od go va ra ju će dob ne sku pi ne. Iz is tra ži-
va nja su is klju če ni oni bo les ni ci ko ji su ima li bi lo kak vo 
upal no obo lje nje ili ne ku dru gu bo le st unu tar njih or ga na, 
kao npr. au toi mu ne bo les ti, še će rnu bo le st, ci ro zu jet re, 
epi lep si ju, poz na te zlo ćud ne bo les ti. Bo les ni ci su bi li kla-
si V  ci ra ni pre ma Chiu i McFar la no voj kli ni čkoj i pa to loš koj 
pod je li na ra ni, ak tiv ni i uz nap re do va li sta di ji (1). 23 bo les-
ni ka iz sku pi ne s Du puytre no vom bo les ti bi li su u ak tiv-
nom sta di ju (sta dij 2) s kvr ži čas tim za deb lja njem na dla nu 
i zgr če nosti zglo ba. Šes nae st je bo les ni ka bi lo u uz nap re-
do va lom sta di ju (sta dij 3) s uz nap re do va lom zgr če nosti 
zglo ba. Ni je pri mi je će no da je i je dan bo les nik u ra nom 
sta di ju imao kvr ži cu is klju či vo na dla nu (sta dij 1). U 36 slu-
ča je va ra di lo se sa mo o jed noj ru ci. Kod tri su bo les ni ka 
ob je ru ke bi le zah va će ne. Lezije (ošte će nja) su se ug lav-
nom na la zi le u ko ri je nu čet vr tog i pe tog pr sta. Bo les ni ci 
su odabrani iz trau ma to loš ke am bu lan te bol ni ce Mar ku-
sov szky u Szom bat he lyu. Uzor ko va nje je tra ja lo 2 go di ne, 
do 2007. Is tra ži va nje je pro ve de no suk lad no Hel sin škoj 
dek la ra ci ji, a za pro to kol is tra ži va nja dobi ve no je odob re-

In tro duc tion

Du puytren’s di sea se (DD) is a chro nic di sor der, cha rac te ri-
zed by de ve lop me nt of no du les and cor ds in the pal mar 
and/or plan tar apo neu ro sis. The se pat ho lo gic chan ges 
ari se from a V b ro tic pro ce ss, but the exa ct mec ha ni sm of 
con trac tu re is un clear. Chiu and McFar la ne (1) re por ted a 
cli ni ca l-pat ho lo gi cal des crip tion; the three sta ges of the 
di sea se we re re cog ni sed as ear ly, ac ti ve and ad van ced 
sta ges.
Pre vious re por ts ha ve in di ca ted that in j am ma to ry mec-
ha nis ms may be in vol ved in the pat ho ge ne sis of DD. A 
num ber of aut ho rs re por ted that no du les con tain in j am-
ma to ry cel ls; main ly lympho cytes and mac rop ha ges (2). 
An in crea sed frequen cy of ac ti va ted (HLA-DR+) T-lympho-
cytes we re al so de tec ted in the biop sied tis sues (3). The 
ele va ted ra tio of ac ti va ted T-cel ls has been fou nd in the 
pe rip he ral blood of pa tien ts wi th DD, as we ll (4). The ro-
le of cyto ki nes wi th T-ce ll ori gin was al so pro ved. Tran sfo-
rming Growth Fac to r-β (TGFβ) in du ces the tran sfor ma tion 
of V b rob las ts in to myo V b rob las ts that are res pon sib le for 
the shrin ka ge of apo neu ro sis (2). A sig ni V  ca nt as so cia tion 
was fou nd be tween DD, HLA-DR3 and au toan ti bo dies to 
types I-IV col la gen (5).
Our aim was to in ves ti ga te the par ti ci pa tion of in j am ma-
to ry mec ha nis ms in the pat ho ge ne sis of DD and explo re 
the dis tri bu tio ns of mo no cytes and lympho cytes’ sub se-
ts ac cor di ng to the sta ges of DD.

Ma te ria ls and met ho ds

Pa tien ts

A to tal of 39 adu lt ma le pa tien ts wi th DD aged be tween 
45 and 69 (57 ± 12) yea rs and a group of 29 age-mat ched, 
heal thy ma le vo lun tee rs we re in clu ded in this stu dy. Tho-
se pa tien ts we re exclu ded from the stu dy, who sum  e red 
from any in fec tion or from an in ter nal di sea se as autoim-
mu ne di sea se, dia be tes mel li tus, cir r ho sis he pa tis, epi lep-
sy, known ma lig nan cies. The pa tien ts we re grou ped ac-
cor di ng to the clas si V  ca tion of Chiu and McFar la ne on the 
ba sis of cli ni cal and pat ho lo gi cal clas si V  ca tion, and we re 
de sig na ted as ear ly, ac ti ve and ad van ced sta ges (1). 23 pa-
tien ts out of the who le Du puytren’s group we re in ac ti ve 
sta ge (sta ge 2) with no du lar thic ke ni ng of the pal mar fas-
cia as so cia ted wi th joi nt con trac tu re. 16 pa tien ts we re in 
ad van ced sta ge (sta ge 3) wi th prog res si ve joi nt con trac-
tu re. No pa tien ts we re ob ser ved in the ear ly group ha vi-
ng no du le on ly in the pal mar fas cia (sta ge 1). In 36 ca ses 
on ly one ha nd was in vol ved. Bo th han ds we re am  ec ted in 
3 pa tien ts. The le sio ns we re fou nd es sen tial ly at the four-
th and at the V f th ray. Pa tien ts we re rec rui ted at the Trau-
ma to lo gy out pa tie nt’s room of Mar ku sov szky Hos pi tal in 
Szom bat he ly. The sam pli ng did ta ke 2 yea rs un til 2007. 
The stu dy was per for med in ac cor dan ce wi th the Hel sin ki 
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nje lo kal nog etič kog od bo ra. Svi su bo les ni ci pot pi sa li in-
for mi ra ni pris ta nak za sud je lo va nje u is tra ži va nju.

Imu no fe no ti pi za ci ja

Uzor ci pe ri fer ne kr vi stav lje ni su u EDTA ep ru ve te i obo-
je ni u ro ku od 24 sa ta. Do po čet ka bo je nja uzor ci su bi li 
ču va ni na tem pe ra tu ri +4 °C. Dnev no je bi la nap rav lje na 
ka lib ra ci je j uo res cen tnih mje re nja pri če mu su se ko ris ti-
le stan dar di zi ra ne pov r šin ski j uo res cen tno oz na če ne mik-
ros fe re (FITC/PE). Stan dar di za ci ja sta nič ne imu noj  uo res-
cen ci je zasniva se na kon tro la ma raz li či tih izo ti po va. Sta ni-
ce su pr vo preb ro ja ne i na kon to ga raz ri je đe ne u PBS pu-
fe ru na kon cen tra ci ju od ot pri li ke 107/mL. Mo nok lon ska 
an ti ti je la ko nju gi ra na s j uo res cen tnim izo tio ci ja na tom 
(FITC) ili V  koe rit ri nom (PE) do da na su u pre po ru če nom 
vo lu me nu pre ma upu ti proiz vo đa ča. Spe ci V č no st i kom-
bi nacije prim je nje nih mo nok lo nal nih an ti ti je la bi le su 
slje de će: CD45/CD14, Ig G1/IgG2 – kon tro le raz li či tih izo ti-
po va; CD3/CD19, CD3/CD16+56, CD3/CD4, CD3/CD8, CD5/
CD20, CD3/HLA-DR, Kap pa LC/CD19, Lam bda LC/CD19. 
Svi su rea gen si bi li od proiz vo đa ča BD Bios cien ce (San 
Jo se, CA, USA). 100 µL oto pi ne raz ri je đe nih sta ni ca doda-
na je pret hod no pi pe ti ra nim an ti ti je li ma i stav lje na na 15 
mi nu ta u in ku ba ci ju na tam no mjes to na -20 °C. Za tim su 
erit ro ci ti li zi ra ni na sob noj tem pe ra tu ri. Re zul ta ti j uo res-
cen ci je do bi ve ni su FAC Sscan pro toč nom ci to met ri jom, a 
ana li zi rani su Cel lQues to vim prog ra mom (BD Bios cien ce). 
Od sva kog je uzor ka pri kup lje no 10.000 po da ta ka. Prim-
je ri ko riš te ne stra te gi je pro toč ne ci to met ri je pri ka za ni su 
na Sli ci 1. Ka ko bi se ana li zi ra le lim fo cit ne sub po pu la ci je, 
lim fo ci ti (pri ka za ni cr nom bo jom) su razvr sta ni na os no vi 
pred njeg (FSC) i boč nog (SSC) ras pr še nja zra ke (Sli ka 1A). 
Ci to tok sič ni T-lim fo ci ti raz li ko va li su se pre ma koek spre-
si ji CD3 i CD8 an ti ge na (Sli ka 1B), dok su se po moć nič ki 
T-lim fo ci ti raz li ko va li pre ma koek spre si ji CD3 i CD4 an ti ge-
na (sli ka 1C). NK-sta ni ce (e ng. na tu ral kil ler cel ls, NK) iz ra ža-
va ju CD16 i CD56 an ti ge ne za raz li ku od CD3, NK T-lim fo ci-
ti CD3 i CD56 dvos tru ko su po zi tiv ni (sli ka 1D). B-lim fo ci ti 
no se CD20 an ti gen i dje lo mično CD5 an ti gen (sli ka 1E).

Sta tis tič ka ana li za

Re zul ta ti su iz ra že ni u pos tot ku od ukup nog bro ja leu ko ci-
ta i u iz ra ču na tom ap so lutnom bro ju sta ni ca. Re zul ta ti su 
pri ka za ni kao sred nja vri jed no st ± stan dar dna pog reš ka 
(en gl. stan da rd er ror, SE). Za sta ti stič ku je ana li zu ko riš te-
na jed nos mjer na ana li za va ri jan ce (ANOVA) na kon ko je je 
us li je dio po st hoc par ni te st us po red be (LSD). Ra zi na vje-
ro jat nos ti od < 5 % prih va će na je kao zna čaj na. Za sve je 
sta tis tič ke ana li ze ko riš ten prog ram ski pa ket Sta tis ti ca za 
Win dows, s in ter va lom pouz da nos ti od 95%.

Dec la ra tion and the re sear ch pro to col was ap pro ved by 
the lo cal et hi cal com mit tee and all pa tien ts ga ve their in-
for med con se nt to par ti ci pa te.

Im mu nop he no typi ng

Pe rip he ral blood sam ples we re ta ken in to EDTA tu bes 
and stai ned wit hin 24 hou rs. Un til stai ni ng pro ce du re, spe-
ci me ns we re sto red at 4 °C. Fluo res cen ce mea su re men ts 
we re ca lib ra ted dai ly usi ng stan dar di zed j uo res ce nt sur-
fa ce la bel led mic ros phe res (FITC/PE). Stan dar di za tion of 
cel lu lar im mun j uo res cen ce re lied on iso type con trol.
Cel ls we re V r st coun ted and then di lu ted in PBS bum  er to 
a con cen tra tion of ap prox. 107/mL. Mo noc lo nal an ti bo-
dies co nju ga ted wi th j uo res cein isot hio cya na te (FITC) 
or phycoe rythrin (PE) we re ad ded in the re com men ded 
vo lu me on the ma nu fac tu rer’s da ta sheet. The spe ci V  ci-
ty and com bi na tio ns of ap plied mo noc lo nal an ti bo dies 
we re as fol lows: CD45/CD14, Ig G1/IgG2 - iso type con tro ls; 
CD3/CD19, CD3/CD16+56, CD3/CD4, CD3/CD8, CD5/CD20, 
CD3/HLA-DR, Kap pa LC/CD19, Lam bda LC/CD19. All rea-
gen ts we re pur cha sed from BD Bios cien ce (San Jo se, CA, 
USA). 100 µL of di lu ted ce ll sus pen sion was ad ded to the 
pre pi pet ted an ti bo dies and in cu ba ted for 15 mi nu tes 
on ice in the da rk. Then, the erythro cytes we re lysed at 
room tem pe ra tu re. Fluo res cen ce da ta we re acqui red on 
a FAC Scan j ow-cyto me ter and ana lyzed wi th Cel lQue st 
sof twa re (BD Bios cien ce). 10,000 even ts we re col lec ted 
from ea ch sam ple.
Exam ples of the ap plied ga ti ng stra te gy are shown on Fi-
gu re 1. To ana lyze the lympho cyte sub po pu la tio ns, the 
lympho cytes (dis played in bla ck) we re ga ted on the ba sis 
of fo rwa rd (FSC) and si de scat ter (SSC) (Fi gu re 1A). Ci to-
toxic T-lympho cytes we re dis cri mi na ted by the coexpres-
sion of CD3 and CD8 an ti ge ns (Fi gu re 1B), whi le hel per T-
lympho cytes by the coexpres sion of CD3 and CD4 an ti ge-
ns (Fi gu re 1C). Na tu ral Kil ler cel ls (NK) expre ss CD16 and 
CD56 an ti ge ns in con tra st to CD3, Na tu ral Kil ler (NK)-type 
T-cel ls are CD3 and CD56 doub le po si ti ve (Fi gu re 1D). B-
lympho cytes bear CD20 an ti gen and par tly CD5 an ti gen 
(Fi gu re 1E).

Sta tis ti cal ana lysis

Re sul ts are expres sed in the per ce nt of the to tal leu ko-
cyte num ber and in the cal cu la ted ab so lu te ce ll-coun ts. 
Re sul ts are pre sen ted as mean ± stan da rd er ror (SE). One-
way ana lysis of va rian ce (ANOVA) was used for sta tis ti cal 
ana lysis fol lowed by a po st-hoc pai red com pa ri son (LSD) 
te st. A pro ba bi li ty le vel of <5 % was ac cep ted as sig ni V -
can ce. Statis ti ca for Win dows prog ram pac ka ge was used 
for all sta tis ti cal ana lysis, by 95% con V  den tial in ter val.
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Re zul ta ti

Kod 4 bo les ni ka iz sku pi ne s Du puytre no vom bo les ti su 
res trik ci jom la kog lan ca imu nog lo bu li na i/ili pa to loš kim 
imu no fe no ti pom do ka za ne su zre le lim foid ne neop laz-
me u ti hom ob li ku, kao npr. kro nič na lim fo citna leu ke mi ja 
B-sta ni ca (en gl. B-ce ll chro nic lympho cytic leu kae mia, CLL) 
i leu ke mi ja gra nu li ra nih T-lim fo ci ta (T-LGL), dok kod is pi ta-
ni ka iz zdra ve sku pi ne ni je pro na đe na tak va bo le st. Lim-

Re sul ts

In 4 pa tien ts of the Du puytren’s group ma tu re, in do le nt 
lymphoid ma lig nan cies, su ch as B-ce ll chro nic lympho-
cytic leu kae mia (CLL) and T ce ll gra nu lar lympho cytic 
leu kae mia (T-LGL) we re pro ved by im mu nog lo bu lin lig ht 
chain res tric tion and/or ab nor mal im mu nop he no type, 
whil st su ch a di sea se was not fou nd in the heal thy group. 

FI GU RE 1. The ga ti ng pro ce du re.
Lympho cytes we re ga ted on the ba sis of fo rwa rd (FSC) and si de scat ter 
(SSC) (Fi gu re 1A). Ci to toxic T-lympho cytes are CD3 and CD8 doub le po-
si ti ve (up per rig ht quad ra nt, Fi gu re 1B). Hel per T-cel ls expre ss CD3 and 
CD4 to get her (up per rig ht quad ra nt, Fi gu re 1C). NK-cel ls bear CD56 
and CD16 an ti ge ns (up per le ft quad ra nt, Fi gu re 1D), NK-T lympho cytes 
are po si ti ve for CD3 and CD56 an ti ge ns (up per rig ht quad ra nt, Fi gu re 
1D). B-lympho cytes expre ss CD20 and the B1 po pu la tion al so the CD5 
an ti gen (up per rig ht quad ra nt, Fi gu re 1E).

SLIKA 1. Pos tu pak oda bi ra sta ni ca.
Lim fo ci ti su razvr sta ni na os no vi pred njeg (FSC) i boč nog (SSC) ras pr še-
nja zra ke (Sli ka 1A). Ci to tok sič ni T-lim fo ci ti CD3 i CD8 dvos tru ko su po zi-
tiv ni (gor nji des ni kvad ra nt, Sli ka 1B). Po moć nič ki T-lim fo ci ti iz ra žavaju 
za jed no CD3 i CD4 (gor nji des ni kvad ra nt, Sli ka 1C). NK-sta ni ce no se an-
ti ge ne CD56 i CD16 (gor nji li je vi kvad ra nt, Sli ka 1D), NK T-lim fo ci ti su 
po zi tiv ni na CD3 i CD56 an ti ge ne (gor nji des ni kvad ra nt, Sli ka 1D). B-lim-
fo ci ti iz ra ža va ju CD20 i B1 po pu la ci ju, dak le an ti gen CD5 (gor nji des ni 
kvad ra nt, Sli ka 1E).
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fo mi su se na la zi li u ra nom sta di ju bez ika kvih kli ni čkih 
zna ko va.
Ovi su he ma to loš ki slu ča jevi is klju če ni iz dalj nje ana li ze. 
Sta tis tič ka raz li ka me đu is pi ta nika kon trol ne sku pi ne (N = 
29), bo les ni ka ko ji bo lu ju od Du puytre no ve bo les ti sta di-
ja 2 (N = 21) i sta di ja 3 (N = 14) pri ka za na je u Tab li ca ma 
1 i 2.
U oba sta di ja Du puytre no ve bo les ti udio mo no ci ta znat-
no se po vi sio u us po red bi s kon trol nom sku pi nom (5,75 ± 
0,21 pre ma 7,49 ± 0,35, P = 0,002 za sku pi nu s Du puytre no-
vom bo les ti, i 8,08 ± 0,78, P < 0,001 za kon trol nu sku pi nu) 
i os tao go to vo nep ro mi je njen u nap red nom sta di ju (Tab li-
ca 1). Udio NK T-lim fo ci ta ta ko đer je znat no po ra sao u sta-
di ju 2 (0,66 ± 0,09 pre ma 1,07 ± 0,16, P = 0,021), i za tim se 
sni zio u sta di ju 3 (0,47 ± 0,1 pre ma 1,06 ± 0,16, P = 0,012) 
(Tab li ca 2.). Tab li ca 1 pri ka zu je znat no sni že nje ud je la B-
lim fo ci ta (2,88 ± 0,16 pre ma 2,13 ± 0,21, P = 0,013) uk lju ču-
ju ći i B1 (koek spre si ju CD 20+5+) po pu la ci ju (1,44 ± 0,14 
pre ma 0,57 ± 0,09, P = 0,009) kod bo les ni ka s Du puytre no-
vom bo les ti u us po red bi sa kon trol nom sku pi nom. Udio 
B-lim fo ci ta ni je se pro mi je nio ti je kom bo les ti. Ni je pri mi-
je će no sta ti stič ki zna čaj no po vi še nje udjela T-lim fo ci ta 
uk lju ču ju ći po pu la ci je po moć nič kih (CD4+) i ci to tok sič nih 
(CD8+) iz me đu bolesnika s Du puytre no vom bo les ti sta di-
ja 2 i zdra vih kon trol nih is pi ta ni ka (Tab li ca 2). Udio CD4+/
CD8+ T-lim fo ci ta sni zio se u ak tiv nom sta di ju (Tab li ca 2). 
Me đu tim pos to tak či ta ve po pu la ci je T-lim fo ci ta i po pu la-
ci je po moć nič kih T-lim fo ci ta raz li ko vao se zna čaj no iz me-
đu sta di ja 2 i 3 kod bo les ni ka s Du puytre no vom bo les ti 
(19,02 ± 0,82 pre ma 15,9 ± 1,38, P = 0,043 za sta dij 2 i 13,04 
± 0,85 pre ma 10,27 ± 1,09, P = 0,023, za sta dij 3) (Tab li ca 
2). Ud je li ci to tok sičnih i ak ti vi ra nih (HLA-DR+) T-lim fo ci ta 
i NK-sta ni ca sli je di li su prom je ne u po pu la ci ji po moć nič-
kih T-limfocita, i ia ko se ni ti je dan od tih ud je la ni je znat-
no pro mi je nio, po ve ća nje HLA-DR+T-limfocita po ka zu je 
ja ku ten den ci ju (P = 0,07) me đu bo les ni ci ma oba sta di ja 
Du puytre no ve bo les ti (Tab li ca 1 i 2).

The lympho mas we re in an ear ly sta ge wit hout any cli ni-
cal si gn.
The se hae ma to lo gi cal ca ses we re exclu ded from the fur-
ther ana lyses. The sta tis ti cal dim  e ren ces amo ng con tro ls 
(N = 29), and pa tien ts in Du puytren’s sta ge 2 (N = 21) and 
sta ge 3 (N = 14) are shown in the Tab les 1 and 2.
In bo th sta ges of Du puytren’s di sea se, the ra tio of mo-
no cytes in crea sed sig ni V  can tly as com pa red wi th the 
con trol group (5.75 ± 0.21 vs. 7.49 ± 0.35, P = 0.002, and 
8.08 ± 0.78, P < 0.001, res pec ti ve ly) and re mai ned al mo-
st un chan ged in the ad van ced sta ge (Tab le 1.). Na tu ral 
Kil ler (NK)-type T-cel ls ro se al so sig ni V  can tly in sta ge 2 
(0.66 ± 0.09 vs. 1.07 ± 0.16, P = 0.021), then fe ll in sta ge 3 
(0.47 ± 0.1 vs. 1.06 ± 0.16, P = 0.012) (Tab le 2.). Tab le 1 de-
pic ts the sig ni V  ca nt re duc tion in B-lympho cytes (2.88 ± 
0.16 vs. 2.13 ± 0.21 res pec ti ve ly, P = 0.013), in clu di ng the 
B1 (CD 20+5+ coexpres sion) po pu la tion (1.44 ± 0.14 vs. 
0.57 ± 0.09, P = 0.009) in Du puytren’s pa tien ts com pa red 
wi th the heal thy group. The ra tio of B-lympho cytes did 
not chan ge du ri ng the cour se of the di sea se. No sta tis ti-
cal ly sig ni V  ca nt ele va tion we re fou nd in T-lympho cytes, 
in clu di ng hel per (CD4+), cyto toxic (CD8+) po pu la tio ns 
be tween sta ge 2 of Du puytren’s di sea se and heal thy con-
tro ls (Tab le 2). The ra tio of CD4+/CD8+ T-cel ls fe ll in ac ti-
ve sta ge (Tab le 2). Ne ver the le ss, the per cen ta ge of en ti re 
T-lympho cyte po pu la tion and that of hel per T-cel ls was 
fou nd to be sig ni V  can tly dim  e re nt be tween sta ges 2 and 
3 of Du puytren’s pa tien ts (19.02 ± 0.82 vs. 15.9 ± 1.38, P 
= 0.043 and 13.04 ± 0.85 vs. 10.27 ± 1.09, P = 0.023, res-
pec ti ve ly) (Tab le 2). The ra tios of cyto toxic T-, ac ti va ted 
(HLA-DR+) T-cel ls and NK cel ls fol lowed the al te ra tio ns 
of hel per T-lympho cyte po pu la tio ns, al thou gh neit her 
of them chan ged sig ni V  can tly, the in crea se in HLA-DR+T 
lympho cytes show a stro ng ten den cy (P = 0.07) be tween 
the two DD grou ps (Tab le 1 and 2).

TAB LE 1. Com pa ri son of mo no cytes, B-lympho cytes and NK-ce ll coun-
ts be tween con tro ls and Du puytren pa tien ts.

TAB LI CA 1. Us po red ba bro ja mo no ci ta, B-lim fo ci ta i NK-sta ni ca iz me-
đu kon trol ne sku pi ne i bo les ni ka s Du puytre no vom bo les ti.

Monocytes (CD14+) B-Ly (CD19+) B1-Ly (CD20+5+) NK-cel ls (CD16+56+)

Mean ± S.D. G/l (in % of the to tal WBC cou nt)

Control 0.37 ± 0.10
(5.8 ± 1.20)

0.20 ± 0.06
(2.88 ± 0.94)

0.09 ± 0.05
(1.44 ± 0.80)

0.20 ± 0.10
(2.80 ± 1.5)

Stage2 0.51 ± 0.14**
(7.5 ± 1.7)

0.16 ± 0.03*
(2.13 ± 1.01)

0.04 ± 0.02***
(0.57 ± 0.44)

0.22 ± 0.14
(3.10 ±1.60)

Stage3 0.55 ± 0.13**
(8.10 ± 2.90)

0.14 ± 0.03**
(1.93 ± 1.15)

0.04 ± 0.03***
(0.38 ± 0.33)

0.23 ± 0.15
(3.40 ±1.70)

ANOVA (P) < 0.001 0.21 < 0.001 0.27

Sig ni V  can tly dim  e re nt from the con trol group by the LSD te st: ***P < 0.001; **P < 0.01; *P < 0.05.
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Ras pra va

Pro mat ra li smo raz li či te i ka rak te ris tič ne prom je ne u bro-
ju lim fo ci ta i mo no ci ta u pe ri fernoj kr vi suk lad no kli nič-
kim sta di ji ma Du puytre no ve bo les ti. U ak tiv nom se sta-
di ju udio mo no ci ta i NK T-lim fo ci ta zna čaj no po vi sio. Slič-
no se po visio i udio CD4+, CD8+, ak ti vi ra nih T-lim fo ci ta i 
NK-sta ni ca, no te prom je ne ni su bi le zna čaj ne. Ovi na la zi 
pot vr đu ju pret hod na miš lje nja da su T-limfociti po ve za ni 
s pa to ge ne zom Du puytre no ve bo les ti (3,4). Ov dje nis mo 
is tra ži va li mo no ci te, NK T-lim fo ci te niti sta nič no imunosni 
od go vor suk lad no sta di ju Du puytre no ve bo les ti.
Pri ka za no je i zna čaj no smanjenje ud je la B-lim fo ci ta, uk lju-
ču ju ći tzv. B1-sta nice (CD5+) što je dje lo mič no po ve za no 
s re zul ta ti ma Gud mun dsso na i sur. (4). Oni su izvijestili o 
sni ža va nju ud je la CD5+ B-lim fo ci ta. Na ša pret hod na za pa-
ža nja o pri sus tvu an ti nuk lear nih an ti ti je la od no se se ta ko-
đer na ulo gu B-lim fo ci ta u Dupuytrenovoj bo les ti (6). Fib-
roz ne bo les ti, npr. pluć na i jet re na V b ro za, sis tem ska skle-
ro za po ve za ne su s pro tuu pal nim T po moć nič kim 2 (TH2) 
sta nič nim od go vo rom (7-10). TGFβ je je dan od naj važnijih 
ci to ki na od TH2 pos red nim imu nos nim od go vo rom. Zna-
čaj TGFβ u Du puytre no voj bo les ti do ka za li su mno gi au-
to ri (10-12). Mak ro fagi su je dan od glav nih iz vo ra TGFβ i 
za TGFβ takvog po ri jek la vje ru je se da je pro V b ro zan (13). 
Po vi šen broj mo no ci ta u Du puytre no voj bo les ti mo že osi-
gu ra ti tra jan do tok ener gi je mak ro fagima u zah va će nom 
tki vu.
NK T-lim fo ci ti mo gu iz lu či ti ti pič ne TH2 ci to ki ne, npr. IL-13 
(14). Ak ti va ci ja TGFβ1 ovi si o me ta lop ro tei na zi mat rik sa 9 
(MMP-9), pos pje še noj s IL-13 ko ji ci je pa pep ti de po ve za ne 
s la ten ci jom (15). U ek spe ri men tal nim mode li ma au toi-
mu nih bo les ti, NK T-lim fo ci ti su šti ti li od še ćer ne bo les ti 

TAB LI CA 2. Us po red ba bro ja T-lim fo ci ta iz me đu kon trol ne sku pi ne i 
bo lesni ka s Du puytre no vom bo les ti.

TAB LE 2. Com pa ri son of T-lympho cyte coun ts be tween con tro ls and 
Du puytren pa tien ts.

T-Ly (CD3+) NK T-Ly (CD3+56+)
Ac ti va ted T-Ly 

(CD3+DR+)
T-hel per 
(CD3+4+)

T-cyto toxic
(CD3+8+)

CD3+4+/
CD3+8+

ra tio

Mean ± S.D. G/l (in % of the to tal WBC cou nt)

Control 1.18 ± 0.33
(18.80 ± 4.20)

0.04 ± 0.03
(0.66 ± 0.54)

0.25 ± 0.13
(3.80 ± 1.80)

0.76 ± 0.20
(12.10 ± 2.50)

0.41 ± 0.18
(6.40 ± 2.70)

2.40 ± 1.40

Stage2 1.38 ± 0.37
(19.20 ± 4.00)

0.08 ± 0.05**b
(1.07 ± 0.80)

0.32 ± 0.18
(4.70 ± 3.40)

0.85 ± 0.22
(13.00 ± 4.10)

0.49 ± 0.30
(7.10 ± 4.90)

2.00 ± 1.20

Stage3 1.06 ± 0.42*a
(16,10 ± 5.20)

0.04 ± 0.03*a
(0.48 ± 0.38)

0.23 ± 0.08
(3.20 ± 1.10)

0.68 ± 0.33
(10.30 ± 4.10)

0.38 ± 0.17*a
(5.80 ± 2.30)

2.10 ± 1.50

ANOVA (P) 0.21 (NS) 0.0016 0.07 (NS) 0.14 (NS) 0.24 (NS) 0.27 (NS)

a – Sig ni V  can tly dim  e re nt from sta ge 2; b – Sig ni V  can tly dim  e re nt from bo th the con trol and from sta ge 3 grou ps by the LSD te st; **P < 0.01;
*P < 0.05. 

Dis cus sion

We ob ser ved dim  e re nt and cha rac te ris tic chan ges in num-
be rs of pe rip he ral blood lympho cytes and mo no cytes 
ac cor di ng to cli ni cal sta ges of DD. In ac ti ve sta ge, mo no-
cytes and NK-type T-cel ls in crea sed sig ni V  can tly. Si mi lar-
ly, CD4+, CD8+, ac ti va ted T-cel ls and NK-cel ls ro se al so, 
but the se al te ra tio ns we re not sig ni V  ca nt. The se V n din gs 
sup po rt the pre vious ob ser va tio ns that T-cel ls are in vol-
ved in the pat ho ge ne sis of DD (3, 4). Mo no cytes, NK-T-cel-
ls and cel lu lar im mu ne res pon se ac cor di ng to sta ges of 
DD we re not in ves ti ga ted by this ti me.
A sig ni V  ca nt re duc tion of B-lympho cytes, in clu di ng the 
so-cal led B1-cel ls (CD5+) was al so he re shown, whi ch cor-
re la tes par tly wi th the re sul ts of Gud mun dsson et al (4). 
They fou nd a dec rea se in the ra tio of CD5+ B-cel ls. Our 
pre vious ob ser va tio ns about the pre sen ce of an ti nuc lear 
an ti bo dies re fer al so to the in vol ve me nt of B-lympho-
cytes in DD (6). Fib ro tic di sea ses, e.g. pul mo na ry V b ro sis, 
he pa tic V b ro sis, syste mic scle ro sis are as so cia ted wi th 
an ti-in j am ma to ry T hel per 2 (TH2)-cell res pon ses (7-10). 
TGFβ is one of the mo st im por ta nt cyto ki nes of TH2 me-
dia ted im mu ne res pon se. The sig ni V  can ce of TGFβ in Du-
puytren’s di sea se was pro ved by mo re aut ho rs (10-12). 
Mac rop ha ges are one of the main sour ces of TGFβ and 
mac rop ha ge-de ri ved TGFβ is thoug ht to be pro-V b ro tic 
(13). In crea sed ra tio of mo no cytes in DD may en su re per-
ma ne nt sup ply for mac rop ha ges in the am  ec ted tis sue.
NKT-cel ls are ab le to sec ret typi cal TH2 cyto ki nes, e.g. IL-
13 (14). The ac ti va tion of TGFβ1 de pen ds on the mat rix 
me tal lop ro tei na se-9 (MMP-9), up re gu la ted by IL-13 that 
clea ve the la ten cy-as so cia ted pep ti de (15). In expe ri men-
tal mo de ls of au toim mu ne di sea ses, NKT cel ls pro tec ted 



Biochemia Medica 2008;18(2):193–200

  199

Plander M. i sur. Sta nič no imu nos ni od go vor u Du puytre no voj bo les ti

Plander M. et al. Cel lu lar im mu ne res pon se in Du puytren’s di sea se

ili ek spe ri men tal nog au toi mu nog en ce fa lo mi je li ti sa pre-
mještanjem rav no te že s TH1 pre ma TH2 imu nom od go vo-
ru (16,17). Bolesnici ko ji bo lu ju od dru gih V b roz nih bo les ti 
(npr. sis tem ska skle ro za) po ka zu ju pro mi je nje nu ho meos-
ta zu B-lim fo cita slič nu na šim re zul ta ti ma (18).
U uz nap re do va lom su se sta di ju ud je li CD4+ T-lim fo ci ta 
i NK T-lim fo ci ta sni zi li zna čaj no, dok su se ud je li CD8+ i 
HLA-DR+ T-lim fo ci ta sni zi li, ali ne zna čaj no. Udjeli mo no ci-
ta i B-lim fo ci ta os ta li su kon stan tni u us po red bi s oni ma u 
ak ti vom sta di ju. Ten den ci ja sni ža va nja ud je la T-lim fo ci ta 
na vo di na raz mat ra nje da je ona dio pro tuu pal ne reak ci-
je ko ja mo že bi ti kraj nji re zul tat TH2 pos re do va nog imu-
nos nog od go vo ra. Uzi ma ju ći sve u ob zir, na ši se po da ci 
mo gu od no si ti na TH2 pos re do va ni imu nos ni od go vor po-
ve zan s ma siv nom V b ro zom u pa to ge ne zi Du puytre no ve 
bo les ti. Me đu tim tre ba nag la si ti da do sa da nis mo di rek-
tno is tra ži li citokinski pro V l T-lim fo ci ta kod Dupuytre no ve 
bo les ti. Čes ta po ja va zre lih limfoidnih neop laz mi u ti hom 
ob li ku me đu na šim bo les ni ci ma s Du puytre no vom bo-
les ti mo že pod r ža ti hipotezu o au toi mu noj po za di ni Du-
puytre no ve bo les ti, za to što raz li či te au toi mu ne bo les ti, 
npr. au toi mu na he mo li tič ka ane mi ja čes to kom pli ci ra ju 
CLL. Na rav no da je potrebno nap ra vi ti ve li ka is tra ži va nja 
ka ko bi se op rav da la ve za iz me đu Dupuytrenove bo les ti i 
he ma to loš kih zloćudnih bo les ti.
Zak lju ču je mo da su mo no ci ti, T-limfociti (a po seb no NK 
T-lim fo ci ti) i B-lim fo ci ti vje ro jat no po ve za ni s pa to ge ne-
zom Du puytre no ve bo les ti, te da pro mi je ne u nji ho vom 
bro ju mo gu uka zi va ti na upal ni me ha ni zam u ti je ku. Me-
đutim, pot reb no je da lje is tra ži ti T-lim fo ci te ko ji pro di ru u 
apo neu ro zu, ras po di je lu i pro V l ci to ki na u T-lim fo ci ti ma u 
pe ri fer noj kr vi kod bo les ni ka s Du puytre no vom bo les ti u 
ra nom sta di ju.

Zah va le

Uz duž no poš to va nje zah va lju je mo Ri ti Jáger M.D. iz Ma-
đar ske ban ke kr vi za kon trol ne uzor ke kr vi i gđi J. Gál te 
gđi. M. Hor váth za teh nič ku po moć.

from dia be tes or expe ri men tal au toim mu ne en cep ha lo-
mye li tis by shif ti ng the ba lan ce from TH1 towa rd TH2 res-
pon se (16,17).
Patients wi th ot her V b ro tic di sea se (e.g. syste mic scle ro-
sis) show si mi lar ly al te red B-ce ll ho meos ta sis to our re sul-
ts (18).
In the ad van ced sta ge, the ra tios of CD4+ T-cel ls and NK-
T-cel ls fe ll sig ni V  can tly, whi le that of CD8+ and HLA-DR+ 
T-cel ls dec rea sed not sig ni V  can tly. The ra tios of mo no-
cytes, B-lympho cytes re mai ned con sta nt com pa red wi th 
tho se in the ac ti ve sta ge. The lowe ri ng ten den cy of T-cel-
ls is tem pti ng to be spe cu la ted as pa rt of an an ti-in j am-
ma to ry reac tion that can be the V  nal re su lt of the TH2 me-
dia ted im mu ne res pon se. Ta ken to get her, our da ta may 
re fer to a TH2 me dia ted im mu ne res pon se as so cia ted wi-
th mas si ve V b ro sis in the pat ho ge ne sis of DD. It shou ld, 
howe ver, be em pha si zed that by this ti me we ha ve not in-
ves ti ga ted di rec tly the cyto ki ne pro V  les of T-cel ls in DD.
The freque nt oc cur ren ce of ma tu re, in do le nt lymphoid 
ma lig nan cies amo ng our Du puytren pa tien ts may sup-
po rt al so the au toim mu ne hypot he sis, be cau se dim  e re-
nt au toim mu ne di sea ses, e.g. au toim mu ne hae mo lytic 
anae mia of ten com pli ca te CLL Of cour se, lar ger se ries are 
nee ded to jus ti fy an as so cia tion be tween DD and hae ma-
to lo gi cal ma lig nan cies.
We con clu de that mo no cytes, T- (es pe cial ly NK-T) and B 
-lympho cytes are li ke ly in vol ved in the pat ho ge ne sis of 
Du puytren’s di sea se and al te ra tion in their num be rs may 
re fer to an on goi ng in j am ma to ry mec ha ni sm. Fur ther 
stu dies, howe ver, shou ld be laun ched to in ves ti ga te the 
apo neu ro sis in V l tra ti ng T-lympho cytes, the dis tri bu tion 
and cyto ki ne pro V  le of the pe rip he ral blood T-lympho-
cytes in ear ly sta ge DD pa tien ts.
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