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POPIS KRATICA
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1. UVOD

1.1. Definicija reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) je kroni¢na upalna bolest nepoznatog uzroka koja zahvaca vise
organskih sustava. Glavno obiljezje bolesti je trajni sinovitis koji uzrokuje progresivno
razaranje hrskavice i zglobova te stvaranje koStanih erozija. Posljedi¢no, dolazi do razvoja
zglobnih deformacija, smanjene funkcionalne sposobnosti, naruSene kvalitete Zzivota i
povecane smrtnosti (1). Klini¢ki tijek bolesti je promjenjiv, od blage i samoogranicene bolesti
pa sve do teskog, brzo napredujuéeg, erozivnog artritisa s vanzglobnim obiljezjima (2).

Etiologija RA nije poznata, medutim, smatra se da genetski i okoli$ni ¢imbenici imaju vazan

utjecaj na pocetak bolesti, klinicki tijek i1 pacijentov odgovor na terapiju (1).

1.2. Povijesni pregled

Cesto se navodi da se RA prvi puta spominje u papirusu Ebers (oko 1550 pr. n. e), svitku koji
se smatra kompendijem staroegipatske medicine i farmacije te da su opéi simptomi RA
opisani 1 u drevnom indijskom medicinskom tekstu Charak Samhita (oko 300-200 pr. n. e).
Toc¢nije bi ipak bilo zakljuciti da se u starom vijeku 1 antici po prvi put biljeze podatci o
reumatskim oboljenjima, a da se na potvrdu samog RA trebalo ¢ekati znatno duze. Tako u
anticko doba Hipokrat daje prvi opceniti prikaz bolesti koji ne ukljucuje podjelu na razliite
vrste (oko 400. pr. n. e), a u doba starog Rima Galen iz Pergama uvodi op¢i termin
reumatizam (izmedu 216. 1 129. pr. n. e) (3).

Medutim, prema Scher i Abramsonu RA je postojao u Sjevernoj i Juznoj Americi, a na stari
se kontinent proSirio tek poslije otkrica Amerike 1492. godine, kroz ekspedicije koje su
Europljani poduzimali u novom svijetu (4). Danasnja geografska raSirenost RA moze se
objasniti okoliSnim ¢imbenicima (npr. patogenima ili elementima u prehrani koji su utjecali
na promjenu mikrobioma), mijeSanjem Europljana s tamo$njim domorocima ili spojem
okoli$nih 1 genetskih ¢imbenika. Dokazi za ovu teoriju nalaze se u Cinjenici da su bolesti
poput spondiloartropatija, gihta i osteoartritisa detaljno opisane u povijesnim zapisima i
paleopatoloskim studijama, a RA se po prvi put nedvojbeno definira tek u 19. stoljecu.
Neznanstveni dokazi dostupni su iz tek nesSto ranijeg razdoblja, poput Rubensovih slika iz 17.
stolje¢a na kojima se prikazuje izgled zglobova zahvacenih reumatoidnim artritisom. S druge

strane, paleopatoloSke studije provedene na ostacima iz novog svijeta potvrduju postojanje



RA jo$ u razdoblju izmedu 6000. i 3000. godine pr. n. e. na kosturima iz sjeverozapadne
Alabame. Prvi medicinski zapis o RA datira iz 1800. kada Landré-Beauvais objavljuje rad
,La goutte asthénique primitive”. U devetnaestom stolje¢u o progresivnom tijeku kroni¢nog
artritisa piSu Sydenham, Beauvais i Brodie. Potonji opisuje kako bolest utjeCe na ovojnice
tetiva i zglobnu sinovijalnu membranu te ustanovljuje da dovodi do sinovitisa i oSteCenja
hrskavice. Do 1858. najces¢e koriSteni nazivi za bolest bili su arthritis deformans i reumatski
giht, a 1858. godine Garrod uvodi termin RA, razdvajajuéi ovu bolest od osteoartritisa i gihta.
Usporedo s otkri¢ima o prirodi bolesti razvija se i reumatologija kao posebna grana medicine
koja potpuno priznanje dozivljava 1930-ih i 1940-ih, ponajprije u SAD-u, a potom i u ostatku
svijeta (4).

1.3. Epidemiologija reumatoidnog artritisa

RA je najcesc¢a upalna reumatska bolest, s prevalencijom 0,5-1,0% u odrasloj populaciji
diljem svijeta (Slika 1). Poznato je da se prevalencija i incidencija RA razlikuju u razli¢itim
etnickim skupinama pa ¢ak i unutar iste zemlje (5). Moguce je da je za razlike u prevalenciji i
incidenciji RA primje¢ene izmedu razliCitih populacija odgovorno mnoStvo razli¢itih
¢imbenika, kao S§to su ponaSajni Cimbenici, izloZenost razliitim cimbenicima okoliSa,
klimatske razlike i genetski utjecaji (6).

Poznato je da je RA ucestaliji u sjevernijim zemljama (Sjeverna Amerika i sjeverna Europa)
nego u juznijim zemljama, kao Sto su juzna Europa, Afrika 1 zemlje treceg svijeta (5,7).
NajniZa prevalencija RA zabiljeZena je u ruralnim podruc¢jima Afrike. Osim toga, jako niska
prevalencija RA pronadena je u prouavanim populacijama Kine i Japana (0,2-0,3%). NajviSa
prevalencija bolesti primje¢ena je u Pima Indijanaca (5,3%) i 6,8% u Chippewa Indijanaca
(8). Istrazivanja provedena na populacijama bijele rase otkrila su incidenciju RA u Sjevernoj
Americi i sjevernoj Europi od 20 do 50 sluc¢ajeva na 100 000 stanovnika i prevalenciju 0,5-
1,1% (7). Niza incidencija i1 prevalencija zabiljezena je na podrucju juzne Europe (incidencija
9-24 na 100 000 stanovnika, prevalencija 0,3-0,7%) te u zemljama u razvoju (9). Tako je
prevalencija u Francuskoj 0,6%, u Italiji 0,33%, u Spanjolskoj 0,5% 1 u Gre¢koj 0,3-0,7% (9-
13).
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Slika 1. Prevalencija reumatoidnog artritisa u svijetu

Osim niZe prevalencije, pacijenti iz zemalja juzne Europe, a posebno iz mediteranskih
zemalja imaju blazi oblik bolesti s manje vanzglobnih obiljeZja i sporijim radioloskim
napredovanjem bolesti §to se ocituje 1 nizom stopom pobola i smrtnosti.

Za podrucje Republike Hrvatske ne postoje sluzbeni podatci o incidenciji i prevalenciji RA.
Bolest se tri puta ¢eS¢e javlja u Zena nego u muskaraca (8). Nadalje, iako se moze pojaviti u
osoba bilo koje zivotne dobi, najcesée se javlja u dobi od 40 do 60 godina (7,8). Velike
epidemioloSke studije pokazale su da oboljeli od RA imaju povecanu smrtnost te prosje¢no
skracenje zivota za 3 do 10 godina (7,8,14).

Bolesnici s RA imaju povisen rizik za razvoj komorbiditeta i sam ishod tih komorbiditeta
lo$iji je nego u bolesnika koji ne boluju od RA. Kardiovaskularni komorbiditet vode¢i je

uzrok povecane smrtnosti u bolesnika s RA (15-18). Povecanoj smrtnosti pridonose i

infekcije, malignomi, plu¢na bolest 1 bolesti bubrega (17,19).



1.4. Etiologija reumatoidnog artritisa

Etiologija RA jo$ uvijek nije poznata. Niti jedan do sada opisani model nastanka RA ne
objasnjava u potpunosti etiologiju bolesti. Ipak, smatra se da bolest nastaje zbog
promijenjenog imunoloskog odgovora u genetski predodredenih osoba uz sudjelovanje nekih
jos nedovoljno poznatih okolisnih ¢imbenika.

Genetski 1 okolisni c¢imbenici mogu povecati osjetljivost domacina za nastajanje
reumatoidnog artritisa mijenjanjem opce reaktivnosti imunoloSkog sustava, mijenjanjem
antigen specificnog odgovora posredstvom HLA i ,,non-HLA*“ molekula te mijenjanjem
sposobnosti ciljnih tkiva u moduliranju imunoloskog odgovora koja se ocituje u smanjenu
sinteze imunosupresijskih citokina, smanjenju apoptoze autoreaktivnih stanica i smanjenju
odstranjivanja imunokompleksa. Iako jo$ uvijek nisu poznati svi etioloski ¢imbenici vazni u
nastanku RA, smatra se da je za razumijevanje mehanizama koji dovode do razvoja i
napredovanja bolesti nuzno razumjeti sloZenu interakciju izmedu genetike 1 okoli$a i njihovu

ulogu u patogenezi.

1.4.1. Genetski ¢imbenici povezani s reumatoidnim artritisom

Brojne obiteljske studije i studije blizanaca ukazale su na genetsku predodredenost za RA te
je potvrden povecan relativni rizik u najuze rodbine oboljelih (20). Studije blizanaca ukazuju
na povecanu ucestalost bolesti kod jednojajcanih blizanaca (stopa konkordancije 15-30% u
jednojaj€anih, a 5% u dvojajcanih blizanaca) (20,21). Kao i kod drugih autoimunih bolesti,
viSestruki nepovoljni aleli pridonose osjetljivosti na RA 1 tezini klinicke slike.

Geni koji su ukljueni u razvoj RA dijele se na gene koji kodiraju antigene tkivne
podudarnosti (sustav humanog leukocitnog antigena, engl. Human Leukocyte Antigens; HLA)

i gene koji kodiraju tzv. ,,non-HLA* antigene (22).

1.4.1.1. HLA sustav

Sustav humanog leukocitnog antigena najvazniji je i najduze proucavani genetski ¢imbenik
rizika za nastanak RA, koji predstavlja otprilike 30 do 50% genetske predodredenosti za
razvoj bolesti. Povezanost HLA-DR antigena, HLA razreda Il s RA uocena je i opisana
sedamdesetih godina proslog stoljeca (20,22). Sustav HLA ili glavni sustav tkivne
podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex; MHC) smjeSten je na odsjecCku



6p21,3, kraceg kraka kromosoma 6 1 sadrzi Cetiri milijuna parova baza. Geni sustava HLA
izrazito su polimorfni, nasljeduju se kodominantno i dijele se u tri razreda. Geni razreda I
smjeSteni su u podru¢ju telomera i odgovorni su za sintezu klasi¢nih transplantacijskih
antigena HLA-A, HLA-B i HLA-C. Regija gena razreda II nalazi se u podrucju centromera i
sadrzava gene odgovorne za sintezu antigena HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP (23,24). Geni
razreda III, smjeSteni izmedu ove dvije skupine gena, odgovorni su za sintezu komponenti
komplementa, ¢cimbenika B, ¢cimbenika tumorske nekroze i steroid 21-hidroksilaze.

Molekule HLA razreda I i II imaju klju¢nu ulogu u stvaranju tolerancije na vlastite antigene.
Na taj nacin, putem HLA molekula T limfociti u timusu sazrijevaju u stanice koje razlikuju
vlastite antigene od stranih antigena (23). Antigeni HLA razreda I predoCuju unutarstani¢ne
antigene CD8+ citotoksicnim T limfocitima, a antigeni HLA-razreda II predocuju
vanstani¢ne antigene CD4+ pomo¢nickim T limfocitima (24).

Molekule HLA razreda II su transmembranski heterodimerni glikoproteini koji se sastoje od
a lanca 1 B lanca. Svaki lanac ima mjesto za vezanje peptida kojeg grade al i f1 domena,
zatim domenu sliénu imunoglobulinu koju ¢ine nepromjenjive o2 1 P2 domene i
transmembransku regiju s citoplazmatskim repom. Alfa lanac (proteinski produkt HLA-DRA
gena) je nepromjenljiv, nepolimorfni polipeptid koji odreduje mjesto za koje ¢e se vezati
peptid za antigen molekule HLA razreda II. Beta lanac (proteinski produkt HLA-DRBI1 gena)
pokazuje izraziti polimorfizam, osobito na mjestu i oko mjesta za vezanje peptida.
Predocavanje stranog antigena pocinje razgradnjom antigena na male peptide u
fagolizosomu. Istovremeno u endoplazmatskoj mrezici pocinje sinteza HLA molekule.
Sintetizirana molekula transportira se u fagolizosom i veze antigeni peptid te nakon njegova
vezanja putuje prema stanicnoj membrani antigen predo¢ne stanice i predocuje ga CD4+ T
limfocitima (24). Vezanjem T stani¢nog receptora sa kompleksom peptid-molekula MHC
razreda II i aktiviranjem kostimulacijskih molekula aktiviraju se CD4+ T limfociti i pokrece

se imunosna reakcija.

HLA i hipoteza zajedni¢kog epitopa

Brojne geneticke studije ukazale su na znacajnu povezanost RA s alelima HLA-DRB1 gena.
Godine 1969. izveden je prvi eksperiment koji je ukazao na genetsku sli¢nost izmedu
pacijenata oboljelih od RA. U mijeSanoj kulturi limfocita, limfociti iz periferne krvi

pacijenata oboljelih od RA nisu bili reaktivni s limfocitima iz periferne krvi drugih oboljelih
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pacijenata. Zatim je 1976. godine otkriveno da je nereaktivnost nastala uslijed prisutnosti
istih HLA gena u oboljelih. Povezanost HLA sustava s RA opisana je 1978. godine kada je
uocen veéi broj oboljelih s HLA-Dw4 serotipom u odnosu na kontrolnu zdravu populaciju
(22,25). Gregersen i sur. su 1987. godine dokazali povezanost RA s drugim alelima HLA-
DRB1 gena (26). Svi HLA-DRBI aleli povezani s reumatoidnim artritisom u trecoj
hipervarijabilnoj regiji betal lanca, na pozicijama 70-74, dijele zajednicku sekvencu
aminokiselina, §to je dovelo do stvaranje hipoteze o zajedniCkom epitopu (engl. Shared
epitope; SE). Otkricem modela kristalografske strukture molekule HLA-DR1 dodatno je
potvrdeno da su upravo ovi epitopi glavni strukturni dio pukotine za vezanje peptida u
heterodimeru HLA-DR (al,B1) te da oblikuju tzv. ,,reumatoidni dzep” (27,28).

Zajednicki epitop sastoji se od tri sekvence aminokiselina: QKRAA, QRRAA i RRRAA
(Tablica 1). Aleli zajednickog epitopa su: HLA-DRB1*04:01 (QKRAA), HLA-DRB1*04:04,
HLA-DRB1*04:05, HLA-DRB1*04:08, HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*01:02, HLA-
DRB1* 14:02 (QRRAA); HLA-DRB1*10:01 (RRRAA) (28,29).

Tablica 1. Aleli zajednickog epitopa

Pozicija aminokiselina

HLA-DRBI aleli 70 71 72 73 74
*01:01 Q R R A A
01:02 Q R R A A
#04:01 Q K R A A
#04:04 Q R R A A
#04:05 Q R R A A
#04:08 Q R R A A
10:01 R R R A A
14:02 Q R R A A

Q - glutamin, K - lizin, R - arginin, A - alanin, A - alanin

Unato¢ napretku u razumijevanju strukture i funkcije HLA-DRBI molekula, temeljni
mehanizmi kojim pojedini HLA-DRBI1 aleli pogoduju razvoju RA jo§ uvijek nisu poznati.

Brojne teorije ekspresiju zajednickog epitopa objasnjavaju kroz ulogu HLA molekule u



vezivanju specificnih peptida i njihovom prezentiranju CD4+ T limfocitima putem T
stani¢nih receptora. Pretpostavlja se da molekule HLA razreda II uzrokuju osjetljivost na RA
mijenjanjem antigen specificnog odgovora putem centralne i/ili periferne selekcije T
limfocita, odnosno uzrokuju poveéanu prezentaciju 1 smanjenu negativnu selekciju
autoreaktivnih T limocita uz inhibiciju selekcije CD4+CD25+ T regulacijskih stanica u
timusu (20,22,27,28). Nadalje, u ve¢ini modela koji opisuju patogenezu RA spominje se
molekularna mimikrija kao mogu¢i predisponiraju¢i ¢cimbenik koji vodi nerazlikovanju HLA
molekula i1 antigenih peptida unesenih infektivnim agensom. Medutim, unato¢ brojnim
pokusSajima identificiranja artritogenih peptida, jo$ nije dokazana njihova izravna veza i uloga
u nastanku RA (20,30). Izgleda da citrulinacija aminokiselina u podrucju zajednickih epitopa
pojacava afinitet peptida (autoantigena) za pozitivno nabijene aminokiseline u udubini
hipervarijabilne regije HLA molekule. Smatra se da to utjeCe na sposobnost vezivanja na
citrulinirane peptide te tako izaziva ja¢i imunosni odgovor sa nastajanjem anti-CCP (engl.
anti-Cyclic citrullinated peptide; anti-CCP) protutijela (27,31). Stovise, poznato je da se anti-

CCP protutijela naj¢esce pojavljuju upravo u nositelja alela zajednickog epitopa.

HLA zastitni aleli

Brojne studije dokazale su da pojedini HLA-DRBI1 aleli, nazvani zastitni aleli, mogu smanjiti
rizik nastajanja RA. Aleli sa slijedom aminokiselina “ DERAA” (D-asparaginska kiselina, E-
glutaminska kiselina, R-arginin, A-alanin, A-alanin) na istoj poziciji kao kod zajednickog
epitopa smanjuju rizik za nastajanje RA. DERAA-kodiraju¢i aleli su: *01:03, *04:02, *11:02,
*11:03, *13:01, *13:02, *13:04. DERAA pozitivni pojedinci imaju znacajno manji rizik za
razvo] RA, kako u slucaju prisutnih, tako 1 u slucaju odsutnih alela zajedni¢kog epitopa (32,
33). UdruZeni su s blazim, manje erozivnim oblikom bolesti. Meta analiza koja je ukljucivala
cetiri europske populacije utvrdila je da je HLA-DRB1*13:01 alel zastitni alel za nastanak
seropozitivnog RA, a nije pronasla zastitni alel za seronegativni RA (34). Iz istrazivanja RA
bolesnika u Madarskoj populaciji proizlazi da je HLA-DRB1*13:01 alel zaStitni alel za
seropozitivni i za seronegativni RA (27). U Okinom istrazivanju 2014. pokazalo se da je
HLA-DRB1*13:02 zastitni alel za razvoj seropozitivnog RA u Japanskoj populaciji (35).

Zastitni utjecaj HLA-DRBI alela za razvoj RA dosad jos nije rasvijetljen. Pretpostavlja se da
je zastitni ucinak posredovan time Sto T limfociti prepoznaju DERAA sekvencu u peptidima
koji su prezentirani u kontekstu HLA-DQ molekula. Opazanjem da je zaStitni DERAA
ucinak uocen kod DERAA-negativne djece od DERAA-pozitivnih majki upucuje na tzv.
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nenasljednu materinju antigenost (engl. Non-inherited maternal antigen; NIMA). Taj je
ucinak najvjerojatnije rezultat ulaska materinjih stanica u fetalni krvotok tijekom trudnoce.
Ove stanice mogu dovesti do mikrohimerizma u djeteta, Sto modulira i podize prag

tolerancije fetalnog imunosnog sustava (33,36).

Povezanost alela zajednickog epitopa s teZinom i napredovanjem RA

Osim uloge u samom nastanku bolesti, aleli zajednickog epitopa su ¢imbenik rizika za tezi,
erozivniji oblik bolesti kao i1 za razvoj vanzglobnih obiljezja bolesti (37,38). Brojne studije
dokazale su povezanost izmedu alela zajedni¢kog epitopa 1 vanzglobnih obiljezja bolesti u
pacijenata s RA u razliitim populacijama (38,39). U populacijama sjeverne Europe i
Sjeverne Amerike bolesnici koji su homozigoti ili heterozigoti za HLA-DRB1%04:04 1 HLA-
DRB1*04:01 alele imaju vecu ucestalost vanzglobnih obiljezja bolesti ukljucujuci i vaskulitis
(40) (Tablica 2).

Utvrdeno je da pacijenti s HLA-DRB1*01:01/%04:01 i *04:04/%04:04 genotipom imaju
povecan rizik za nastajanje kardiovaskularnih bolesti te poveéan rizik smrtnosti od
kardiovaskularnih bolesti (14,15,41). Dokazano je da su aleli zajednickog epitopa rizi¢ni
¢imbenik prvenstveno za povecanu proizvodnju protutijela usmjerenih protiv cikli¢kih
citruliniranih peptida (anti-CCP) u RA te na ishod bolesti utje¢u putem anti-CCP protutijela
(27,40,42-44). Nastajanje anti-CCP-a povezano je s alelima HLA-DRB1*04:01, *04:04,
*04:05 1 *04:08 viSe nego s HLA-DRBI1*01 genotipom i izraZenije je u nositelja dva epitopa
nego u onih koji nose jedan epitop (43,45,46).



Tablica 2. Povezanost alela zajednickog epitopa i tezine bolesti

45 40 40

Ceenotip o o’ (o Ve Ancer’
*04:01/%04:04  +++ 4+ 4+ +++ +++
*04:01/%04:01  +++4+ +++ +++ +++ +++
*04:04/*04:04 + + + + + 4+ + + +
*04:01/*01:01 + 4+ Vaskulitis

*04:01/X ++ +++ ++ +

*04:04/X + + ++

*04:05/X + +

Aleli HLA-DRB1*01:01 i HLA-DRB1*10:01 povezuju se s blaZim, sporo napreduju¢im
oblikom bolesti (22,43,46). Aleli HLA-DRB1*04:01 i HLA-DRB1*04:04 povezani su s
pocetkom bolesti u ranijom zivotnoj dobi, dok se alel HLA-DRB1*01:01 povezuje s
nastankom RA u kasnijoj Zivotnoj dobi (27,39).

Pojavnost rizi¢nih alela u razlic¢itim populacijama

Poznato je da se prevalencija i incidencija RA razlikuju u razli¢itim etnickim skupinama, §to
se dijelom moze objasniti razli¢itom ucestalos¢u i tipom HLA-DRBI rizicnih alela u

pojedinim populacijama, dokazanu brojnim populacijskim studijama (Tablica 3).



Tablica 3. Pojavnost rizi¢nih alela u razli¢itim populacijama

Zemlja HLA-DRB1 aleli Tezina bolesti
Zemlje sjeverne Europe® *04:01, *04:04 ++ +
Zemlje Sjeverne Amerike® #04:01, *04:04 ++ +
Zemlje Istocne Azije®” *04:05 + +
Italija*® *01:01, *10:01, *04:05 +
Greka® *01:01, *04:01, *04:05, *10:01 i
Spanjolska’
Juzna gpanjolska *01:01, *10:01, *04:05 +
SZ Spanjolska -Lugo *04:01, *04:04, *04:05 + + +

HLA-DRB1*#04:01 i HLA-DRB1*04:04 aleli naj¢es¢i su u pacijenata s RA u zemljama
sjeverne Europe i Sjeverne Amerike, dok je HLA-DRBI1*04:05 naj¢e$¢i u populacijama
Isto¢ne Azije (20,47). U populacijama juzne Europe tj. mediteranskim zemljama, najcesci
predodredeni aleli su HLA-DRB1*01:01, *04:05 i *10:01 (9,48-50).

HLA-DRB1%*14:02 alel izrazen je u pripadnika Yakima, Tlingit i Pima Indijanaca dok je DR4
ucestaliji u Chippewa Indijanaca. U Afro Amerikanaca veéina pacijenata s RA ne nosi alele

zajednickog epitopa (5,8).

Reumatoidni artritis i drugi HLA geni

Tri nezavisne multicentri¢ne prospektivne kohortne studije pokazale su da aminokiselina
valin na poziciji 11 izvan zajedni¢kog epitopa zajedno s aminokiselinom lizin na poziciji 71 i
alanin na poziciji 74 zajednickog epitopa definira 16 haplotipova koji utjecu na radiolosko
napredovanje bolesti, na povec¢anu smrtnost i bolji odgovor na anti-TNF (engl. Tumor

Necrosis Factor; ¢imbenik tumorske nekroze) terapiju (45,51).
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Nadalje, osim alela zajednickog epitopa dokazano je da su drugi HLA aleli, kao $to su HLA-
DRB1*15 i HLA-DRB1*09:01 povezani s razvojem RA (52-54).

Seropozitivni RA pacijenti sa sekundarnim Sjogrenovim sindromom imaju povecanu
ucestalost HLA-DRBI1*15 alela. Navedeni alel takoder je povezan s RA u pacijenata koji
nisu nositelji alela zajednickog epitopa i koji nemaju sekundarni Sjogrenov sindrom (55).
Utvrdena je 1 povezanost HLA—DRB1*15 alela s bubreznim ostecenjima kod RA pacijenata
(56). Nadalje, dokazana je povecana ucestalost HLA-DRB1*15 alela u RA pacijenata s
visokom razinom anti-CCP protutijela i protutijela na mutirani citrulinirani vimentin (anti-
MCV) (27,52,54).

U europskim populacijama opisan je HLA-DRB1*03:01 alel (dio proSirenog haplotipa A2-
B8-DR3), povezan iskljucivo s anti-CCP negativnim RA i blazim tijekom bolesti (57-59). U
Japanu seronegativni RA povezan je s HLA-DRB1*14 i HLA-DRB1*08 homozigotinim
alelima (60).

1.4.1.2. Geni izvan sustava HLA

Studije koje su istrazivale cijeli genom otkrile su da genetickoj predodredenosti za pojavnost
i razvoj RA pridonose i geni izvan sustava HLA, tzv. ,non-HLA” geni. Tako se s RA
povezuju polimorfizmi gena PTPN22 (engl. Protein Tyrosine Phosphatase Nonreceptor Type
22), STAT4 (engl. Signal Transducer and Activator of Transcription 4), TRAF1/C5 (engl.
TNF receptor associated factor 1), PADI4 (engl. Peptidyl-Arginine Deiminase Type 4) 1
CTLAA4 (engl. Peptidyl-Arginine Deiminase Type 4) (61).

Polimorfizmi gena PTPN22 za unutarstani¢nu tirozin fosfatazu povezani su s RA u
europskim populacijama, ali se rijetko nalaze u azijskim populacijama. PTPN22
polimorfizam povezan je s anti-CCP 1 RF (engl. Rheumatoid factor) pozitivnim RA (22,62).
Polimorfizam gena STAT4 za transkripcijski ¢imbenik koji je ukljucen u diferencijaciju Thl
T limfocita povecava rizik za nastajanje seropozitivnog i seronegativnog RA u svim etni¢kim
skupinama (20,63).

Gen TRAF1/CS5 kodira ¢imbenik 1 povezan s receptorima TNF i C5 komponentu
komplementa, koji imaju vaznu ulogu u apoptozi, proliferaciji i diferencijaciji upalnih
stanica. Polimorfizam ovog gena povezan je s anti-CCP pozitivhim RA te je poznato da
utjece na radioloSko napredovanje bolesti (20,64). Gen PADI4 kodira enzim peptidil-arginin
deiminazu 4 koji sudjeluje u pretvorbi arginina u citrulin i potie stvaranje anticitrulinskih

protutijela. Polimorfizmi gena PADI4 pronadeni su u azijskim populacijama, ali nisu u
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europskim populacijama (65,66). Povezanost s patogenezom RA imaju i geni koji kodiraju
CD28 1 CD40 kostimulacijske molekule uklju¢ene u T stani¢nu aktivaciju i poticanje
suradnje T i1 B-limfocita, inhibicijske molekule uklju¢ene u medudjelovanje limfocita T i
antigen predoc¢nih stanica (CTLA-4) te citokine ukljucene u aktivaciju T-limfocita (IL-2 i IL-
21) i indukciju proupalnih (Th17) limfocita (67,68). Takoder, postoji povezanost gena za
citokinske receptore i kemokine te gena uklju€enih u aktivaciju NF-kB puta (69).

U Tablici 4 prikazane su najcesce genetske razlike izmedu anti-CCP pozitivnog i negativnog

RA.

Tablica 4. Genetske razlike izmedu anti-CCP pozitivnog i anti-CCP negativnog RA

anti-CCP pozitivni RA anti-CCP negativni RA
HLA-DRB1*01 HLA-DRB1*03
HLA-DRB1*04 HLA-DRB1*#13
HLA-DRB1*15 STAT4
PTPN22
CTLA4
STAT4
TRAF1/C5
PADI4

Epigenetske modifikacije

Sve je viSe studija koje dokazuju da su epigenetske modifikacije vaZzne za razvoj
reumatoidnog artritisa. Epigenetika objasnjava promjene u ekspresiji gena koje nisu rezultat
promjene slijeda nukleotida u molekuli DNA. Najces¢i epigenetski mehanizmi su metilacija
DNK, modifikacija histona i sinteza nekodiraju¢ih ribonukleotida. Ove molekularne
promjene utjecu na transkripciju gena ukljucenih u odgovor domacina na antigene iz vanjske
sredine, na nastanak upalnih reakcija i u¢inkovitost farmakoloske terapije. Utvrdena je znatna
razlika u metilaciji DNA sinovijalnih fibroblasta oboljelih od RA u odnosu na osteoartitis.

ZabiljeZena je i hipometilacija brojnih gena koji utjecu na ekspresiju citokina, kemokina i
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matriksnih metaloproteinaza te promjene histona koje utjecu na transkripcijsku regulaciju

sinteze upalnih molekula (70).

1.4.2. Okoli$ni ¢imbenici povezani s reumatoidnim artritisom

Niti jedan genetski ¢imbenik sam po sebi nije dovoljan za nastajanje RA. Za razvoj bolesti
potrebno je medudjelovanje genetskih ¢imbenika i1 razliCitih ¢imbenika okolisa. Brojna
istrazivanja utvrdila su da puSenje duhana, razni infektivni uzrocnici, izlozenost industrijskoj
prasini, socioekonomski status i prehrana mogu utjecati na nastanak i tijek RA. Nadalje, zna
se da Zene oboljevaju ces¢e od musSkaraca te se pretpostavlja da spolni hormoni i

reproduktivni ¢imbenici mogu utjecati na razvoj i tezinu bolesti (71).

1.4.2.1. PuSenje

Pusenje je najvazniji okolisni ¢imbenik rizika za nastanak RA. Osim s nastankom, puSenje je
takoder povezano s tezim oblikom i loSijom prognozom bolesti (72,73). Pretpostavlja se da
pusenje smanjuje ucinkovitost anti-TNF terapije (74). Rizik od RA poveéava se s duzinom
puSenja ¢ak 1 kod pusSaca koji puSe 10 1 manje kutija cigareta na godinu (75). PuSenje
povecava rizik za razvoj seropozitivnog (anti-CCP i RF+) RA, ali ne i seronegativhog RA,
osobito u nositelja jednog ili dva alela zajednickog epitopa i to prvenstveno HLA-
DRB1#04:01 1 HLA-DRB1*04:04 (76,77). Rezultati meta-analize Taylora i1 suradnika
ukazali su da su puSenje 1 polimorfizam gena PTPN22 povezani s rizikom nastanka anti-CCP
pozitivnog RA (78).

Glavni mehanizam kojim puSenje pridonosi nastanku RA je citrulinacija proteina. Novija
istrazivanja navode oksidativni stres, upalu, epigenetske promjene i povecanu apoptozu
stanica kao dodatne mehanizme kojima pusenje utjece na razvoj RA (73,79).

Citrulinacija je posttranslacijska modifikacija aminokiseline arginin u citrulin djelovanjem
enzima peptidilarginin deiminaze (PAD) uz prisustvo kalcijevih iona.

Citrulin je ubikvitaran protein koji se nalazi u razli¢itim fizioloSkim i patoloskim stanjima.
Naime, citrulinacija je fizioloski proces bitan u procesu razgradnje unutarstani¢nih proteina
koji se oslobadaju za vrijeme apoptoze stanica. PuSenje i upala izazivaju povecanu
citrulinaciju proteina. Pojacana ekspresija citruliniranih proteina otkrivena je u sinovijalnom
tkivu bolesnika s RA, osteoartitisom, reaktivim artritisom 1 drugim artropatijama te u upalnim

bolestima crijeva 1 neurodegenerativnim bolestima. Medutim, povecana prisutnost
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citruliniranih proteina u navedenim bolestima, osim u RA, nije povezana sa stvaranjem
anticitrulinskih protutijela, Sto znac¢i da sama prisutnost citruliniranih proteina nije dostatna za
aktivaciju specificne imunosne reakcije. Citrulinirani proteini pronadeni su u
bronhoalveolarnom lavatu pusaca (73,76). Pretpostavlja se da puSenje pojacanom
citrulinacijom, u genetski predodredenih osoba, poti¢e aktivaciju T limfocita, potom B
limfocita koji proizvode anticitrulinska protutijela specifiéna za RA. Zasto i kako ovaj
odgovor zahvaca zglobove ostaje nejasno (73,77,79).

Nedavno je dokazana povezanost karbamilacije ili posttranslacijske modifikacije
aminokiseline lizin u homocitrulin s pojavom RA. Karbamilirani proteini postaju
autoantigeni 1 na njih se stvaraju anti-CarP protutijela (engl. Anti-Carbamylated Protein
Antibodies). Dokazano je da puSenje, kroni¢na upala i bubrezna insuficijencija poti¢u
karbamilaciju. Pojava anti-CarP protutijela povezuje se s anti-CCP negativnim RA i tezom

klinickom slikom bolesti (80).

1.4.2.2. Infektivni uzroc¢nici

Odavno se brojni infektivni uzro€nici (Epstein-Barr virus, mikoplazme, parvovirus B19,
Cytomegalovirus, virus rubeole, mikobakterije, proteus) povezuju s nastankom RA, ali jo$
uvijek nije pronaden uvjerljiv dokaz o ulozi bilo kojeg navedenog uzro¢nika u nastanku
bolesti (4). Unato¢ brojnim istraZivanjima jo$ nije poznat nacin na koji infektivni uzro¢nik
moze potaknuti imunosnu reakciju odgovornu za nastanak RA. NajceS¢e spominjani
mehanizmi nastanka bolesti su molekularna mimikrija, naruSavanje tolerancije, aktivacija
prirodene imunosti (Toll receptori, inflamosomi), utjecaj na regulacijske T i B stanice
(81,82). U posljednje vrijeme dokazana je snaZna povezanost periodontitisa i RA. Prema
epidemioloSkim studijama oboljeli od RA imaju vecu ucestalost periodontalnih bolesti (79).
Pokazalo se da bakterija Porphyromonas gingivalis, naj¢e$¢i uzro¢nik periodontitisa, sadrzi
enzim peptidilarginin deiminazu 4 (PADI4) i izaziva citrulinaciju proteina te u genetski
predodredenih osoba (HLA-DRB1*04:01 i HLA-DRB1*04:04) pokre¢e stvaranje
anticitrulinskih protutijela (79,83).

Crijevni mikrobiom predmet je intenzivnih istraZzivanja posljednjih nekoliko godina.
Bakterije koje se nalaze u naSim crijevima snazno utjeCu na razvoj prirodenog i stecenog
imuniteta. Nedavna znanstvena istraZzivanja nedvojbeno su dokazala da je izmijenjeni sastav
crijevnih bakterija odgovoran za razvoj alergijskih 1 autoimunih bolesti (4). Promjenjen

sastav crijevnog mikrobioma zabiljeZen je u bolesnika s RA. Primjenom kvantitativnog testa
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polimerazne lancane reakcije (engl. Polymerase Chain Reaction; PCR) otkriveno je da
novootkriveni, nelijeCeni bolesnici s RA imaju viSak bakterija Prevotella copri 1 manjak

bakterija Bacterioides fragilis u stolici, za razliku od zdravih ispitanika (84).

1.4.2.3. Prehrana

Pretpostavlja se da je utjecaj prehrane u nastanku bolesti znatan, ali jo§ uvijek nije dovoljno
istrazen (7). Nedavna istrazivanja pokazuju da prekomjerna tjelesna tezina i pretilost
povecavaju rizik za razvoj RA, pogorSavaju tijek bolesti i smanjuju izglede za remisiju (85-
87). Versini 1 suradnici zakljucili su da upalni citokini koje izlucuje masno tkivo mogu
povecati komorbiditet vezan uz RA, pogorsati tijek bolesti i smanjiti u¢inkovitost terapije.
Adipokini poput leptina, adiponektina i rezistina poti¢u autoimuni proces time $to podizu
razinu odgovora imunosnog sustava, T stanica 1 autoprotutijela (88). S druge strane, prehrana
bogata ribom, maslinovim uljem i povréem §titi od RA zbog visokog udjela omega 3 masnih
kiselina. To je jedan od razloga zasto je manja prevalencija RA u mediteranskim zemljama
(7). Takoder, visok udio vitamina D smanjuje rizik od razvoja RA. Vitamin K (prisutan u
mahunarkama 1 povréu) moZe inhibirati proliferaciju sinoviocita sli¢nih fibroblastima te na
taj nacin ublaziti upalu kod RA (7).

Brojna istrazivanja dokazala su da niska do umjerena konzumacija alkohola moZe smanjiti
rizik od razvoja RA (89,90). Pretpostavlja se da pijenje crne kave, Cetiri Salice 1 viSe dnevno,

povecava rizik za nastanje bolesti (91).

1.4.2.4. Socioekonomski status

Godinama se pretpostavlja da su socioekonomski ¢imbenici povezani s rizikom za razvoj RA,
ali jo$ nije poznato koja je komponenta socioekonomskog statusa odgovorna za povecan rizik
oboljevanja. Opisana je povezanost nizeg socioekonomskog statusa s losijim ishodom bolesti.
U Svedskoj studiji prikazana je povezanost visokog socioekonomskog statusa i nizeg rizika
za RA iz ¢ega se moze zakljuciti da jo§ uvijek nedovoljno istraZzeni okoliSni ¢imbenici i
zivotne navike utjeCu na rizik za RA, ¢ak 1 u druStvu s vrlo egalitarnim socijalnim

ustrojstvom (92).
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1.4.2.5. IzloZenost prasini

IzloZenost industrijskoj prasini i drugim oneciS¢enjima zraka moze povecati rizik od razvoja
mnogih autoimunih bolesti ukljucujuéi i RA. Zanimljiva je veca ucestalost RA kod radnika u
rudnicima ugljena koji su izmedu ostalog izlozeni antracitu, azbestu i silicijskoj prasini te
osim RA razvijaju i pneumokoniozu (Caplanov sindrom) (7). U vatrogasaca i pripadnika
drugih spasilackih sluzbi koje su bile izlozene prasini na mjestu teroristickog napada na
Svjetski trgovacki centar u New Yorku 2001. godine opisana je veca ucestalost RA i drugih
autoimunih bolesti. Prasina kojoj su bili izlozeni sadrzavala je staklena vlakna, silicij, azbest,
olovo, policikli¢ki aromatski ugljikovodik, poliklorirani bifenil, poliklorirani furan, dioksin i

Cestice cementa (93).

1.4.2.6. Spol

Zene oboljevaju &es¢e nego muskarci mozda dijelom i zbog stimulirajuéeg uéinka estrogena
na imunosni sustav. Estrogen inhibira funkciju T supresorskih stanica i poboljsava funkciju T
pomoc¢nickih stanica. Osim toga, aktivirani estrogenski receptori prisutni na sinovijalnim
fibroblastima mogu potaknuti proizvodnju metaloproteinaza. U makrofazima estrogeni poticu
proizvodnju proupalnog citokina TNF-alfa (94).

Razli¢iti reproduktivni ¢imbenici mogu pridonijeti razvoju RA. Zene koje su dobile prvu
menstruaciju u ranijoj Zivotnoj dobi imaju manji rizik za RA. Trudnoc¢a je takoder rizi¢ni
¢imbenik za razvoj RA, jer je oko 12% Zena s RA prve simptome dobilo unutar godinu dana
od trudnoce. Ipak, tijekom trudnoce, osobito u treCem trimestru, ve¢ina Zena s RA osjeti
znatno olakSanje simptoma, ali su relapsi bolesti Cesti unutar Sest mjeseci od poroda (95,96).
Zene s vide od troje djece imaju veéi rizik za teZi oblik bolesti, ali im nije poveéan rizik za
sam razvoj RA. Oralni kontraceptivi mogu smanjiti teZinu bolesti, dok prvotno misljenje da
smanjuju rizik razvoja RA nije potvrdeno (95).

Najnovija istrazivanja Cruza i sur. 2014. god. ukazuju na mogu¢i utjecaj djetetovog genoma
na rizik razvoja RA u majke. Naime, za vrijeme trudnoce odreden broj stanica fetusa ulazi u
majc¢in krvotok gdje se mogu zadrzati i nekoliko desetlje¢a, a sama pojava naziva se fetalni
mikrokimerizam. IstraZzivanjem je pokazano da je rizik oboljevanja od RA ve¢i kod majki
koje nisu nositelji alela zajednickog epitopa HLA-DRBI1 gena i ¢ija su djeca nositelji

rizi¢nog alela zajednickog epitopa naslijedenog od oca. Poznato je da maj¢in imunosni sustav
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moze prepoznati proteine koje stvaraju stanice fetusa kao strane i1 potaknuti imunosnu
reakciju i razvoj RA (36).

Nize razine testosterona i veée koncentracije estrogena pronadene su u muskaraca s RA,
medutim jos$ se ne zna jesu li takve promjene u razini hormona rezultat kroni¢ne upale ili
muskarci s promjenjenom razinom hormona imaju poveéan rizik za RA. Cini se da muski
spol utjeCe 1 na fenotip bolesti. Za razliku od Zena, u muskaraca se bolest ¢esce pojavljuje u
kasnijoj zivotnoj dobi, vjerojatnije je da ¢e oboljeli biti seropozitivni i da ¢e imati veéi titar

anti-CCP protutijela (97).

1.5. Patogeneza reumatoidnog artritisa

Prema novijim spoznajama patogeneza RA zapocinje godinama prije klinickog pocetka
bolesti. U genetski predodredenih osoba pod utjecajem razli¢itih okoliSnih ¢imbenika te zbog
poremecaja regulatornih mehanizama dolazi do pojacane posttranskripcijske modifikacije,
osobito citrulinacije proteina. Najraniji dogadaj u patogenezi RA je aktivacija antigen
predoc¢nih stanica (makrofaga, dendritickih stanica, sinovijalnih fibroblasta) koje predocuju
antigene endogenog (citrulinirani peptidi) ili egzogenog porijekla CD4 T limfocitima. Oni se
potom diferenciraju u Thl i/ili Th17 stanice. Thl stanice stvaraju IL-2 i interferon (IFN)
gamma. Th17 stanice izlucuju IL-17 za koji se smatra da igra srediSnju ulogu u patogenezi
RA jer ulazi u interakciju sa stanicama koje nose IL-17 receptore (sinovijalni fibroblasti,
endotelne stanice, epitelne stanice, neutrofili) (98,99).

Diferencirani T limfociti poticu makrofage na produkciju proupalnih citokina i aktiviraju B
limfocite na produkciju autoprotutijela. Autoprotutijela s ciljnim antigenom mogu formirati
imunokomplekse koji aktiviranjem komplementa i Fc receptora na makrofazima dodatno
stimuliraju proizvodnju proupalnih citokina (TNF, IL-6 i1 IL-1). Navedeni citokini mogu
mijenjati 1 aktivirati diferencijaciju 1 funkciju T stanica i B stanica. Nadalje, proupalni
citokini potiskuju diferencijaciju regulacijskih limfocita T (Treg) koji u fizioloskim uvjetima
inhibiraju aktivnost Thl 1 Th17 limfocita 1 time se naruSava njihova uloga u odrzavanju
periferne tolerancije u RA (99). Povecanom ekspresijom adhezijskih molekula na endotelu
sinovijalnih krvnih Zila i povecanim lu¢enjem kemokina dolazi do infiltracije upalnih stanica
u sinovijalnu membranu. U sinovijalnom upalnom tkivu mogu se naci razliite stanice
steCene 1 prirodene imunosti koje sudjeluju u nastanku upale, odrzavanju upale 1
napredovanju bolesti. Neutrofili su uglavnom prisutni u sinovijalnoj teku¢ini, iako se mogu

nadi 1 na spoju sinovijalne ovojnice i hrskavice. Dakle, klju¢nu ulogu u patogenezi RA imaju
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limfociti T te njihovo medudjelovanje s dendritickim stanicama, makrofazima, limfocitima B,
neutrofilima i mastocitima. Smatra se da aktivacija T limfocita nastaje prvenstveno u limfnim
¢vorovima ili u formiranim germinativnim centrima u upalno promjenjenoj sinovijalnoj
membrani. Uloga limfocita B zasniva se na produkciji autoprotutijela, lu¢enju proupalnih
citokina, predo¢avanju autoantigena T stanicama i aktiviranju T limfocita. Kao rezultat
slozenog medudjelovanja stanica prirodene 1 steCene imunosti nastaje snazna produkcija
proupalnih citokina, pogotovo TNF-alfa, IL-1 1 IL-6 (98,99).

Pod utjecajem proupalnih citokina aktiviraju se sinovijalni fibroblasti, a sinovijalna
membrana postaje hiperplasti¢na i zadebljana. Hiperplasticna zglobna ovojnica (panus) Siri se
sa rubova zglobova na povrsinu hrskavice, prekriva zglobne povrSine i razara ih.

Osim toga, promijenjena je i funkcija sinovijalnih fibroblasta. Aktivirani fibroblasti stvaraju
citokine koji aktiviraju T i B limfocite te kemokine i prostaglandine koji podrzavaju upalu.
Sekrecijom litickih enzima, osobito katepsina 1 matriks metaloproteinaza dolazi do
degradacije hrskavice (98,100). Uz to, pod utjecajem IL-6 1 TNF-alfa hondrociti stvaraju
proteaze koje razaraju proteoglikane hrskavice i izvanstani¢ni kolagen tipa 2. Daljnem
gubitku hrskavice pridonosi i odlaganje imunokompleksa koji sadrzavaju RF i stimuliraju
stvaranje invazivnog panusa. Dijelovi razorene hrskavice postaju autoantigeni koji dodatno
poti¢u imunosnu reakciju (101).

Djelovanjem citokina IL-1, IL-6, IL-17, TNF-alfa i ekspresijom liganda za receptor koji
aktivira transkripcijski ¢imbenik u jezgri kB (engl. Receptor activator of nuclear factor-«xB
ligand; RANKL) potice se diferencijacija 1 aktivacija osteoklasta i njihova invazija u
subhondralne dijelove kosti. U subhondralnom dijelu kosti javlja se osteoporoza, a na mjestu
pripoja sinovijalne membrane za kost nastaju koStane erozije koje se ispune upalnim tkivom.
Erodirana periartikulana kost pokazuje mali reparacijski potencijal, a inhibirana je i
diferencijacija mezenhimalnih prekursorskih stanica u adipocite, osteoblaste i hondroblaste
(102,103). U upalno promijenjenoj sinovijalnoj membrani, pod utjecajem vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta, potaknuta je neovaskularizacija. Aktivirane endotelne stanice
poticu daljnju kemotaksiju leukocita te odrzavaju i pojac¢avaju upalnu reakciju u zglobovima
(104). Urodeni i steCeni poremecaji imunoregulacije T 1 B limfocita omogucuju kronicitet
upalnog procesa. Trajanjem upale sve je izrazeniji T 1 B stani¢ni odgovor, uz trajnu aktivnost
makrofaga 1 sinoviocita, S§to se o€ituje stvaranjem sve vecih koli¢ina proupalnih citokina i
autoprotutijela (100,103).

Proupalni citokini, imunokompleksi i autoreaktivni proteini odgovorni su za sustavne ucinke i

vanzglobna obiljezja RA. Utjeu na stvaranje reaktanata akutne faze, anemije kroni¢ne
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bolesti, dislipidemije, kardiovaskularnih bolesti, osteoporoze, sarkopenije, depresije i umora

(Slika 2). Hiperstimulacija limfatickog sustava nerijetko dovodi do razvoja limfoma (98).

Proupalni HDL femotip
Smanjen ukupni kolesterol

Mali LDL povetan I

Reaktant akutne faze- CRP

Infarkt miokarda

Imonokompleksi
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Slika 2. Patogentski mehanizmi vanzglobnih obiljeZja RA (prilagodeno prema Mclnnes IB,
Schett G. N Engl J Med. 2011;365:2205-19. uz dopustenje Copyright Massachusetts Medical
Society).

CRP - C reaktivni protein; HDL — lipoprotein visoke gustoc¢e; LDL — lipoprotein niske gusto¢e; TNF-
a—tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik alfa; RANKL — aktivator receptora nuklearnog ¢imbenika kB-
liganda; Dkk-1 — dickkopf-1, inhibitor Wingless signalnog puta; SERT — serotonin transporter; HPA —
hipotalamo-hipofizno-adrenalna osovina.

U svom tijeku RA prelazi u kroni¢ni stadij s razaranjem zglobnih i vanzglobnih struktura te

znacajnim stupnjem invaliditeta, komorbiditeta i smrtnosti.
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1.6. Klinicka slika reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis pokazuje varijacije u klini¢koj manifestaciji u pojedinih bolesnika. Te
razlike oCituju se u broju zahvacenih zglobova, napredovanju i opsegu ostecenja zglobova,
aktivnosti bolesti 1 postizanju remisije. Osim toga, vanzglobna obiljeZja bolesti javljaju se

samo u pojedinih bolesnika.

Tijekom ove dugotrajne bolesti izmjenjuju se faze pogorSanja i poboljsanja klinickih
simptoma i znakova te pokazatelja upalne aktivnosti bolesti. Nastale patomorfoloske
promjene su nepopravljive pa se u svakoj fazi pogorSanja dodatno oSte¢uju zahvacdeni
zglobovi i organi. Bolest utjece na kvalitetu Zivota bolesnika, izaziva poteskoce u obavljanju

svakodnevnih aktivnosti 1 dovodi do invalidnosti.

1.6.1. Zglobna obiljezja

U oko 80% bolesnika bolest se razvija postupno, kroz nekoliko tjedana ili mjeseci sa
izrazenim umorom, blago poviSenom temperaturom, gubitkom tjelesne teZine, bolovima u
misi¢ima 1 depresijom (105). Jutarnja ukoc€enost zglobova prvi je tipican simptom bolesti te
napredovanjem bolesti moze trajati duze od sat vremena. Bol se u poCetku osjec¢a samo pri
pritisku na zglob, a s vremenom postaje sve jaca i trajno prisutna u mirovanju i pri pokretu.
Glavno klinicko obiljezje bolesti je simetricna oteklina ru¢nih, metakarpofalangealnih
(MCP), proksimalnih interfalangealnih (PIP) i metatarzofalangealnih (MTP) zglobova.
Ramena, koljena, laktovi 1 gleznjevi takoder mogu biti zahvacéeni kao 1 svi ostali sinovijalni
zglobovi. Aksijalni skelet, osim vratne kraljeZnice, rijetko je zahvacen (2,105). U 10%
bolesnika RA pocinje naglo sa simetricnom oteklinom velikog broja zglobova, izrazenim
op¢im simptomima 1 brzim razvijanjem vanzglobnih obiljezja bolesti. Zahvacéenost jednog
zgloba moze biti jedina manifestacija RA ili moze prethoditi poliartikularnom obliku bolesti.
Razvojem bolesti nastaju teske i karakteristicne deformacije poput radijalne devijacije ru¢nih
zglobova 1 ulnarne devijacije prstiju Saka, ,,Z* deformacije palceva, deformacije ostalih
prstiju Saka poput ,,labudeg vrata“ i ,, rupice za gumb*. Razvija se fibularna devijacija prstiju
stopala 1 izraZzen haluks valgus te stopalo poprima trokutasti oblik. Laktovi 1 koljena naginju
fleksijskoj kontrakturi, ramena adukcijskoj kontrakturi dok zahvacenost kukova dovodi do
fleksijsko-adukcijske kontrakture. Upale tetivnih ovojnica pridonose funkcionalnom

oSte¢enju 1 mogu uzrokovati kanalikularne sindrome. Sinovitis intervertebralnih zglobova
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vratne kraljeznice zavrSava s ankilozom 1 ukoCenjem vrata. Zahvacenost poprecnog
ligamenta atlasa dovodi do atlantoaksijalne dislokacije i1 pritiska na produzenu mozdinu §to

moze prouzrociti kljenut udova ili trenutnu smrt (2,105).

1.6.2. Vanzglobna obiljezja

Oko 25-30% bolesnika s RA ima vanzglobna obiljeZja bolesti. Cimbenici rizika za nastajanje
vanzglobnih obiljeZja bolesti su dob, puSenje, prisutnost RF, anti-CCP protutijela i alela
zajednickog epitopa HLA-DRB1 gena. Vanzglobna obiljezja su pretkazatelji loSije prognoze
bolesti i povezana su s povecanim rizikom od kardiovaskularnih bolesti u bolesnika s RA
(106).

Potkozni reumatoidni c¢vori¢i javljaju se u oko Cdcetvrtine bolesnika i to obicno u
seropozitivnih. NajceS¢e nastaju na ekstenzornoj strani udova, na mjestima izloZenim
mehanickom pritisku (107).

Vaskulitis uzrokuju imunokompleksi koji se odlazu u stijenkama arterija. Moze dovesti do
ishemijskih promjena, ulceracija i nekroze na prstima Saka i stopala, palpabilne purpure
donjih udova i u tezim slucajevima do ulceracija na potkoljenicama. Na koZzi potkoljenica
moze se pojaviti i neutrofilna dermatoza (pyoderma gangrenosum) (107,108). Vaskulitis
perifernih zivaca ocituje se pojavom multiplog mononeuritisa i senzorne polineuropatije.
Nesto rjeda, ali 1 ozbiljnija vanzglobna obiljezja su promjene na krvnim zilama visceralnih
organa (108).

Promjene na srcu pri obdukciji nalaze se u oko 40% bolesnika, no rjede se klini¢ki ocituju.
Najces¢e je =zahvacen perikard u vidu eksudativhog i konstriktivnog perikarditisa.
Reumatoidni ¢vori¢i u miokardu 1 na zaliscima mogu se ocCitovati smetnjama provodenja ili
insuficijencijom zalisaka. Infarkt miokarda zbog vaskulitisa nastaje rijetko. Medutim, poviSen
je rizik od kardiovaskularnih bolesti, ponajprije od ishemi¢ne bolesti srca zbog ubrzane
ateroskleroze koja se razvija uslijed kroni¢ne upale (18,109).

Pluca bolesnika s RA mogu biti zahvacena u sklopu same bolesti (pleuritis, intersticijska
fibroza i nodularna pluéna bolest), ali 1 infekcijama i lijekovima koji se koriste za lijeenje
RA (110).

Na oku mogu nastati skleritis 1 episkleritis, a reumatoidni ¢vori¢i na oku mogu uzrokovati
perforantnu skleromalaciju. Kod prisutnog sekundarnog Sjogrenovog sindroma izrazena je

suhoca sluznice ociju i usne Supljine (111).
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Odlaganja u bubrege stabilnog serumskog amiloid A proteina, reaktanta akutne faze,
uzrokuje nefrotski sindrom i zatajenje bubrega. Amiloid se, u sklopu sekundarne amiloidoze,
talozi 1 unutarstani¢ni matriks ostalih organa (112).

Bolesnici s Feltyevim sindromom uz zglobne promjene tipiéne za RA imaju znakove
hipersplenizma (splenomegalija, anemija, leukopenija, trombocitopenija), limfadenopatiju,
vruc¢icu, umor i gubitak tezine. Koza im je hiperpigmentirana, a na potkoljenicama nastaju
ulceracije. Nastaje samo u seropozitivnih bolesnika, nositelja HLA-DRB1*04:01/%04:01
genotipa (113). Gubitak miSi¢ne mase ili sarkopenija i misi¢na slabost ¢esti su u oboljelih od
RA (114).

Osteoporoza nastaje zbog povecane aktivnosti osteoklasta pod utjecajem proupalnih citokina,
zbog smanjene fiziCke aktivnosti i dugotrajne primjene glukokortikoida. Takoder je povecan
rizik od vertebralnih i nevertebralnih prijeloma (115).

Rizik of infekcija, prije svega diSnog i mokra¢nog sustava, povecan je u oboljelih od RA i
korelira s tezinom 1 aktivnosti bolesti. Treba napomenuti i da samo lijeCenje
glukokortikoidima i bioloskom terapijom dodatno povecéava rizik od infekcija (17,110).

Blago povisen rizik od maligne bolesti u bolesnika s RA korelira s tezinom i upalnom
aktivnosti bolesti. U odnosu na opc¢u populaciju, ovi bolesnici imaju dva puta ve¢i rizik od
nastanka limfoma (116). Bioloska terapija ne povecava dodatno rizik od malignih bolesti, ali
je dokazana povezanost bioloSke terapije 1 povecane incidencije melanoma i nemelanomskih
tumora koze (117).

Depresija je dio klini¢ke slike oboljelih od RA. Znatno utjece na kvalitetu Zivota oboljelih i

na losiji dugotrajniji ishod bolesti (118).
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1.7. Dijagnostika reumatoidnog artritisa

Dijagnoza RA postavlja se na osnovu anamneze i klinickog pregleda, laboratorijskih pretraga

1 radioloske obrade.

1.7.1. Laboratorijske pretrage

Vazno mjesto u dijagnosticiranju reumatoidnog artritisa imaju laboratorijske pretrage. U
obradi je nuzno napraviti hematoloske, biokemijske i seroloske pretrage. Povisene vrijednosti
sedimentacije eritrocita i C reaktivnog proteina odrazavaju aktivnost upalnog procesa. Vecina
bolesnika ima normocitnu normokromnu ili blago hipokromnu anemiju kroni¢ne bolesti koja
korelira s razinom reaktanata akutne faze i aktivnosti bolesti. Snizena je vrijednost
hemoglobina i serumskog zeljeza i poviSena koncentracija feritina. Trombocitoza je
pokazatelj aktivnosti bolesti kao i blaga leukocitoza (119). Cesta je poliklonska

hipergamaglobulinemija. Testovi bubrezne 1 jetrene funkcije obi¢no su uredni.

Pretraga sinovijalne tekucine vazna je pri svakom novonastalom artritisu ili izljevu radi
diferenciranja sli¢nih stanja (npr. septicki ili kristalni artritis). Sinovijalna teku¢ina u RA
smanjene je viskoznosti, broj stanica uve¢an je od 3000 do 50000/mm?® i prevladavaju

polimorfonuklearni leukociti (120).

Protutijela

Reumatoidni faktor

Reumatoidni faktor je autoprotutijelo na Fc fragment imunoglobulina G. Smatra se da ima
ulogu u patogenezi bolesti, moze aktivirati mehanizme stani¢ne imunosti te stvarati
cirkuliraju¢e imunokomplekse 1 aktivirati sustav komplementa. Laboratorijski se mogu
odrediti sva tri izotopa imunoglobulina (RF-IgA, RF-IgM, RF-IgG), ali se rutinski odreduje
samo RF-IgM protutijelo. Povisen titar RF ima 70%- 80% bolesnika s RA. Specificnost RF
za RA je 85%, a osjetljivost 69% (121). Osim dijagnosticke, RF ima i prognosti¢ku
vrijednost. PoviSen titar RF u serumu moZe godinama prethoditi nastupu simptoma RA.
Visoki titar RF lo§ je prognosticki znak jer ukazuje na teZi oblik bolesti s vanzglobnim

obiljezjima (122).
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PoviSene vrijednosti RF mogu se na¢i u 10% zdravih osoba te u drugim bolestima poput
Sjogrenovog sindroma, sistemske skleroze, sistemskog eritemskog lupusa, mijeSane bolesti
vezivnog tkiva, dermatomiozitisa, kroni¢nog hepatitisa, primarne bilijarne skleroze, kroni¢nih

bakterijskih i virusnih infekcija te limfoproliferativnim bolestima (123).

Anticitrulinska protutijela

Ciklicka citrulinska protutijela su protutijela usmjerena protiv ciklickih citruliniranih
proteina. U eksperimentalnim radovima dokazano je njihovo artritogeno djelovanje i moguci
udio u etiopatogenezi RA (124). Dokazana je jaka povezanost izmedu stvaranja anti-CCP,
alela zajednickog epitopa HLA-DRBI1 gena, PTPN22 gena, puSenja i Porhyromonas
gingivalisa. Anti-CCP protutijela imaju dijagnosticku, prediktivnu i prognosticku vrijednost.
Imaju visoku specifi¢nost (98%) i dobru osjetljivost (70%). Mogu se dokazati u serumu
godinama prije pojave prvih simptoma bolesti (124). Prediktivna vrijednost anti-CCP
protutijela za RA potvrdena je 1 u bolesnika s nediferenciranim artritisom. U istraZivanju van
Gaalena i sur. 75% bolesnika koji su u pocetku bili anti-CCP pozitivni nakon prve godine
zadovoljilo je ARA (engl. American Rheumatism Association; ARA) kriterije za dijagnozu
RA, a nakon 3 godine ¢ak njih 93%. Medu bolesnicima koji su bili anti-CCP negativni u
pocetku, samo ih je 25% zadovoljilo kriterije za RA nakon 3 godine (125). Pozitivan titar
anti-CCP protutijela u bolesnika s RA 10§ je prognosticki znak i ukazuje na tezi, erozivni
oblik bolesti (124-126).

PoviSena vrijednost anti-CCP protutijela moZe se naci i u oko 9% bolesnika sa sistemskim
eritemskim lupusom, bolesnika sa Sjogrenovim sindromom (5%), psorijatiénim artritisom
(8%), autoimunim hepatitisom (2-4%) i aktivnom tuberkulozom (12%) (127).

Razina vrijednosti RF i anti-CCP protutijela uklju¢ena je u vazece kriterije Americkog
reumatoloskog drustva (engl. American College of Rheumatology; ACR) i Europske lige za
borbu protiv reumatizma (engl. European Legue Against Rheumatism; EULAR)
klasifikacijske kriterije za RA iz 2010 (128). PoviSena vrijednost oba autoprotutijela govori u
prilog potvrde dijagnoze RA sa specifinos¢u od 97%. Navedeni kriteriji bitno olakSavaju

dijagnozu ranog RA (Tablica 5).
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Tablica 5. ACR/EULAR Kklasifikacijski kriteriji za reumatoidni artritis iz 2010. (Prilagodeno
prema Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, et al. Arthritis Rheum 2010;62:2569-81).

Domena Parametar Bodovi
Zahvacenost zglobova 1 veliki zglob (rame, lakat, kuk, koljeno, glezanj) 0
2 — 10 velikih zglobova 1

1 — 3 mala zgloba (MCP, PIP, IP zglob palca, MTP, 2

rucni zglob)

4 — 10 malih zglobova

> 10 zglobova (najmanje 1 mali zglob)
Serologija Negativan RF i negativan anti-CCP

Slabo pozitivan RF ili slabo pozitivan anti-CCP*

Jako pozitivan RF ili jako pozitivan anti-CCP¥

Reaktanti akutne faze Normalan CRP i sedimentacija eritrocita

—_ O W D O B W

Povisen CRP ili ubrzana sedimentacija eritrocita

Trajanje simptoma < 6 tjedana

)

> 6 tjedana
Maksimalan broj bodova: 10 Dijagnoza RA: > 6 bodova

*Slabo pozitivan RF i anti-CCP = vrijednost vec¢a za jedan do tri puta od gornje granice normale;
tJako pozitivan RF i anti-CCP = vrijednost veca za viSe od tri puta od gornje granice normale; MCP —
metakarpofalangealni; PIP — proksimalni interfalangealni; IP — interfalangealni;

MTP — metatarzofalangealni; RF — reumatoidni faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela; CRP —
C - reaktivni protein; RA — reumatoidni artritis

Postalo je sve jasnije da anti-CCP status razlikuje dva klinicka fenotipa RA. Sve je vise
dokaza koji potvrduju da se seropozitivni i seronegativni RA razlikuju u genetskoj osnovi, u
patogenezi pa ¢ak i odgovoru na terapiju (129). VaZzno je napomenuti da druga autoprotutijela
kao §to su anti-CarP protutijela mogu postojati u seronegativnih RA bolesnika. Stovise,
dokazana je njihova predskazateljska vrijednost razvoja RA koja je neovisna o anti-CCP
protutijelima. Medutim, potrebna su daljnja istraZivanja za dokazivanje dijagnosticke i

prognostic¢ke vrijednosti ovih autoprotutijela (80).
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Antinuklearna protutijela

Od ostalih imunoloskih testova odreduje se titar antinuklearnih antitijela (ANA). Negativan
ANA test iskljucuje sistemski eritemski lupus i druge sustavne reumatske bolesti. ANA mogu
biti pozitivna u jedne tre¢ine bolesnika s RA, ali njihovo prisustvo nema nikakvu
prognosticku vrijednost u RA. Sekundarni Sjogrenov sindrom cesto je javlja uz RA i
nerijetko tipi¢ni seroloski markeri za Sjogrenov sindrom (anti SS-A i anti SS-B) mogu biti

prisutni u bolesnika s RA (130).

1.7.2. Radiolo$ke metode

S obzirom da je glavna znacajka RA zahvacanje zglobova, razli¢ite slikovne radioloske
metode jako su vazne u dijagnostici bolesti i pracenju razvoja strukturnih promjena.
Standardni radiogrami Saka i stopala, na kojima nastaju prve strukturne promjene RA, jos
uvijek su zlatni standard u dijagnostici RA, kao i u pracenju strukturnih promjena uslijed
napredovanja bolesti. Rane promjene vidljive na radiogramu su paraartikularna osteoporoza i
otekline mekih tkiva oko zglobova, a s napretkom bolesti nastaje suzenje zglobnog prostora,
rubne erozije kosti, subluksacije i1 luksacije zglobnih tijela te sekundarni osteoartritis. U
vecini slucajeva prve vidljive erozije nastaju na 5. MTP zglobu iako bolesnik ne mora imati
simptome zahvaéenosti stopala (131). Cak 70% bolesnika s RA razvija erozije prije druge
godine trajanja bolesti (132).

Primjena dijagnostickog muskuloskeletnog ultrazvuka u kombinaciji s tehnikom Power
Doppler u RA, posebice u podru¢ju malih zglobova Saka i1 stopala, omoguéava rano
otkrivanje sinovitisa, otkrivanje koStanih erozija prije nego S$to su vidljive na klasi¢nom
radiogramu te pregled periartikularnog mekog tkiva, tetiva, tetivnih ovojnica i burza. Ova
metoda korisna je u prac¢enju aktivnosti bolesti i uspjesnosti terapije (131,133).

Magnetskom rezonancijom moguce je prikazati pocetne upalne i erozivne promjene pa je
tako bitna u postavljanju rane dijagnoze, pra¢enju napredovanja bolesti 1 uspjesnosti terapije.
Nezaobilazna je pretraga za dokazivanje atlantoaksijalne dislokacije (131).

Scintigrafija skeleta osjetljiva je, ali nespecificna pretraga, kojom se mogu otkriti promjene
na kostima i do 6 mjeseci prije nego §to su vidljive na standardnom radiogramu. Dobiveni
podatci o distribuciji pojacanog nakupljanja radiofarmaka mogu biti korisni u diferencijalnoj

dijagnozi RA (131).
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Kriteriji za postavljanje rane dijagnoze RA, indeksi pracenja aktivnosti bolesti 1 u¢inkovitosti
terapije, indeksi procjene funkcionalne sposobnosti bolesnika s RA 1 radioloSka procjena
ostecenja zglobova uvelike pomazu u odluci o pocetku lijeenja i u procjeni ucinka terapije.
Za pracenje aktivnosti bolesti i ucinkovitosti lijeCenja u klinickoj praksi najéesce se
primjenjuju ACR i EULAR kriteriji. ACR kriteriji aktivnosti bolesti obuhvacaju broj bolnih i
otecCenih zglobova, bolesnikovu procjenu boli na vizualnoj analognoj ljestvici (engl. Visual
Analogue Scale; VAS), bolesnikovu procjenu opce aktivnosti bolesti (VAS), lije¢nikovu
procjenu aktivnosti bolesti (VAS), bolesnikovu procjenu funkcionalnog statusa (engl. Health
Assessment Questionnaire; HAQ) 1 reaktante akutne faze. ACR 20 odgovor definiran je kao
smanjenje broja bolnih i1 otecenih zglobova za 20% 1 viSe 1 uz to najmanje 20%-tno
poboljsanje u najmanje tri od preostalih pet varijabli. ACR 50 i ACR 70 odgovori znace
poboljsanje od 50% i 70% u odnosu na pocetno stanje u navedenim mjerenjima (134).
EULAR-ova procjena aktivnosti bolesti DAS 28/44 (engl. Disease Activity Score; DAS)
temelji se na procjeni broja bolnih i otecenih zglobova, sedimentaciji/CRP i bolesnikovoj
procjeni aktivnosti bolesti VAS skalom. U klinickoj praksi najcesce se primjenjuje DAS28
indeks koji uzima u obzir broj bolnih i oteCenih zglobova od 28 izabranih zglobova,
sedimentaciju eritrocita 1 bolesnikovu procjenu aktivnosti bolesti (VAS). Smolen 1 sur.
predlozili su pojednostavljeni indeks aktivnosti bolesti (engl. Simplified Disease Activity
Index; SDAI) temeljen na numeri¢kom zbroju pet parametara: broj bolnih (28) 1 otecenih (28)
zglobova, bolesnikova procjena aktivnosti bolesti (VAS), lijecnikova procjena aktivnosti
bolesti (VAS) 1 CRP (135). Aletaha i sur. smatraju da reaktanti akutne faze malo pridonose
multikomponentnim indeksima ocjene aktivnosti bolesti pa su predlozili klinicki indeks
aktivnosti bolesti (engl. Clinical Disease Activity Index; CDAI) (136).

HAQ indeks jedan je od upitnika koji se naj¢esce koristi u svakodnevnoj klini¢koj praksi za
procjenu funkcionalne sposobnosti bolesnika s RA (137). Dobar je predskazatelj
funkcionalnog ishoda, radne nesposobnosti, strukturnog osteéenja zglobova i poveéane
smrtnosti (138).

Stupanj osSte¢enja zglobova u RA procjenjuje se analizom Sirine zglobnog prostora i
prisutnosti erozija na standardnom radiogramu Saka i stopala. NajCeS¢e koriSteni sustavi
bodovanja radioloSkog oSte¢enja su bodovanje prema Larsenu i Sharpu te njihovim

modifikacijama (139,140).

27



1.8. Lijecenje reumatoidnog artritisa

Osnovni je zahtjev suvremene reumatologije postaviti ranu dijagnozu bolesti, prepoznati
bolesnike koji ¢e razviti teski, brzo napredujuéi, erozivni artritis kako bi se pravovremeno
mogla zapoceti intenzivna terapija, a sve s ciljem izbjegavanja nastanka nepopravljivih
oStecenja zglobova i trajne nesposobnosti te postizanje remisije bolesti.

Visoko razarajuca priroda RA ocituje se razvojem erozija u 10-26% bolesnika u prva tri
mjeseca trajanja bolesti, u vise od 60% bolesnika tijekom prve godine trajanja bolesti dok u
75% bolesnika erozije nastaju tijekom prve dvije godine trajanja bolesti (141).

Tijek RA je razli¢it medu bolesnicima i stoga je neophodno u svakodnevnoj klini¢koj praksi
predvidjeti hoce li bolesnik razviti teski, brzo napredujuci erozivni artritis.

Najuvjerljiviji ¢imbenici rizika za razvoj erozivne bolesti su povisen titar ant-CCP protutijela
i RF, poviSeni reaktanti akutne faze, rani radioloski nalaz erozija, broj otecenih zglobova,
pusenje, prisutnost alela zajednickog epitopa HLA-DRBI1 gena (*04:01,%04:04), zenski spol,
inicijalno visoka aktivnost bolesti i stupanj nesposobnosti (45,142-144).

Osnovni ciljevi lijecenja reumatoidnog artritisa jesu smanjenje boli, sprecavanje ostecenja
zgloba, sprecavanje gubitka funkcije 1 poboljSanje kvalitete Zivota, a krajnji cilj lijeCenja je
postizanje klini¢ke remisije ili niske aktivnosti bolesti. Klinicka remisija podrazumijeva
odsutnost znakova 1 simptoma upalne aktivnosti bolesti. Prema ACR/EULAR kriterijima
remisija znaci prisutnost jednog ili nijednog otecenog 1 jednog ili nijednog bolnog zgloba
(145). Nadalje, o remisiji RA govorimo kada je vrijednost DAS 28 manja od 2,6. RadioloSka
remisija ukazuje na odsutnost aktivnosti bolesti kod analize zglobova color doppler
ultrazvukom 1 magnetskom rezonancijom (146).

Za postizanje remisije bitna je rana dijagnoza bolesti, dok jo§ nema radioloski vidljivih
erozija kosti 1 pravodobno ucinkovito lije¢enje.

U lijecenju bolesnika s RA usvojen je koncept lijeCenja prema unaprijed odredenom cilju
(engl. Treating to Target; T2T) tj. prema remisiji (146). Pri donoSenju odluke o lijecenju
bolesnika s RA potrebno je uz klinicki pregled, laboratorijsku i radioloSku obradu uzeti u
obzir sve komorbiditete te odrediti aktivnost bolesti 1 funkcionalni status bolesnika.

U periodu provodenja terapije neophodne su redovite kontrole bolesnika, procjena aktivnosti
bolesti i funkcionalnog statusa, periodi¢na laboratorijska i radioloska obrada i pravovremeno
uocavanje komplikacija bolesti 1 terapije. Sve dok se ne postigne Zeljeni cilj lijeenja terapija

se mijenja i prilagodava prema prethodno utvrdenom protokolu (146,147).
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U lijeCenju RA koriste se nesteroidni protuupalni lijekovi, analgetici, glukokortikoidi,
sintetski 1 bioloSki lijekovi koji mijenjaju tijek bolesti (engl. Disease modifying anti-
rheumatic drugs; DMARD) te iznimno citostatici (147). Takoder je vazna edukacija
bolesnika, rehabilitacija i primjena metoda fizikalne terapije, a u slufaju izostanka
ucinkovitosti svih navedenih mjera kirurSko lijeCenje nastalih oSte¢enja zglobova i
pripadajucih struktura.

Nesteroidni protuupalni lijekovi (engl. Non-steroidal anti-inflammatory drugs; NSAID) su
lijekovi razlic¢ite kemijske strukture koji imaju analgetski, protuupalni i antipiretski ucinak.
Glavno djelovanje nesteroidnih protuupalnih lijekova je inhibicija ciklooksigenaza (COX-1 1
COX-2) 1 posljedicno smanjeno stvaranje prostaglandina i tromboksana. Protuupalno
djelovanje NSAID-a posljedica je inhibicije COX-2, dok inhibicijom COX-1 nastaju
nuspojave, uglavnom gastrointenstinalnog trakta. Klasicni NSAID su neselektivni inhibitori
ciklooksigenaze (COX-1 1 COX-2), dok su koksibi selektivni COX-2 inhibitori.
Simptomatskim lije¢enjem RA nesteroidnim protuupalnim lijekovima moZze se smanjiti bol,
ali ne i napredak bolesti (148).

Glukokortikoidi su lijekovi koji dovode do brze supresije upale, smanjivanja otekline
zglobova i bola. Indicirani su kao vezna terapija dok ne po¢ne djelovanje DMARD-a te u
fazama pogorSanja bolesti. Primjena malih doza glukokortikoida u prve dvije godine trajanja
bolesti moZze utjecati na tijek bolesti smanjivanjem napredovanja zglobnih erozija (149).
Konvencionalni sintetski lijekovi koji mijenjaju tijek bolesti (csDMARD) su lijekovi koji
smanjuju simptome i znakove bolesti, poboljSavaju funkcijske sposobnosti bolesnika i
usporavaju strukturna oStecenja zglobova. Iz ove skupine lijekova najcesce se primjenjuju
metotreksat, klorokin, leflunomid i sulfasalazin. Metotreksat je prvi lijek izbora u lijecenju
RA te se primjenjuje u monoterapiji ili u kombinaciji s drugim DMARD-ima. Dokazano
usporava radiolosko napredovanje bolesti. Njegova adekvatna primjena u jednog dijela
bolesnika moze dovesti do remisije bolesti (147).

Ako se primjenom optimalnog lijeCenja sintetskim DMARD-ima ne postigne remisija ili
niska aktivnost bolesti tada se preporuca lijecenje bioloSkim lijekovima koji mijenjaju tijek
bolesti. Bioloski lijekovi su proteinske molekule proizvedene rekombinantnom tehnologijom
koji djeluju na razli¢ite signalne puteve u upalnoj reakciji i1 tako prekidaju kaskadu razvoja
upale (150). Djeluju na upalu putem neutralizacije TNF-o (adalimumab, etanercept,
infliksimab, certolizumab pegol, golimumab), putem neutralizacije B limfocita (rituksimab),
blokiranjem receptora IL-6 (tocilizumab) i1 IL-1 (anakinra), inhibicijom aktivacije T limfocita

(abatacept) i inhibicijom janus kinaze (tofacitinib) (Tablica 6). Primjenom bioloskih lijekova
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postize se bolji klinicki odgovor, veéi broj bolesnika ulazi u remisiju, usporava se

napredovanje oSte¢enja zglobova, poboljSava fizicka funkcija i1 kvaliteta zivota bolesnika.

Navedeni lijekovi mogu imati ozbiljne nuspojave, koje ukljucuju povecan rizik od infekcija,

povecanu incidenciju melanoma i nemelanomskih tumora koze, reaktivaciju tuberkuloze i B

hepatitisa, a mogu se izbje¢i pravilnim odabirom bolesnika, testovima probira 1 adekvatnim

pracenjem bolesnika (147).

Tablica 6. Prijedlog nomenklature lijekova koji mijenjaju tijek bolesti (prilagodeno prema

Smolen JS, van der Heijde D, Machold KP et al. Ann Rheum Dis. 2014;73:3-5).

Lijekovi koji mijenjaju tijek (DMARD-1) reumatoidnog artritisa

Sintetski DMARD (sDMARD)

Bioloski DMARD (bDMARD)

Konvencionalni Ciljani sintetski Originalni bioloski Biosimilari
sintetski (tsDMARD) (boDMARD) (bsDMARD)
(csDMARD)

Odobreni lijekovi koji mijenjaju tijek bolesti (DMARD-i) za reumatoidni artritis

e klorokin e tofacitinib .
e leflunomid .
e metotreksat .
e sulfasalazin °
[}
[ J
[ J
[}
[}

abatacept e infliksimab
adalimumab

anakinra

certolizumab

etanercept

golimumab

infliksimab

rituksimab

tocilizumab
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Klini¢ki odgovor na biolosku terapiju znatno se razlikuje od bolesnika do bolesnika.
Djelomicni razlog za to su razliCite osobine bolesnika, poput dobi, spola, indeksa tjelesne
mase, drugih terapija koje istovremeno primaju te navika poput puSenja (Slika 3). Klinicki
odgovor takoder ovisi o tezini bolesti, prisutnosti autoprotutijela, genetskoj pozadini, razini
citokina i1 fenotipu imunosnih stanica (151). VaZzno je naglasiti da terapiju treba
individualizirati uzimaju¢i u obzir sve navedene ¢imbenike koji mogu utjecati na u¢inkovitost

lijecenja.

Koncentracija lijeka
= imunogenicnost i farmakokinetilca -
dob, spol, puSenje. BMI. bubrezne
i jetrene funkcije. komedikacija,
genetika itd.

Klini¢ki odgovor

Patofiziologija bolesti Stanje bolesti

anti-CCP, RF, pusenje, citokini DAS 28, HAQ, broj prethodne
geni, fenotip imunosnih stanica  biologke terapije. konkomitantna
terapija

Slika 3. Utjecaj razlicitih ¢imbenika na klini¢ki odgovor kod lijecenja bioloskom terapijom

(prilagodeno prema Daien CI, Morel J. Mediators Inflamm. 2014;2014:386148).
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2. CILJEVII HIPOTEZE

Poznato je da se prevalencija i incidencija RA razlikuju u razli¢itim etnickim skupinama, $to
se dijelom moze objasniti razli¢itom ucestaloS¢u i tipom rizi¢nih alela zajedni¢kog epitopa
HLA-DRBI1 gena u pojedinim populacijama. Osim uloge u samom nastanku bolesti, aleli
zajednickog epitopa su Cimbenik rizika za tezi, erozivniji oblik bolesti kao 1 za razvoj
vanzglobnih obiljezja bolesti.

U visegodisnjoj klini¢koj praksi u Klinickom odjelu za reumatologiju i imunologiju Klinike
za unutarnje bolesti 1 Zavodu za fizikalnu medicinu i rehabilitaciju s reumatologijom KBC
Split, primije¢eno je da veliki broj oboljelih od RA s podrucja Sinjske krajine (SK) ima teZi,

brzo napredujuci, erozivni, seropozitivni oblik bolesti.

2.1. Ciljevi istrazivanja

S obzirom na navedenu problematiku, ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:

1. Odrediti raspodjelu alela HLA-DRB1 gena u populaciji oboljelih od reumatoidnog artritisa
s podrucja Sinjske krajine te usporediti s raspodjelom alela HLA-DRB1 gena u populaciji
zdravih s podrucja Sinjske krajine. Odrediti raspodjelu alela HLA-DRB1 gena u populaciji
oboljelih od reumatoidnog artritisa s podruéja ostatka Splitsko-dalmatinske Zupanije (SDZ) te
usporediti s raspodjelom alela HLA-DRBI1 gena u populaciji zdravih s podrucja ostatka
Splitsko-dalmatinske Zupanije. Usporediti raspodjelu alela HLA-DRB1 gena populacije
oboljelih od reumatoidnog artritisa s podrucja Sinjske krajine s raspodjelom alela HLA-
DRB1 gena populacije oboljelih od reumatoidnog artritisa s podruc¢ja ostatka Splitsko-

dalmatinske Zupanije.

2. Odrediti titar specificnih protutijela za RA (anti-CCP, RF), vrijednost reaktanata akutne
faze (Sedimentacije, CRP), klinicku aktivnost bolesti (DAS28), funkcionalni status (HAQ) i
stupanj radioloskih promjena (Larsen) u populaciji oboljelih od RA s podrucja Sinjske krajine
te sve navedene parametre usporediti s vrijednostima u oboljelih s podrucja ostatka Splitsko-

dalmatinske Zupanije.

3. Usporediti povezanost pojavnosti alela HLA-DRBI1 gena s titrom specifi¢nih protutijela,

klini¢kom aktivnosti bolesti, radioloskim stupnjem bolesti i funkcionalnim statusom.
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4. Ispitati povezanost puSenja cigareta s titrom anti-CCP-a i alelima HLA-DRB1 gena u

populaciji oboljelih od RA.

2.2. Hipoteze

1. S obzirom da velik broj oboljelih od RA s podrucja Sinjske krajine ima tezi oblik bolesti,
o¢ekujemo vecu zastupljenost alela HLA-DRB1*04:01 i HLA-DRB1*04:04 nego u oboljelih

s podrucja ostatka Splitsko-dalmatinske Zupanije.

2. S obzirom da velik broj oboljelih od RA s podrucja Sinjske krajine ima tezi oblik bolesti,

o¢ekujemo veci udio seropozitivnih pacijenata u odnosu na seronegativne.

3. S obzirom da su aleli HLA-DRB1*#04:01 i HLA-DRB1%*04:04 povezani s tezim oblikom
bolesti, ocekujemo postojanje povezanosti navedenih alela s opseznijim radioloSkim

promjenama, loSijim funkcionalnim statusom i ve¢om aktivnosti bolesti.

33



3. ISPITANICI I METODE

Istrazivanje je provedeno od lipnja 2013. do kolovoza 2015. godine, u Klini¢kom bolni¢kom

centru Split.

3.1. Ispitanici

U istrazivanje su uklju¢eni oboljeli od RA s podru¢ja SDZ u dobi 18 i vise godina.

Zemljopisno, SDZ je najveéa hrvatska Zupanija s ukupnom povriinom od 14 106,40 km>.
Nalazi se u juznoj Hrvatskoj, u sredi$njem dijelu jadranske obale. Prema popisu stanovnistva
iz 2011. godine, SDZ ima 363 499 stanovnika u dobi od 18 i vise godina. Zupanija je
podijeljena u tri zemljopisne podcjeline: Zagora (78 131 stanovnika >18 godina), priobalje
(259 883 stanovnika >18 godina) i otoci (25 485 stanovnika >18 godina). Zagora je zalede
obalnog pojasa. Cine ju podruja u okolici Sinja, Vrlike, Imotskog i Vrgorca. Sinjska krajina
ima 35 422 stanovnika >18 godina, a ostatak Zagore ima 42 709 stanovnika >18 godina.

Sinjska krajina obuhvaca podrucje dalmatinske Zagore, istocno od DrniSke krajine, nizvodno
Cetinom od Vrlicke krajine. Isto¢na granica Sinjske krajine su Imotska krajina 1 Omiska
krajina, juzno su Poljica i Dugopolje. Sinjska krajina obuhvaca podrucja upravnih jedinica

grada Sinja 1 Trilja te opéina Dicmo, Otok 1 Hrvace.

U istrazivanje o prevalenciji RA u SDZ uklju¢eno je 869 oboljelih od RA s podruéja SDZ u
dobi 18 i viSe godina. Od toga je 78 oboljelih od RA koji zZive 1 porijeklom su iz Sinjske
krajine te 729 oboljelih od RA koji Zive u ostalim podrugjima SDZ i nisu porijeklom iz SK.
Ostali koji su uklju€eni u istrazivanje su oboljeli od RA koji Zive u SK, a nisu porijeklom iz
SK (n=16) i oboljeli od RA koji Zive u ostalim podru¢jima SDZ, a porijeklom su iz SK
(n=46).

Ispitivanu skupinu ¢ine 74 oboljela od RA, s prebivaliStem u Sinjskoj krajini i porijeklom s
podrucja Sinjske krajine jer 4 pacijenta oboljela od RA s podruc¢ja Sinjske krajine nisu bila

voljna sudjelovati u daljnjem istrazivanju.

Kontrolnu skupinu ¢ine 74 oboljela od RA s podruéja SDZ, izuzev podrudja SK, koji nisu niti
porijeklom iz SK. S obzirom na veliki broj pacijenata kontrolne skupine (n=729), potreban
uzorak izabran je metodom zatvorene kuverte. Podatci svih pacijenata kontrolne skupine koji

su se podudarali po spolu, dobi i duzini trajanja bolesti s pojedinim pacijentom ispitivane
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skupine stavljeni su u zatvorene kuverte. Nasumicnim izvlacenjem kuverti odabrani su
pacijenti kontrolne skupine pri ¢emu je svaki pojedinac imao jednaku Sansu za odabir u

ispitivanje.

Ispitivana skupina oboljelih od RA iz Sinjske krajine i kontrolna skupina oboljelih od RA iz
ostatka Splitsko-dalmatinske Zupanije usporedivana je s kontrolnom skupinom zdravih
ispitanika u ucestalosti alela HLA-DRB1 gena. Kontrolna skupina sastoji se od 80 zdravih
ispitanika koji su se podudarali s ispitivanom skupinom po dobi, spolu, prebivalistu i
porijeklu.

Iz istrazivanja su iskljudeni pacijenti koji ne Zive u SDZ i koji uz RA imaju druge upalne
reumatske bolesti (Sjogrenov sindrom, sistemsku sklerozu, sistemski eritemski lupus,

mijeSanu bolest vezivnog tkiva).

3.1.1. Opis istrazivane populacije

Osim klinicki primjefene zanimljivosti veée ucestalosti tezih oblika RA u oboljelih s
podruc¢ja Sinjske krajine, populacija navedenog podru¢ja vrlo je pogodna za geneticka
istrazivanja. Povijest danaSnjeg stanovniStva Sinjske krajine zapocinje masovnom seobom
franjevaca iz samostana u Rami i preteZzno Hrvata iz Srednje Bosne krajem 17. stoljeca, koji
su naselili opustoSenu Cetinsku krajinu i dosli na podrucje brisane tradicije i dali joj njezin
danasnji etnicki lik. Sinjski franjevci 1 cetinski puk s kraja 17. 1 pocetka 18. stoljeca koji se
nalaze u demografskoj okosnici danaSnjeg Sinja 1 Sinjske krajine, nemaju gotovo nijedne
poveznice s cetinskim franjevcima i ljudima srednjovjekovnog vremena u cetinskom kraju.
Veze ih tek vjerska pripadnost. Rije¢ je, naime, o sasvim drugim ljudima na istom podrucju,
ljudima potpuno drukcijega dijalekta, mentaliteta i proSlosti. U novijoj povijesti nije bilo
vec¢ih demografskih promjena (152). Stoga bi klini¢ki primje¢ena pojavnost teZih oblika
bolesti u oboljelih s podrucja Sinjske krajine vrlo lako mogla imati uporiste u navedenim

demografskim obiljezjima i mogucoj jedinstvenoj genetskoj slici tamosnjeg pucanstva.
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3.2. Metode

Svi ispitanici su prije ukljucivanja u istrazivanje bili upoznati sa sadrzajem istrazivanja te su
dobrovoljno potpisali Informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Provodenje

istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split.

3.2.1. Upitnik

Podatci o oboljelima od RA u SDZ prikupljeni su iz individualne medicinske dokumentacije
specijalistiC¢ko-konzilijarne i bolnicke djelatnosti KBC Split te anketnim upitnikom za
obiljezja koja nisu sadrzana u medicinskoj dokumentaciji. Za oboljele od RA koji se lijece u
drugim zdravstvenim ustanovama u Republici Hrvatskoj, telefonski su prikupljeni njihovi
kontakt podatci od lijeénika obiteljske medicine SDZ, a potom su po osobnom dogovoru sa
svakim od njih obavljeni: uvid u medicinsku dokumentaciju, klinicki pregled i standardizirani
intervju. Dijagnoza RA je potvrdena od strane reumatologa, prema revidiranim
klasifikacijskim kriterijima za RA Americkog reumatoloskog drustva iz 1987. godine i/ili
prema kriterijima Ameri¢kog reumatoloskog drustva i Europske lige za borbu protiv
reumatizma iz 2010. godine. Nakon pregleda reumatologa, ispitanici su ispunili demografsko

— epidemioloSki upitnik (Prilog 1).

3.2.2. Procjena aktivnosti bolesti

Za procjenu aktivnost bolesti koriSten je DAS28 indeks koji ukljuCuje procjenu otecenosti i
bolnosti 28 zglobova (Prilog 2), sedimentaciju nakon 1 sat izraZenu u mm, bolesnikovu
procjenu aktivnosti bolesti koja se mjeri na vizualnoj analognoj skali od 100 mm (VAS,
izrazenu u mm). Vrijednost DAS28 indeksa dobijena je prema slijedecoj formuli:

DAS28(SE) = 0,56x\(broj otetenih zglobova) + 0,28xV(broj bolnih zglobova) + 0,7xIn(SE)
+0,0142xVAS.

Svi navedeni parametri uvrSteni su u kalkulator za brzi izracun DAS28. Visokom aktivnosti
bolesti smatra se DAS28 vrijednosti >5,1; vrijednost <3,2 znak je slabe aktivnosti bolesti;
vrijednost izmedu 3,2 1 5,1 smatra se umjerenom aktivnost bolesti; dok vrijednost <2,6
predstavlja remisiju bolesti. Klini€ki znacajnim smatra se poboljSanje DAS vrijednosti za

najmanje 0,6 (153).
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3.2.3. Procjena funkcionalnog statusa

Ispunjavanjem Upitnika za procjenu funkcionalne sposobnosti (engl. Health Assessment
Questionnaire disability indeks; HAQ-DI) procijenjen je utjecaj RA na funkcionalnu
sposobnost ispitanika (Prilog 3). Upitnik sadrzi 20 pitanja podijeljenih u osam kategorija koje
predstavljaju svakodnevne radnje u prethodnih tjedan dana (oblacenje, ustajanje, hranjenje,
hodanje, higijena, dohvatanje, hvatanje i uobicajene aktivnosti). Za svako pitanje odgovori se
ocjenjuju na ljestvici 0-3. Nula znaci da ispitanik radnju moze obaviti bez ikakvih teskoca; 1
da radnju moze obaviti s neSto teskoca; 2 s puno teskoca; 3 znaci da je nesposoban za
obavljanje radnje. 1z svake od 8 kategorija uzima se odgovor s najviSom ocjenom koji se
zatim zbroje 1 podjele s brojem kategorija. Ukupna vrijednost indeksa za procjenu
funkcionalne sposobnosti izrazava se u rasponu 0-3. Vrijednost HAQ-Di indeksa 0-1 izrazava
blagu do umjerenu nesposobnost, 1-2 umjerenu do tezu i 2-3 govori o tezoj do vrlo teskoj

nesposobnosti (154).

3.2.4. Radioloska dijagnostika

Ispitanici su upuceni na radiolosko snimanje Saka i stopala, a specijalist radiologije je
ocijenio stupanj strukturnih promjena prema Larsenu. Prvi stupanj ozna¢ava male promjene,
drugi stupanj prema Larsenu oznacava definitivne rane promjene, erozije i suzenje zglobnog
prostora, tre¢i stupanj oznacava srednje velike destruktivne promjene, cetvrti stupanj
oznacava jake destruktivne promjene, a peti stupanj mutiliraju¢e promjene (140). Svaki
proksimalni interfalangealni zglob i svaki metakarpofalangealni zglob Sake ocjenjuje se
ocjenom od 0 do 5, a ru¢ni zglob ocjenom od 0 do 25 (osnovni skor se pomnoZi s 5). Tako se
dobije maksimalni iznos od 150 bodova za obje Sake i1 rucne zglobove. Svaki
metatarzofalangealni zglob stopala ocjenjuje s ocjenom od 0 do 5, ¢ime se za oba stopala
dobiva ukupni skor od 50 bodova. Sveukupni Larsenov skor moze iznositi od 0 do 200

bodova. Sto je veéi broj bodova veée je strukturno oite¢enje zglobova (Prilog 4).

3.2.5. Laboratorijski testovi

U jutarnjim satima uzeta je venepunkcijom krv iz kubitalne vene za odredivanje
sedimentacije, C-reaktivnog proteina, RF, anti-CCP-a i alela HLA-DRB1 gena. Za

odredivanje sedimentacije uzeto je 1,6 ml venske krvi u epruvetu s podtlakom u kojoj se
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nalazi 0,4 ml Na-citrata (129 mmol/L). U drugu epruvetu s podtlakom uzeto je 7 ml krvi,
zatim je u laboratoriju odvojen serum i odreden CRP, RF i anti- CCP. U jos dvije epruvete s
podtlakom uzeto je po 5 ml venske krvi za odredivanje alela HLA-DRB1 gena.

C-reaktivni protein odreden je imunoturbidimetrijskom metodom na cesticama lateksa
koriste¢ci ARCHITECTcSystems (Abbott, Njemacka). Referentnim vrijednostima se smatraju
one <5 mg/L.

Kvantitativno odredivanje reumatoidnog faktora (RF) IgM klase usmjereno na Fc fragment
vlastitog imunoglobulina IgG odredeno je metodom imunoturbidimetrije koriste¢i AEROSET
i ARCHITECTcSystem (Abbott, Spanjolska). Referentni interval je 0-30 medunarodnih
jedinica na ml krvi.

Antitijela na ciklicke citrulinirane peptide odredena su metodom elektrokemiluminiscencije
(ECLIA) koriste¢ci ARCHITECTiSystem (Abbott, Njemacka). Referentni interval je 0-2,9

jedinica/ml.

3.2.6. Izolacija DNA

DNA je izolirana iz 2 ml periferne krvi ispitanika pomocu komercijalnog seta za izolaciju
(High Pure PCR Template Prepartion Kit-Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany),
prema uputama koje je naveo proizvodaC. Metoda se temelji na uporabi kolumni sa
silikatnom membranom koja specificno veZze molekule DNA. Stanice se liziraju inkubacijom
uzoraka krvi s puferom za lizu i proteinazom K. Dodavanjem etanola lizatu, DNA se veZe za
silikathnu membranu u odgovaraju¢oj NukleoSpin Blood kolumni. Vezanje DNA je
reverzibilno 1 specificno za nukleinske kiseline. Naredna dva ispiranja DNA s puferima za

ispiranje uklanjaju necistoée. Cista DNA se na kraju eluira s membrane eluacijskim puferom.

3.2.7. Metode odredivanja alela HLA-DRBI1 gena

Za odredivanje alela HLA-DRB1 gena koriStene su dvije metode: metoda lanc¢ane reakcije
polimerazom primjenom specifi¢nih oligonukleotidnih proba (engl. Polymerase Chain
Reaction Sequence Specific Oligonucleotide Probe; PCR-SSO) 1 metoda lanc¢ane reakcije
polimerazom primjenom specificnth pocetnica za odredenu sekvencu DNA (engl.

Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Primers; PCR-SSP).
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Metoda PCR-SSO

Aleli HLA-DRBI1 gena odredivani su metodom PCR-SSO uz koriStenje testova Gen-Probe
Lifecodes (Lifecodes HLA-DRBI1 SSO Typing kit, Lifecodes HLA-DRBI eRES SSO Typing
kit; Gen-Probe Inc, Stamford, USA) i Luminex aparata (Luminex corporation, Austin, Tx,
USA). Metoda se temelji na klasicnom umnazanju specifi¢nog dijela DNA pomocu biotinom
obiljezenih pocetnica. Umnozena DNA se zatim hibridizira upotrebom mikrosfera na koje su
vezane DNA probe specificne za odredene oligonukleotidne sljedove. Po zavrSetku
hibridizacije reakcijskoj smjesi dodaje se fluorescentna boja SAPE (engl. streptavidin-
phycoerythrin;, SAPE) koja se veZe za biotinom oznafeni dio DNA. Detekcija vezanosti
produkta PCR na probe ocitana je pomoc¢u Luminex tehnologije (Luminex 200). Analiza
rezultata hibridizacije provedena je analitiCkim programom Quicktype for lifecodes (verzija

3.5.0) te komercijalnim racunalnim programom MATCHIT (verzija 1.2.0).

Metoda PCR-SSP

Metoda se temelji na umnazanju slijeda DNA upotrebom pocetnica specifi¢nih za jedan ili
viSe alela HLA. Pocetnice se veZzu samo za one sljedove DNA s kojima su u potpunosti
komplementarne, stoga nastali amplifikoni predstavljaju specificno umnozene alele
pojedinog lokusa HLA. Da bi se analizirao ciljni odsje¢ak DNA, postoje¢i nukleotidni slijed
mora se umnoziti u milijunskom broju kopija. Takvo ciljno umnazanje moguce je kada je
poznat odsjecak ciljne DNA pa se na temelju te sekvence sintetiziraju in vitro, pocetnice,
duzine 20-30 pb koje s 5'1 3' kraja omeduju ciljnu sekvencu. Za gene HLA razreda Il umnaza
se egzon 2. U svakoj PCR reakciji prisutni su kontrolne pocetnice 1 alel/grupno specificne
pocetnice, pufer za odvijanje PCR reakcije, enzim Taq polimeraza i DNA ispitanika.
Postupak umnazanja sastoji se od 30-35 uzastopnih ciklusa, a u svakom ciklusu 3 puta dolazi
do izmjene temperature. Sve se odvija u aparatu za automatsko umnazanje (engl.
thermocycler). Uzorci su nakon umnaZanja analizirani elektroforezom na 1,5% agaroznom
gelu te vizualizirani na ultravioletnom stoli¢u i dokumentirani fotografiranjem. Za postupak
automatskog umnazanja koriSteni su setovi ,,Olerup SSP*“ (DRBI, Olerup SSP AB,
Saltsjobaden, Svedska). Rezultati umnazanja za pojedini lokus HLA uneseni su u program za

analizu (Helmberg Score 07).
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3.2.8. Statisticka analiza

U cilju testiranja postavljenih hipoteza prikupljeni su podatci o zdravstvenim pokazateljima
pacijenata s RA s podrucja Splitsko-dalmatinske zupanije. Za obradu 1 statisticku analizu
podataka koriSten je statisticki paket Statistica 10 (StatSoft Inc., Dell, USA).

Sve vrijednosti metrickih varijabli navedene su kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija. Od testova su koriSteni: deskriptivna analiza, Z-test, neparametrijski Mann-
Whitney U test, Fisherov egzaktni test i Hi kvadrat test. Statisticki zna¢ajnom smatrana je P

vrijednost <0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Opis istrazivanog uzorka

Ispitivanu skupinu ¢ine 74 oboljela od RA s podrucja Sinjske krajine koji su porijeklom iz

Sinjske krajine.

Kontrolnu skupinu ¢ine 74 oboljela od RA s podrucja ostatka Splitsko-dalmatinske Zupanije

koji nisu porijeklom iz Sinjske krajine.

Za usporedbu ucestalosti alela HLA-DRB1 gena svaka skupina oboljelih od RA imala je

kontrolnu skupinu od 80 zdravih ispitanika koji su se podudarali s ispitivanom skupinom po

dobi, spolu, prebivalistu i porijeklu.

4.2. Prevalencija reumatoidnog artritisa u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji

U istrazivanje je bilo uklju¢eno ukupno 869 stanovnika SDZ oboljelih od RA, od toga 743
(85,5%) zena i 126 (14,5%) muskaraca. Porast prevalencije RA zapocinje u dobi od 40 do 49

godina 1 doseZe vrhunac u dobi od 70 do 79 godina. Prevalencija RA veca je u Zena (0,39%)

nego u muskaraca (0,07%) Sto rezultira omjerom izmedu Zena i muskaraca 5,5:1 (Tablica 7).

Tablica 7. Demografska obiljeZja pacijenata s RA u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji 1

prevalencija RA po spolu i dobnim skupinama

n (%) Populacija* Prevalencija (%)

Spol
Muskarci 126 14,5 174,873 0,07
Zene 743 85,5 188,626 0,39
Ukupno 869 100,0 363,499 0,24

Dob
18-29 13 1,5 70,328 0,02
30-39 30 3,5 60,934 0,05
40-49 70 8,1 62,114 0,11
50-59 179 20,6 65,286 0,27
60-69 254 29,2 47,851 0,53
70-79 244 28,1 39,130 0,62
>80 79 9,0 17,856 0,44

“"Samo populacija u dobi od 18 i vide godina uzeta u obzir, prema popisu stanovniitva RH iz 2011.

Prevalencija RA u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji, u populaciji starijih od 18 godina je

0,24%, a incidencija 238/100 000 stanovnika (155).
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Medu regijama Splitsko-dalmatinske Zupanije Sinjska krajina ima najvecu prevalenciju od
0,27%, potom slijede otoci s 0,25%, priobalje s 0,24% i ostatak Dalmatinske Zagore s 0,23%.

Razlika u prevalenciji medu regijama SDZ nije statisti¢ki zna¢ajna (Slika 4).

. Sinjska krajina 0,27%
M oo 0.25%
I Ppriobalje 0,24% oy

Ostatak Dalmatinske Zagore 0,23%

Slika 4. Prevalencija RA u regijama Splitsko-dalmatinske Zupanije
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4.3. Raspodjela alela HLA-DRBI1 gena u ispitanika

Provedeno je istrazivanje raspodjele alela HLA-DRBI1 gena u oboljelih od RA s podrucja SK
i zdrave populacije s podru¢ja SK te oboljelih od RA s podru¢ja ostatka SDZ i zdrave
populacije s podru¢ja ostatka Splitsko-dalmatinske Zzupanije. Demografska obiljezja

ispitivane populacije prikazana su u Tablici 8.

Tablica 8. Demografska obiljezja pacijenata s RA i kontrolne skupine

Pacijenti s RA Kontrolna skupina

Obiljezja Sinjska krajina  Ostatak SDZ P Sinjska krajina Ostatak SDZ P

(n=74) (n=74) (n=80) (n=80)
Muskarci, n (%) 13 (17,6) 13 (17,6) 0,500 18 (22,5) 20 (25,0) 0355
Zene, n (%) 61 (824) 61 (824) 62 (77.5) 60 (75,0)
Omjer muskarci: 1:47 1:47 1:34 1:3.0

zene

Dob (godine), 61,3+11,5 60,8 11,4 0792 589+109  578+96 0,507
X + SD*

Dob pocetka

bolesti (godine), 46,6 + 10,4 46,8 £10,2 0,563 - - -
X+ SD

Trajanje bolesti

(godine), 11,6 £ 6,7 139+6,2 0,943 — - _
X+ SD

#X — srednja vrijednost; SD — standardna devijacija
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Sinjska krajina

Raspodjela alela HLA-DRB1 gena u pacijenata s RA s podrucja Sinjske krajine i zdrave

populacije s podrucju Sinjske krajine prikazana je u Tablici 9.

Tablica 9. Raspodjela HLA-DRBI1 alela u pacijenata s RA 1 u zdravoj populaciji s podrucja

Sinjske krajine
Sinjska krajina Sinjska krajina
Genotip HLA-DRBI1 RA Kontrolna skupina P
2n=148 2n=160
n (%) n (%)

DRB1 *01 17 11,5 17 10,6 0,405
DRB1 *03 18 12,3 12 7.5 0,084
DRBI1 *04 27 18,2 10 6,2 <0,001
DRBI1 *07 12 8,1 14 8,7 0,420
DRBI1 *08 2 1,4 7 4.4 0,057
DRB1 *09 0 0,0 2 1,3 0,086
DRBI1 *10 3 2,0 0 0,0 0,035
DRBI1 *11 17 11,5 27 16,9 0,088
DRBI1 *12 3 2,0 8 5,0 0,005
DRBI1 *13 7 4,7 21 13,1 0,005
DRBI1 *14 7 4,7 2 1,3 0,035
DRBI1 *#15 11 7,4 15 9,4 0,269
DRBI1 *16 13 8,8 17 10,6 0,292

ND 11 7.4 8 5,0 0,188
SE pozitivni 54 36,4 29 18,1 <0,001
DERAA 24 16,2 48 30,0 0,002

ND — Nije definirano; SE (engl. shared epitope) — aleli zajednickog epitopa (zbroj *01, *04, *10 i
*14); DERAA — zastitni aleli (zbroj *11 1 *13)

U pacijenata s RA s podru¢ja Sinjske krajine ucestalost alela HLA-DRB1*04 znacajno je visa
nego u kontrolnoj skupini (18,2% vs 6,2%; P<0,001). Nasuprot tome alel HLA-DRB1*13
znacajno je vise zastupljen u kontrolnoj skupini nego u oboljelih od RA (13,1% vs 4,7%;
P=0,005). U usporedbi s kontrolnom skupinom ucestalost alela zajednickog epitopa (SE
pozitivni) znacajno je viSa u pacijenata s RA (36,4% vs 18,1%; P<0,001). Nije bilo statisticki
znaajne razlike u ucestalosti alela HLA-DRB1*01 medu oboljelima od RA i zdravim

ispitanicima s podrucja Sinjske krajine (11,5% vs 10,6%; P=0,405).
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Ostatak SDZ

Raspodjela alela HLA-DRB1 gena u pacijenata s RA s podrudja ostatka SDZ i zdrave
populacije s podruéja ostatka SDZ prikazana je u Tablici 10.

Tablica 10. Raspodjela HLA-DRBI alela u pacijenata s RA i u zdravoj populaciji s podrucja
ostatka SDZ

Ostatak SDZ Ostatak SDZ
Genotip HLA-DRB1 RA Kontrolna skupina P
2n=148 2n=160
n (%) n (%)
DRB1 *01 24 16,2 12 7.5 <0,001
DRB1 *#03 12 8,1 9 5,6 0,194
DRBI1 *04 14 9,5 12 7,5 0,268
DRB1 *07 7 4,7 15 9.4 0,057
DRBI1 *08 7 4,7 6 3,7 0,335
DRB1 *09 2 1,4 1 0,6 0,260
DRBI1 *10 2 1,4 1 0,6 0,260
DRBI1 *11 14 9,4 29 18,1 0,014
DRBI1 *12 1 0,7 5 3,1 0,060
DRBI1 #13 11 7.4 19 11,9 0,094
DRBI1 *14 5 34 3 1,9 0,204
DRBI1 *#15 24 16,2 14 8,7 0,023
DRBI1 *16 17 11,5 23 144 0,226
ND 8 54 11 6,9 0,296
SE pozitivni 45 30,5 28 17,5 0,004
DERAA 25 16,8 48 30,0 0,003

ND — Nije definirano; SE (engl. shared epitope) — aleli zajednickog epitopa (zbroj *01, *04, *10 i
*14); DERAA —zastitni aleli (zbroj *11 i *13)

U pacijenata s RA s podru¢ja ostatka SDZ ugestalost alela HLA-DRB1*01 i HLA-DRB1*15
znacajno je visa nego u kontrolnoj skupini (16,2% vs 7,5%; P<0,001 i 16,2% vs 8,7%;
P=0,023). Nasuprot tome ucestalost alela HLA-DRB1*11 znacajno je visa u kontrolnoj
skupini (18,1% vs 9,4%; P=0,014). U usporedbi s kontrolnom skupinom ucestalost alela
zajednickog epitopa (SE pozitivni) znacajno je visa u pacijenata s reumatoidnim artitisom
(30,5% vs 17,5%; P=0,004). Nije utvrdena statisticki znac¢ajna razlika u ucestalosti alela
HLA-DRB1*04 izmedu oboljelih od RA i zdravih ispitanika s podrudja ostatka SDZ (9,5%
vs 7,5%; P=0,268).
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U pacijenata s RA s podru¢ja SK ucestalost alela HLA-DRB1*04 znacajno je viSa nego u
pacijenata s RA s podrugja ostatka SDZ (18,2% vs 9,5%; P=0,014). Alel HLA-DRB1*15
znadajno je vise zastupljen u pacijenata s RA s podrudja ostatka SDZ nego u pacijenata s
podrucja SK (16,2% vs 7,4%; P=0,010). Nije utvrdena razlika u ucestalosti HLA-DRB1*01

alela izmedu oboljelih (P=0,119). Navedeni rezultati prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Raspodjela HLA-DRBI alela u pacijenata s RA s podru¢ja SK i ostatka SDZ

. Sinjska krajina Ostatak SDZ
Genotip HLA-DRB1 RA RA P
2n=148 2n=148
n (%) n (%)
DRB1 *01 17 11,5 24 16,2 0,119
DRB1 #03 18 12,3 12 8,1 0,124
DRB1 *04 27 18,2 14 9,5 0,014
DRBI1 *07 12 8,1 7 4,7 0,118
DRBI1 *08 2 1,4 7 4,7 0,045
DRB1 *09 0 0,0 2 1.4 0,078
DRBI1 *10 3 2,0 2 1.4 0,325
DRBI1 *11 17 11,5 14 9,4 0,284
DRBI1 *12 3 2,0 1 0,7 0,158
DRBI1 *13 7 4,7 11 7,4 0,166
DRBI1 *14 7 4,7 5 34 0,278
DRBI1 *#15 11 74 24 16,2 0,010
DRBI1 *16 13 8,8 17 11,5 0,220
ND 11 7.4 8 5,4 0,239
SE pozitivni 54 36,4 45 30,5 0,134
DERAA 24 16,2 25 16,8 0,438

ND — Nije definirano; SE (engl. shared epitope) — aleli zajednickog epitopa (zbroj *01, *04, *10 i
*14); DERAA — zastitni aleli (zbroj *11 1 *13)
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4.4. Klini¢ka obiljeZja pacijenata s reumatoidnim artritisom

Provedeno je odredivanje i usporedba titra protutijela (RF i anti-CCP), reaktanata akutne faze
(Sedimentacije i CRP), klinic¢ke aktivnosti bolesti (DAS28), funkcionalnog statusa (HAQ-Di)
i stupnja radioloskih promjena (Larsen) u pacijenata s RA s podrucja SK i pacijenata s RA s

podru¢ja ostatka SDZ i sve navedeno prikazano je u Tablici 12.

Tablica 12. Klinicka obiljezja pacijenata s RA

Obiljezja Sinjska kedina. - Ostaak 852
Sedimentacija eritrocita (mm/h), ¥+ SD* 33,460 + 18,84 30,108 + 10,02 0,168
CRP (mg/L), X + SD 18,462 + 13,07 12,124 £7,63 0,004
RF (IU/ml), ¥ + SD 112,742 + 159,60 87,493 £14442 0,235
RF pozitivni pacijenti, n (%) 47 (63,5) 43 (58,1) 0,251
Anti-CCP (U/ml), X + SD 146,064 +211,32 65,693 £94,70 0,013
Anti-CCP pozitivni pacijenti, n (%) 56 (75,7) 48 (64,9) 0,075
RF i anti-CCP pozitivni pacijenti, n (%) 43 (58,1) 36 (48,6) 0,124
DAS28, X + SD 5,213 +0,88 4,597 £0,757  <0,001
DAS28, n (%)

Slaba aktivnost bolesti (<3,2) 1 (1,4) 2 (2,7) 0,093

Umjerena aktivnost bolesti (3,2-5,1) 30 (40,5) 33 (44,6) 0,309

Jaka aktivnost bolesti (>5,1) 43 (58,1) 39 (52,7) 0,254
HAQ-Di, X + SD 1,727 +0,54 1,388 +0,52 <0,001
HAQ-Di, n (%)

Blaga do umjerena nesposobnost (0-1) 11 (14,9) 16 (21,6) 0,144

Umjerena do teza nesposobnost (1-2) 34 (45,9) 42 (56,8) 0,094

TezZa do vrlo teska nesposobnost (2-3) 29 (39,2) 16 (21,6) 0,010
Larsen, X + SD 76,838 +32,95 65,527 +£23,675 0,053

*X + SD — srednja vrijednost * standardna devijacija; CRP — C-reaktivni protein; RF — reumatoidni
faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela; DAS28 (engl. Disease Activity Score) — indeks
aktivnosti bolesti; HAQ-Di (engl. Health Assessment Questionnaire disability indeks) —indeks
funkcionalne sposobnosti

C-reaktivni protein znadajno je vii u pacijenata s podru¢ja SK nego iz ostatka SDZ (18,462 +

13,07 vs 12,124 + 7,63; P=0,004) kao i vrijednost indeksa DAS28 (5,213 + 0,88 vs 4,597 +
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0,757; P<0,001). Srednja vrijednost HAQ-D1 indeksa znac¢ajno je visa u pacijenata s podrucja
SK nego u pacijenata s podru¢ja ostatka SDZ (1,727 + 0,54 vs 1,388 + 0,52; P<0,001).
Znacajno vedi udio pacijenata s podru¢ja SK ima tezi do vrlo teski stupanj funkcionalne

nesposobnosti (39,19% vs 21,62%; P=0,010).

Od 74 pacijenta s RA s podrucja Sinjske krajine njih 47 (63,51%) su RF pozitivni, dok su
anti-CCP protutijela prisutna u 56 (75,68%) pacijenata. U 43 (58,11%) pacijenta s podrucja
ostatka SDZ pronaden je povisen titar RF, dok 48 (64,86%) pacijenata ima povisen titar anti-
CCP protutijela. Titar anti-CCP protutijela znacajno je visi u pacijenata s RA s podru¢ja SK
nego u pacijenata s podruéja ostatka SDZ (P=0,013).

U obje skupine oboljelih vecéi je udio seropozitivnih nego seronegativnih pacijenata, $to je

prikazano u Tablici 13.

Tablica 13. Prikaz seropozitivnih i seronegativnih pacijenata s RA u SK i ostatku SDZ

S Sinjska krajina Ostatak SDZ
Obiljezja (n=74) (n=74)

RF (IU/ml)

Negativan, n (%) 27 36,49 31 41,89

Pozitivan, n (%) 47 63,51 43 58,11
P vrijednost <0,001 0,024
Anti-CCP (U/ml)

Negativan, n (%) 18 24,32 26 35,13

Pozitivan, n (%) 56 75,68 48 64,87
P vrijednost <0,001 <0,001

RF — reumatoidni faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela
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4.5. Povezanost alela HLA-DRBI1 gena i teZine bolesti

Provedeno je istrazivanje povezanosti alela HLA-DRBI1 gena s titrom specifi¢nih protutijela,
klinickom aktivnosti bolesti, funkcionalnim statusom i radioloskim oste¢enjem u oboljelih od
RA s podruéja SK i oboljelih od RA s podrugja ostatka SDZ.

Za ispitivanje povezanosti alela HLA-DRB1 gena i navedenih parametara pacijenti su
podijeljeni u dvije skupine. U skupini SE pozitivni su svi pacijenti koji su nositelji jedne ili
dvije kopije alela zajednickog epitopa (SE/X i SE/SE) dok su u skupini SE negativni svi

pacijenti koji nisu nositelji alela zajednic¢kog epitopa (X/X), Sto je prikazano u Tablici 14.

Tablica 14. Raspodjela alela zajednickog epitopa u pacijenata s RA i kontrolnoj skupini

Ispitivana skupina Kontrolna skupina P
n=74 (%) n=80 (%)
Sinjska krajina
SE/SE 10 13,5 2 2,5 0,005
SE/X 34 45,9 24 30,0 0,020
XX 30 40,6 54 67,5 <0,001
Ostatak SDZ
SE/SE 1 1,3 1 1,3 0,487
SE/X 43 58,1 26 32,5 <0,001
XX 30 40,6 53 66,2 <0,001

SE (engl. shared epitope) — nositelji alela zajedniCkog epitopa; X — pacijenti koji nisu nositelji alela
zajednickog epitopa

Iz tablice raspodjele ucestalosti alela zajednickog epitopa moze se uociti da od ukupno 74
pacijenta s podruéja SK i 74 pacijenta s podru¢ja ostatka SDZ njih 44 (59,4%) nositelji su
jednog ili dva alela zajednic¢kog epitopa. Razlika je vidljiva u raspodjeli SE alela. Deset
(13,5%) pacijenata s RA s podrucja SK nositelji su dva alela zajednickog epitopa dok je samo
jedan pacijent (1,3%) s podrugja ostatka SDZ nositelj dva SE alela (P=0,002).

Medu nositeljima dva alela zajednikog epitopa s podru¢ja SK nema homozigota. Sest
pacijenata su HLA-DRB1#*01:01/%04:04 heterozigoti, jedan je HLA-DRBI1*04:04/*10
heterozigot, jedan je HLA-DRB1*04:04/*14 heterozigot, dva su HLA-DRB1*04:01/*14
heterozigoti i jedan je HLA-DRB1*04:05/*14 heterozigot. Pacijent s podruéja ostatka SDZ je
HLA-DRB1*#01:01/%04:04 heterozigot.
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Usporedba povezanosti HLA-DRBI1 alela zajednickog epitopa i protutijela u populaciji
oboljelih od RA prikazana je u Tablici 15 te na Slikama 5 1 6.

Tablica 15. Povezanost HLA-DRBI1 alela zajednickog epitopa i protutijela (anti-CCP i RF) u
pacijenata s RA

Sinjska krajina Ostatak SDZ p*
SE status (5541) (353(_)) P (5542) (3536) P
Anti-CCP+, n(%) 40(90,9) 16(53,3) <0,001 32(72,7) 16(53,3) 0,136 0,014
Anti-CCP—,n (%) 4(9,1) 14 (46,7) 12(27.3) 14 (46,7)
RF +, n (%) 35(79,5) 12 (40,0) 0,001 26(59,1) 17(56,7) 1,000 0,004
RF —, n (%) 9 (20,5) 18 (60,0) 18 (40,9) 13 (43,3)

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa; RF — reumatoidni faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela
*Statisticka zna¢ajnost razlika izmedu SE pozitivnih pacijenata SK i ostatka SDZ

Ukupno 90,9% pacijenata s RA s podruc¢ja SK koji su nositelji alela zajedni¢kog epitopa
imaju poviSene vrijednosti anti-CCP, dok 53,3% SE negativnih pacijenata ima poviSene
vrijednosti anti-CCP (P<0,001). U ostatku SDZ 72,7% SE pozitivnih 1 53,3% SE negativnih
pacijenata ima poviSene vrijednosti anti-CCP protutijela (P=0,136). Nadalje, SE pozitivni
pacijenti s podruc¢ja SK imaju ¢eS¢e povisenu vrijednost anti-CCP u odnosu na SE pozitivne

pacijente s podruéja ostatka SDZ (P=0,014).

PoviSene vrijednosti RF ima 35 (79.5%) SE pozitivnih i 12 (40,0%) SE negativnih pacijenata
s podrugja SK (P=0,001). U ostatku SDZ povisene vrijednosti RF ima 26 (59,1%) SE
pozitivnih i 17 (56,7%) SE negativnih pacijenata (P=1,00). SE pozitivni pacijenti s podrucja
SK imaju ceS¢e poviSene vrijednosti RF u odnosu na SE pozitivne pacijente s podrucja

ostatka SDZ (P=0,004).
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Slika 5. Povezanost HLA-DRBI alela zajednickog epitopa i anti-CCP protutijela u pacijenata s RA.
anti-CCP — anticitrulinska protutijela; SK — Sinjska krajina; oSDZ — ostatak Splitsko-dalmatinske
zupanije; SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu
nositelji alela zajedniCkog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija.
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Slika 6. Povezanost HLA-DRBI1 alela zajednickog epitopa i RF u pacijenata s RA.
RF — reumatoidni faktor; SK — Sinjska krajina; 0SDZ — ostatak Splitsko-dalmatinske Zupanije; SE +
(engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji alela

zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.
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Povezanost HLA-DRB1 alela zajednickog epitopa i aktivnosti bolesti mjerene DAS28

indeksom u pacijenata s RA prikazana je u Tablici 16 i na Slici 7.

Tablica 16. Povezanost HLA-DRBI alela zajednickog epitopa i DAS28 indeksa u pacijenata
s RA

Sinjska krajina Ostatak SDZ
SE + SE — SE + SE —
SE status P P P*

(n=44) (n=29)+ (n=43)f  (n=29)%
DAS28 aktivnost
Umjerena, n (%) 7(15,9) 23 (79,3) 18 (41,9) 28 (96,5)

<0,001 <0,001

Jaka, n (%) 37 (84,1) 6 (20,7) 25 (58,1) 1(@3.,5) 0,043

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa; DAS28 — indeks aktivnosti bolesti

*StatistiGka zna¢ajnost razlika izmedu SE pozitivnih pacijenata SK i ostatka SDZ

+1z analize iskljucen jedan pacijent sa slabom aktivnosti bolesti

Jaka aktivnost bolesti, mjerena DAS28 indeksom, znacajno je ucestalija u SE pozitivnih
pacijenta u odnosu na SE negativne pacijente s podru¢ja SK i s podru¢ja ostatka SDZ
(P<0,001; P<0,001). Nadalje, SE pozitivni pacijenti (84,1%) s podru¢ja SK ceSce imaju jacu
aktivnost bolesti u odnosu na SE pozitivne pacijente (58,1%) s podruéja ostatka SDZ

(P=0,043).

53



——————— P<0,001 ——————
I P<0,001 1 — P<0,001 ——
B L
L S
5 E
e . i)
i)
i)
— 4r A
= —_—
o
&
< 3
0
2 L
1 L
D i i ‘I 5 i
SK SE- SK SE+ 058D7Z SE- 05DZ SE+
(n=30) (n=44) (n=30) (n=44)

Slika 7. Povezanost HLA-DRBI alela zajednickog epitopa i vrijednosti DAS28 indeksa u pacijenata s
RA. DAS28 — indeks aktivnosti bolesti; SK — Sinjska krajina; 0SDZ — ostatak Splitsko-dalmatinske
zupanije; SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu
nositelji alela zajedniCkog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija.
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Promatraju¢i povezanost SE statusa i ocjene HAQ-Di indeksa kojim se procjenjuje
funkcionalni status pacijenata moze se uo€iti da 25 SE pozitivnih pacijenata (56,8%) s
podrucja SK ima tezi do vrlo teski stupanj funkcionalne nesposobnosti kao Sto je prikazano u
Tablici 17.

Ukupno 23 SE pozitivna pacijenta (52,3%) s podruéja ostatka SDZ imaju umjereni do tezi
stupanj funkcionalne nesposobnosti. Tezi do vrlo teski stupanj funkcionalne nesposobnosti
¢es¢i je u SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja SK nego u SE pozitivnih pacijenata s podrucja

ostatka SDZ (56,8% vs 18,2%; P<0,001).

Tablica 17. Povezanost HLA-DRBI1 alela zajednickog epitopa i HAQ-Di indeksa u
pacijenata s RA

Sinjska krajina Ostatak SDZ
SE + SE — SE + SE —
SE status p*
(n=44) (n=30) (n=44) (n=30)

HAQ-Di nesposobnost

Blaga-umjerena,n (%) 4(9,1) 7(23,3) 13(29,5) 3(10,0) 0,007
Umjerena-teza, n (%) 15 (34,1) 19(63,3) 23(52,3) 19(63,3) 0,042
Teza-vrlo teska, n (%) 25(56,8) 4 (13,4) 8(18,2)  8(26,7) <0,001

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa; HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti
*Statisticka zna¢ajnost razlika izmedu SE pozitivnih pacijenata SK i ostatka SDZ
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Povezanost HLA-DRBI alela zajednickog epitopa i vrijednosti HAQ-Di indeksa u pacijenata
s RA prikazana je na Slici 8.
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Slika 8. Povezanost HLA-DRBI1 alela zajedni¢kog epitopa i vrijednosti HAQ-Di indeksa u pacijenata
s RA. HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti; SK — Sinjska krajina; 0SDZ — ostatak Splitsko-
dalmatinske Zupanije; SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajedni¢kog epitopa; SE —, pacijenti
koji nisu nositelji alela zajedni¢kog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija.
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U Tablici 18 i na Slici 9 prikazana je povezanost HLA-DRBI1 alela zajednickog epitopa i

stupnja radioloskih promjena prema Larsenu u oboljelih od RA.

Tablica 18. Povezanost HLA-DRBI alela zajednic¢kog epitopa 1 Larsena u pacijenata s RA

Sinjska krajina Ostatak SDZ
SE + (n=44) SE + (n=44)
VS VS
SE — (n=30) SE — (n=30)
Z P Z 3 p
Larsen 2,19 0,028 0,40 0,683 0,003

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa
*Statistitka zna¢ajnost razlika izmedu SE pozitivnih pacijenata SK i ostatka SDZ

SE pozitivni pacijenti s RA s podruc¢ja SK imaju znacajno veéi stupanj radioloskih promjena
od SE negativnih pacijenta (P=0,028). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u vrijednosti
Larsen skora izmedu SE pozitivnih i SE negativnih pacijenata s RA s podru¢ja ostatka SDZ
(P=0,683). Nadalje, SE pozitivni pacijenti s podru¢ja SK imaju izraZenije radioloske

promjene od SE pozitivnih pacijenata s RA s podrugja ostatka SDZ (P=0,003).
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Slika 9. Povezanost HLA-DRBI1 alela zajedni¢kog epitopa i Larsena u pacijenata s RA.
SK — Sinjska krajina; 0SDZ — ostatak Splitsko-dalmatinske Zupanije; SE + (engl. shared epitope) —
nositelji alela zajedni¢kog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji alela zajedni¢kog epitopa.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.

4.6. Pusenje, anti-CCP i SE status

Ukupno 44,59% pacijenata s RA s podruéja SK i 32,43% pacijenata s podruéja SDZ su
pusaci. Nije uvrdena znaCajna razlika u zastupljenosti pusSaca izmedu RA pacijenata s
podru¢ja SK i SDZ. U SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja SK nije utvrdena znacajna razlika
u zastupljenosti pusaca (n=21) u odnosu na nepusace (n=23) (P=0,319). Utvrdena je znacajno
veca zastupljenost nepusaca (n=28) u odnosu na puSace (n=16) u SE pozitivnih pacijenata s
podru¢ja SDZ (P=0,005). Nije dokazana zna¢ajna razlika u zastupljenosti pusaca izmedu SE
pozitivnih pacijenata s podru¢ja SK i ostatka SDZ (P=0,141).

U istraZivanju povezanosti puSenja, anti-CCP i SE statusa nije dokazana znacajna razlika u

titru anti-CCP protutijela izmedu SE pozitivnih puSaca i nepusaca s podrucja SK (P=1,000),
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dok SE pozitivni pusaéi s podru¢ja SDZ imaju znagajno visi titar anti-CCP protutijela od SE

pozitivnih nepusaca (P=0,001).

4.7. Raspodjela podtipova HLA-DRB1*%04 alela

Provedena je analiza podtipova HLA-DRB1*04 alela u pacijenata s RA s podrucja SK i s
podru¢ja ostatka SDZ te kontrolnih skupina. Rezultati su prikazani u Tablici 19.

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji podtipova alela HLA-DRB1*04 izmedu
pacijenata s RA i kontrolne skupine. Alel HLA-DRB1*04:01 najucestaliji je alel u pacijenata
s RA s podrugja SK (63,0%) i u pacijenata s podru¢ja ostatka SDZ (76,9%). lako veéi broj
pacijenata s podruc¢ja SK ima HLA-DRB1*04:01 i *04:04 alele ta razlika u odnosu na
pacijente s podrugja ostatka SDZ nije statisti¢ki znacajna (P=0,191; P=0,167).

Tablica 19. Ucestalost podtipova alela HLA-DRB1*04 u pacijenata s RA i kontrolnoj

skupini
Sinjska krajina Ostatak SDZ p*
HLA-DRB1*04 RA Kontrolna RA Kontrolna
o skupina P skupina P
podtipovi (n=27) (n=8) (n=13) (n=11)

DRB1#04:017 17(63,00  5(62,5 0489 10(769) 654,50 0,123 0,191
DRB1#04:04+ 8(29.6)  3(37.5) 0336 2(154) 5@55 0,053 0,167
DRB1#04:051 2 (7.4) 00,00 0214 1(7,7) 0 (0,0) 0,173 0,487

tRezultati su prikazani kao apsolutna brojcana vrijednost (n) i postotak n(%)
*#Statisticka zna¢ajnost razlika izmedu pacijenata SK i ostatka SDZ
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4.8. Povezanost alela HLA-DRB1*04:01 i *04:04 i tezine bolesti

U ispitivanju povezanosti podtipova HLA-DRB1*04 alela s protutijelima (RF i anti-CCP),
aktivnosti bolesti (DAS28), funkcionalnim statusom (HAQ-Di) i stupnjem radioloskih
promjena (Larsen), zbog male veli¢ine uzorka koja je onemogucavala adekvatnu analizu
podataka, testiranje je radeno sa zbrojem podtipova alela HLA-DRB1*04:01 i HLA-
DRB1*04:04.

Rezultati Mann-Whitney U testa koji prikazuju povezanost navedenih alela 1 parametara u

pacijenata s RA s podruc¢ja SK prikazani su u Tablici 20.

Tablica 20. Povezanosti alela HLA-DRB1*04:01 i *04:04 s protutijelima (RF i anti-CCP),
aktivnosti bolesti (DAS28), funkcionalnim statusom (HAQ-Di) i stupnjem radioloskog

ostecenja (Larsen) u pacijenata s podrucja Sinjske krajine

aleli*04:01 i *04:04 (n=16)1 aleli*04:01 i *04:04 (n=16)1
.. .. VS VS
Sinjska krajina ostali SE + aleli (n=18)+ SE — aleli (n=30)
Z P Z P

RF (IU/ml) 1,94 0,051 3,50 <0,001
anti-CCP (U/ml) 2,96 0,003 5,02 <0,001
DAS28 3,26 0,001 4,83 <0,001
HAQ-Di 3,57 <0,001 4,12 <0,001
Larsen 1,32 0,184 2,12 0,033

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa; RF — reumatoidni faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela; DAS-28 —
indeks aktivnosti bolesti; HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti

+1z testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela

Pacijenti s podru¢ja SK koji su nositelji alela HLA-DRB1#04:01 i HLA-DRB1*04:04 imaju
vecu vrijednost anti-CCP-a (P=0,003), vecu aktivnost bolesti mjerenu DAS28 indeksom
(P=0,001) i ve¢i stupanj funkcionalne nesposobnosti mjerene HAQ-Di indeksom (P<0,001) u

odnosu na pacijente koji su nositelji ostalih alela zajedni¢kog epitopa.
Pacijenti s podrucja SK koji su nositelji alela HLA-DRB1#*04:01 i HLA-DRB1*04:04 imaju

vecu vrijednost RF (P<0,001), anti-CCP-a (P<0,001), vecu aktivnost bolesti mjerenu DAS28

indeksom (P<0,001), ve¢i stupanj funkcionalne nesposobnosti mjerene HAQ-Di indeksom
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(P<0,001) 1 tezi stupanj radioloSkog oStecenja prema Larsenu (P=0,033) u odnosu na

pacijente koji su nositelji SE negativnih alela.

Na Slikama 10, 11 1 12 prikazana je povezanost alela HLA-DRB1*04:01 1 *04:04 s titrom
anti-CCP protutijela, DAS 28 i HAQ-Di indeksom u pacijenata s podrucja SK.
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Slika 10. Titar anti-CCP protutijela usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*#04:01 i
*04:04 pozitivnih pacijenata i ostalih SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja Sinjske krajine.

anti-CCP — anticitrulinska protutijela; SE (engl. shared epitope) — nositelji alela zajedni¢kog epitopa.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti

nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 11. Vrijednost DAS28 indeksa usporedena Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*04:01

i *04:04 pozitivnih pacijenata i ostalih SE pozitivnih pacijenata s podruc¢ja Sinjske krajine. DAS-28 —

indeks aktivnosti bolesti; SE (engl. shared epitope) — nositelji alela zajedni¢kog epitopa. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. *Iz testiranja isklju¢eni pacijenti nositelji dva

SE pozitivna alela.
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Slika 12. Stupanj funkcionalne sposobnosti usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-
DRB1*#04:01 i *04:04 pozitivnih pacijenata i ostalih SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja Sinjske
krajine. HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti; SE (engl. shared epitope) — nositelji alela
zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.

*]z testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slike 13, 14, 15, 16 i 17 prikazuju povezanost alela HLA-DRB1#04:01 i *04:04 s titrom RF,
anti-CCP protutijela, DAS 28, HAQ-Di indeksom i Larsenom u odnosu na SE negativne alele

u pacijenata s podrucja SK.
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Slika 13. Titar RF usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1%04:01 i *04:04 pozitivnih
pacijenata i SE negativnih pacijenata s podru¢ja Sinjske krajine. RF — reumatoidni faktor; SE
negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu nositelji alela zajednickog epitopa. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva

SE pozitivna alela.
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Slika 14. Titar anti-CCP protutijela usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*#04:01 i
*04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podrucja Sinjske krajine. anti-CCP —
anticitrulinska protutijela; SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu nositelji alela
zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.

*]z testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 15. Vrijednost DAS28 indeksa usporedena Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*04:01

i *04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podrucja Sinjske krajine. DAS-28 — indeks

aktivnosti bolesti; SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu nositelji alela zajednickog

epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. *Iz testiranja iskljuc¢eni

pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 16. Stupanj funkcionalne sposobnosti usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-
DRB1#04:01 i *04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podrucja Sinjske krajine.
HAQ-Di - indeks funkcionalne sposobnosti; SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu
nositelji alela zajedniCkog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 17. Stupanj radioloskih promjena prema Larsenu usporeden Mann-Whitney U testom izmedu
HLA-DRB1*04:01 i *04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podrucja Sinjske
krajine. SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu nositelji alela zajedni¢kog epitopa.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti

nositelji dva SE pozitivna alela.
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Rezultati Mann-Whitney U testa koji prikazuju povezanost alela HLA-DRB1*04:01 i *04:04

i klini¢kih obiljeZja bolesti u pacijenata s RA s podru¢ja SDZ prikazani su u Tablici 21.

Tablica 21. Povezanosti alela HLA-DRB1#04:01 1 *04:04 s protutijelima (RF i anti-CCP),

aktivnosti bolesti (DAS28), funkcionalnim statusom (HAQ-Di) i1 stupnjem radioloskog

ostecenja (Larsen) u pacijenata s podruja ostatka SDZ

aleli*04:01 1 *04:04 (n=11)7F

aleli*04:01 1 *04:04 (n=11)F

Ostatak SDZ ostali SE + aleli (n=32)7 SE — aleli (n=30)
7 p 7 p
RF (IU/ml) 0,00 1,000 0.11 0,906
anti-CCP (U/ml) 2,07 0,038 348 <0,001
DAS28 3,68 <0,001 478 <0,001
HAQ-Di 2,49 0,012 0,55 0,576
Larsen 0,04 0,966 0,27 0,779

SE + (engl. shared epitope) — nositelji alela zajednickog epitopa; SE —, pacijenti koji nisu nositelji
alela zajednickog epitopa; RF — reumatoidni faktor; anti-CCP — anticitrulinska protutijela; DAS-28 —

indeks aktivnosti bolesti; HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti
t1z testiranja iskljuCeni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela

Pacijenti s podrudja ostatka SDZ koji su nositelji alela HLA-DRB1#04:01 i HLA-

DRB1*#04:04 imaju vecu vrijednost anti-CCP-a (P=0,038), vecu aktivnost bolesti mjerenu

DAS28 indeksom (P<0,001), ve¢i stupanj funkcionalne nesposobnosti mjerene HAQ-Di

indeksom (P< 0,012) u odnosu na pacijente koji su nositelji ostalih alela zajednickog epitopa.

Pacijenti s podru¢ja ostatka SDZ koji su nositelji alela HLA-DRB1#04:01 i HLA-

DRB1*04:04 imaju vecu vrijednost anti-CCP-a (P<0,001) 1 ve¢u aktivnost bolesti mjerenu

DAS28 indeksom (P<0,001) u odnosu na pacijente koji su nositelji SE negativnih alela.
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Na Slikama 18, 19 i 20 prikazana je povezanost alela HLA-DRB1*04:01 i *04:04 s titrom
anti-CCP protutijela, DAS 28 i HAQ-Di indeksom u pacijenata s RA s podrugja ostatka SDZ.
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Slika 18. Titar anti-CCP protutijela usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*04:01 i
*04:04 pozitivnih pacijenata 1 ostalih SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja ostatka Splitsko-
dalmatinske zupanije. anti-CCP — anticitrulinska protutijela; SE (engl. shared epitope) — nositelji alela
zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.

*Iz testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 19. Vrijednost DAS28 indeksa usporedena Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*04:01
i *04:04 pozitivnih pacijenata i ostalih SE pozitivnih pacijenata s podrucja ostatka Splitsko—
dalmatinske zupanije. DAS-28 — indeks aktivnosti bolesti; SE (engl. shared epitope) — nositelji alela
zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna devijacija.

*1z testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 20. Stupanj funkcionalne sposobnosti usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-
DRB1*#04:01 i *04:04 pozitivnih pacijenata i ostalih SE pozitivnih pacijenata s podru¢ja ostatka
Splitsko — dalmatinske Zupanije. HAQ-Di — indeks funkcionalne sposobnosti; SE (engl. shared
epitope) — nositelji alela zajednic¢kog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +

standarna devijacija. *1z testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Na Slikama 21 i 22 prikazana je povezanost alela HLA-DRB1*04:01 i *04:04 s titrom anti-
CCP protutijela i DAS 28 indeksa u odnosu na SE negativne alele.
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Slika 21. Titar anti-CCP protutijela usporeden Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1#04:01 i
*04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podruc¢ja ostatka Splitsko—dalmatinske
zupanije. anti-CCP — anticitrulinska protutijela; SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji
nisu nositelji alela zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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Slika 22. Vrijednost DAS28 indeksa usporedena Mann-Whitney U testom izmedu HLA-DRB1*04:01
i *04:04 pozitivnih pacijenata i SE negativnih pacijenata s podrucja ostatka Splitsko—dalmatinske
zupanije. DAS-28 — indeks aktivnosti bolesti; SE negativni (engl. shared epitope) — pacijenti koji nisu
nositelji alela zajednickog epitopa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standarna

devijacija. *Iz testiranja iskljuceni pacijenti nositelji dva SE pozitivna alela.
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5. RASPRAVA

5.1. Prevalencija reumatoidnog artritisa u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji

Ovo istrazivanje po prvi put u Hrvatskoj ispituje 1 usporeduje prevalenciju te klinicka i
laboratorijska obiljeZja RA u pripadnika definiranoga zemljopisnog podrué¢ja SDZ za koje je
u klini¢kom praéenju primijeceno da vrlo &esto imaju teski oblik RA. Prevalencija RA u SDZ
je 0,24%, s rasponom od 0,23% do 0,27% u pojedinim regijama SDZ.

Poznato je da se prevalencija RA razlikuje u razli¢itim etnickim skupinama, pa ¢ak i1 unutar
iste zemlje. Prevalencija RA varira diljem europskih zemalja. Visa je u zemljama sjeverne
nego u zemljama juzne Europe, pokazujuéi gradijent sjever-jug (9). Tako je prevalencija RA
u Svedskoj 0,51%, u Litvi 0,55%, u Finskoj 0,80%, u Engleskoj 0,81% (156-159).
Prevalencija RA u zemljama juZne Europe iznosi 0,31% u Francuskoj, 0,33% u Italiji, 0,34%
u Srbiji, a 0,38% u Turskoj (10,11,160,161). Osim nize prevalencije, pacijenti iz zemalja
juzne Europe, a posebno iz mediteranskog podrucja, imaju blazi oblik bolesti s manje
vanzglobnih obiljezja. Pretpostavlja se da uz genetske ¢imbenike, mediteranska prehrana i
klimatski ¢imbenici imaju zastitni u¢inak na razvoj i teZinu bolesti (7,9).

Rezultati ovog istrazivanja, u skladu s prethodno iznesenim, pokazuju nisku prevalenciju RA
medu odraslim stanovnicima SDZ, regije koja pripada Mediteranu.

Razlike u prevalenciji i incidenciji RA izmedu populacija razlicitih regija mogu se objasniti
izloZenoS¢u razli¢itim ¢imbenicima okoliSa, klimatskim utjecajima i razli¢itim ucincima
genetskih ¢imbenika (13,162,163). Ipak, vaZzno je napomenuti da usporedivanje prevalencija
ima odredena ograni¢enja 1 to zbog primjene razli¢itih dijagnostickih kriterija, razlike u
metodologiji prikupljanja podataka i prikaza rezultata istrazivanja (5,164). Osim gradijenta
prevalencije sjever-jug 1 razlike medu pojedinim zemljama, mnoga epidemioloSka
istrazivanja RA ukazala su na regionalne razlike u prevalenciji bolesti unutar iste zemlje
(12,165). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da prevalencija RA medu stanovnicima
Sinjske krajine iznosi 0,27% te je neSto visa, iako ne statisticki znacajno u usporedbi s
ukupnom prevalencijom medu stanovnicima SDZ (0,24%) i ostalih regija SDZ (155).

Prema literaturi, prevalencija RA je tri puta ¢eS¢a u Zena nego u muskaraca (8). Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su vecu prevalenciju RA medu Zenama, $to je rezultiralo omjerom
izmedu Zena 1 muSkaraca 5,5:1. Slicni rezultati dobiveni su u Francuskoj (5,6:1), Italiji
(4,8:1), Turskoj (5,1:1) te Spanjolskoj (4:1) (10-12,161). Takoder je poznato da se razlika u

prevalenciji izmedu spolova smanjuje u starijim dobnim skupinama (1,8), $to je potvrdeno i
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rezultatima ovog istraZivanja. Naime, u populaciji oboljelih SDZ najmanja razlika u
prevalenciji RA izmedu Zena i muskaraca bila je u dobnoj skupini od > 80 (2,2:1). Nadalje,
poznato je da se prevalencija RA povecava s dobi (1,8). Sli¢ni rezultati dobiveni su u ovom
istrazivanju u kojem se pokazalo kako porast prevalencije zapocinje u dobi od 40-49 godina,

najvisa je bila u dobi od 70-79 godina, a nakon toga pokazuje tendenciju pada.

5.2. Raspodjela alela HLA-DRB1 gena u ispitivanoj populaciji

Razlike u prevalenciji i incidenciji RA u razliitim etnickim skupinama mogu se dijelom
objasniti razlic¢itom ucestalos¢u i tipom HLA-DRBI rizi¢nih alela u pojedinim populacijama.
Reumatoidni artritis povezan je s nekoliko HLA-DRBI1 alela (DRB1*01:01, DRB1*01:02,
DRB1*04:01, DRB1*¥04:04, DRB1*04:05, DRB1*04:08, DRB1*10:01 i DRB1*14:02) koji
su poznati kao aleli zajednickog epitopa (31,166).

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su da oboljeli od RA imaju viSu ucestalost alela
zajednickog epitopa (SE pozitivni) u odnosu na kontrolnu zdravu populaciju, ali i da postoje
razlike u ucestalosti SE alela u istraZivanoj populaciji. Naime, u Sinjskoj krajini je alel HLA-
DRB1*04 ¢es¢i u pacijenata s RA nego u zdravih ispitanika (18,24% vs 6,25%), a u ostatku
SDZ je alel HLA-DRB1*01 ¢e$éi u pacijenata s RA nego u zdravih ispitanika (16,22% vs
7,50%). Nadalje, alel HLA-DRB1*04 je ¢es¢i u pacijenata s RA s podrucja Sinjske krajine
nego u pacijenata s RA s podru¢ja ostatka SDZ (18,24% vs 9,46%), dok je alel HLA-
DRB1*01 gotovo podjednako zastupljen u obje skupine oboljelih.

U istrazivanju pojavnosti gena HLA razreda II u pacijenata s RA utvrdena je povezanost
HLA-DRB1*01 alela s nastankom RA dok nije utvrdena povezanost HLA- DRB1*04 alela i
RA u hrvatskoj populaciji (49). U studiji raspodjele HLA-DRB1 gena u hrvatskih bolesnika s
artritisom (nediferencirani, rani i razvijeni RA) kao najce$¢i predisponirajuci alel utvrden je
*01:01 (43,3%), potom *04:01 (17,7%) i *04:04 (10%) (167). Rezultati ovog istrazivanja
pokazali su da je alel HLA-DRB1*01 najucestaliji predisponirajuci alel u pacijenata s RA s
podrudja ostatka SDZ, §to je u skladu s rezultatima dobivenim pri istraZivanju pacijenata s
RA u Hrvatskoj. Iako je ucestalost alela HLA-DRB1*01 u Sinjskoj populaciji oboljelih od
RA visoka, najzastupljeniji alel u toj populaciji ipak je HLA-DRB1*04.

HLA-DRB1*#01:01 i HLA-DRB1*10:01, §to se podudara s opisanom ucestalos¢u alela u
SDZ, podruéju Hrvatske koja zemljopisno pripada mediteranskim zemljama (9,48-50,167).
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Povezanost RA s razli¢itim alelima zajednickog epitopa u dvije skupine oboljelih od RA u
SDZ potvrduje da se raspodjela i udestalost rizi¢nih alela razlikuju u razli¢itim skupinama
unutar iste zemlje. Reviron i sur. proveli su istrazivanje povezanosti HLA-DRBI1 alelai RA u
pacijenata s RA u tri zemljopisna podruc¢ja Francuske. U sva tri podru¢ja 80% pacijenata su
nositelji alela zajednickog epitopa. Medutim, raspodjela alela zajednickog epitopa nije ista. U
Rennesu, u zapadnoj Francuskoj, alel HLA-DRB1*04:01 najucestaliji je SE pozitivni alel. S
druge strane, u Marseilleu, u Jugoisto¢noj Francuskoj, alel HLA-DRB1*01 najces¢i je SE-
pozitivni alel u pacijenata s RA. U Besanconu, u sjeveroisto¢noj Francuskoj, najéesé¢i SE
pozitivni alel je HLA-DRB1*01:01, a neSto manje je zastupljen HLA-DRB1*04:01 (168).
Istrazivanja provedena u populaciji oboljelih od RA u juznoj Spanjolskoj utvrdila su
povezanost alela HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*10:01 i HLA-DRB1*04:05 s RA (39,169,
170). U populaciji oboljelih od RA u pokrajini Lugo u sjeverozapadnom dijelu Spanjolske
najucestaliji je alel HLA-DRB1*04:01 (39,171).

Slicno, u populaciji oboljelih od RA isto¢ne Crnomorske regije Turske utvrdena je
povezanost RA s alelima HLA-DRB1*01, *04 i *09 (172), dok je u jugoistocnoj Anatoliji
RA povezan s HLA-DRB1*10 alelom (173). Aleli HLA-DRB1*01:01 i HLA-DRB1*10:01
povezani su s RA u Grckoj 1 Izraelskoj populaciji (47,174), a u populaciji oboljelih od RA u
Italiji najucestali su aleli HLA-DRB1*01 i HLA-DRB1*04 (48,175).

Aleli HLA-DRB1%*04:01, HLA-DRB1*04:04 i HLA-DRBI1*04:08 najucestaliji su u
pacijenata s RA u zemljama sjeverne i zapadne Europe. Aleli HLA-DRB1*04:01 i HLA-
DRB1*04:04 najucestaliji su pacijenata s RA u zemljama Sjeverne Amerike, dok je alel
HLA-DRB1%14:02 najucestaliji u Indijanaca (9,46,47,174). HLA-DRB1*04:05 alel naj¢esci
je u populaciji oboljelih od RA u zemljama Istocne Azije (176).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je u pacijenata s RA s podrudja ostatka SDZ
znacajno visa zastupljenost alela HLA-DRB1*15 nego u populaciji oboljelih s podru¢ja SK
(16,22% vs 7,43%), §to se Cini prilicno zanimljivim s obzirom da alel HLA-DRB1*15 ne
pripada alelima zajednickog epitopa te se stoga ne povezuje s RA (52,54,177). Ipak,
pretpostavlja se da bi mehanizam razli¢it od teorije zajednickog epitopa mogao objasniti
povezanost alela HLA-DRB1*15 s RA starije dobi opisanog u Japanskoj populaciji (177).
Takoder istrazivanja provedena u Svedskoj i Madarskoj pokazala su da HLA-DRB1*15
pozitivni pacijenti imaju vise razine anti-CCP protutijela te je povecana proizvodnja anti-
CCP protutijela povezana s HLA-DRB1*15 pozitivnos$¢u u pacijenata s RA (27,52,54).
Brojne studije dokazale su da pojedini aleli HLA-DRB1 gena smanjuju rizik nastajanja RA

(33,178). Rezultati ovog istrazivanja utvrdili su da su DERAA aleli zna¢ajno viSe zastupljeni
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u zdravoj populaciji SK i SDZ te je pokazano da je alel HLA-DRB1*11 moguéi zatitni alel
za nastajanje RA u populaciji s podru¢ja ostatka SDZ, dok je alel HLA-DRB1*13 moguéi
zaStitni alel u populaciji Sinjske krajine. U hrvatskoj populaciji alel HLA-DRB1*11 moguc¢i
je zastitni alel za razvitak RA (49). Rezultati sli¢ni rezultatima ovog istrazivanja opisani su u
populaciji Francuske, Spanjolske, Turske, Madarske, Norveske, Svedske i Nizozemske

(27,34,46,172).

5.3. Povezanost alela HLA-DRBI1 gena i teZine bolesti

U visegodisnjoj klinickoj praksi na Klinickom odjelu za reumatologiju i klini¢ku imunologiju
Klinike za unutarnje bolesti i Zavodu za fizikalnu medicinu i rehabilitaciju s reumatologijom
KBC Split, primijeceno je da velik broj oboljelih od RA s podrucja Sinjske krajine ima teZi,
brzo napredujuci, erozivni oblik bolesti, Sto su potvrdili rezultati ovog istrazivanja u kojem je
odredivana vrijednosti reaktanata akutne faze, titar specificnih protutijela za RA, klinicka

aktivnost bolesti, funkcionalni status i stupanj radioloskih promjena u oboljelih.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su C-reaktivni protein i titar anti-CCP protutijela
znadajno visi u pacijenata s RA s podrudja SK nego u pacijenata s podrudja ostatka SDZ.
Takoder, aktivnost bolesti mjerena DAS28 indeksom 1 srednja vrijednost indeksa
funkcionalne sposobnosti (HAQ-D1i) znacajno su vece u pacijenata s RA s podruc¢ja SK nego
u pacijenata s podruéja ostatka SDZ. Osim toga, medu pacijentima s podrudja SK ve¢i je udio
pacijenata koji prema HAQ-Di indeksu ima tezu do vrlo teSku funkcionalnu nesposobnost.
lako stupanj radioloSkih promjena nije znacajno visi u pacijenata s podrucja SK, zabiljezena
je visa vrijednost Larsen skora u ovoj populaciji.

Prema svjetskim istraZivanjima tezina bolesti u oboljelih od RA povezana je s alelima
zajednickog epitopa, osobito s HLA-DRB1*04 alelom, znatno rjede s alelima HLA-
DRB1*01 i HLA-DRB1*10. Dodatni ¢imbenici rizika za nastajanje teSkog, erozivnog oblika
bolesti su poviSena vrijednost anti-CCP protutijela, poviSen reumatoidni faktor i povisSeni
reaktanti akutne faze, posebno C-reaktivni protein (37,179-181).

Osim toga, aleli zajednickog epitopa, prvenstveno HLA-DRB1*04 alel i njegovi podtipovi
HLA-DRB1*#04:01, *04:04, *04:05 i *04:08 povezani su s nastajanjem anti-CCP-a, $to je
dokazano u istrazivanjima koja su provedena u zemljama sjeverne i1 juzne Europe. Ta je

povezanost znatno manje izrazena u nositelja HLA-DRB1*01 alela (22,43,45,46,48).
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Brojna istrazivanja provedena u mediteranskim zemljama ukazala su da pacijenti s RA iz
mediteranskih zemalja imaju blazi, sporo napredujuci oblik bolesti u odnosu na pacijente iz
zemalja sjeverne Europe $to se povezuje s niskom ucestalos¢u HLA-DRB1*04 alela i veCom
zastupljenoSc¢u alela HLA-DRB1*01 i HLA-DRB1*10 u pacijenata s RA u ovim zemljama
(9, 48-50,182,183).

Povecana ucestalost alela HLA-DRB1*04 u pacijenata s RA s podru¢ja SK i niza ucestalost u
pacijenata s RA s podrugja ostatka SDZ mogla bi objasniti ove znadajne razlike u teZini
bolesti koje su uocene u pacijenata s RA s podru¢ja Sinjske krajine, stoga je provedeno
daljnje istrazivanje povezanosti alela zajednickog epitopa (SE+) s navedenim obiljeZjima
bolesti.

Dokazano je da su jednak broj pacijenta s RA (44; 59,46%) s podru¢ja SK i s podrucja
ostatka SDZ nositelji jednog ili dva alela zajedni¢kog epitopa. Medutim, vidljiva je razlika u
raspodjeli SE alela. Deset pacijenata s RA s podruc¢ja SK nositelji su dva alela zajedni¢kog

epitopa, dok je samo jedan pacijent s podrugja ostatka SDZ nositelj dva SE pozitivna alela.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju prethodne dokaze povezanosti pojedinih HLA-DRB1
alela i stvaranja autoprotutijela u RA. Ovim istraZzivanjem dokazana je pozitivna povezanost
HLA-DRB1 SE pozitivnih alela i nastajanja autoprotutijela u pacijenata s RA s podrucja
Sinjske krajine. Znacajno veci broj SE pozitivnih pacijenata s podrucja SK ima poviSen titar
RF 1 anti-CCP protutijela, dok ta povezanost nije dokazana u SE pozitivnih pacijenata s
podrugja ostatka SDZ. Nadalje, SE pozitivni pacijenti s podru¢ja SK imaju &eée povisenu
vrijednost RF i anti-CCP u odnosu na SE-pozitivne pacijente s podrudja ostatka SDZ
(P=0,004, P=0,014).

Nedvojbena povezanost HLA-DRB1 SE pozitivnih alela i anti-CCP-a dokazana je u
istrazivanjima koja su provedena u europskim zemljama i zemljama Sjeverne Amerike (125,
184-187). S druge strane, povezanost HLA-DRB1 SE pozitivnih alela 1 RF u nekim je
istrazivanjima dokazana, a u drugima nije (60,186).

Poznato je da je alel HLA-DRB1*15, koji ne pripada SE pozitivnim alelima, povezan s ve¢im
titrom anti-CCP (52,54) te da je alel HLA-DRB1*01, koji je SE pozitivan alel, manje
povezan s nastajanjem anti-CCP-a od HLA-DRB1*04 alela. Kako pacijenti s podrucja
ostatka SDZ imaju veéu udestalost HLA-DRB1#15 i HLA-DRBI*01 alela, a manju
ucestalost alela HLA-DRB1*04 mozda je to jedan od razloga zbog ¢ega u ovom istrazivanju

nije utvrdena povezanost SE pozitivnih alela s RF i anti-CCP protutijelima u ovoj populaciji.
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Brojnim studijama dokazana je povezanost pusenja i stvaranja anti-CCP protutijela osobito u
nositelja alela zajednickog epitopa (76,77). Ovim istrazivanjem dokazana je povezanost
pusenja, anti-CCP protutijela i alela zajedni¢kog eipotopa u SE pozitivnih pusaca s podrucja
SDZ.

[ako genetska pozadina teZine RA joS nije u potpunosti poznata, nema sumnje da su aleli
zajednickog epitopa povezani s nastajanjem RA 1 da imaju utjecaj na tezinu bolesti
(22,45,144,168,188). Povezanost SE pozitivnih alela i tezine RA dokazana je i varira u
razli¢itim etni¢kim skupinama (39,143).

SE pozitivni pacijenti s podrugja SK i SE pozitivni pacijenti s podrudja ostatka SDZ imaju
znaCajnu vecu aktivnost bolesti mjerenu DAS28 indeksom i1 ve¢i stupanj funkcionalne
nesposobnosti mjerene HAQ-Di indeksom u odnosu na SE negativne pacijente.

Nadalje, SE pozitivni pacijenti s podrucja SK ces¢e imaju vecu aktivnost bolesti i tezi do vrlo
teski stupanj funkcionalne nesposobnosti u odnosu na SE pozitivne pacijente s podru¢ja SDZ.
Povezanost SE pozitivnih alela i aktivnosti bolesti dokazana je u brojnim istrazivanjima koja
su provedena u zemljama sjeverne Europe (38,189), Nizozemskoj (125), sjevernoj Italiji (48),
Madarskoj (54) i medu bijelcima u Sjevernoj Americi (190,191). U istrazivanjima koja su
provedena u Turskoj, Grekoj 1 Siriji ta povezanost nije dokazana (192-194).

Dobro je poznata povezanost aktivnosti bolesti i funkcionalnog statusa mjerenog HAQ-Di
indeksom u RA pacijenata. Naime, pacijenti koji imaju vecu aktivnost bolesti obi¢no imaju 1
tezi stupanj funkcionalne nesposobnosti (195).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da veéi stupanj radioloskog oStecenja imaju SE
pozitivni pacijenti s podrucja SK u odnosu na SE negativne pacijente, dok ta razlika nije
uodena izmedu SE pozitivnih i SE negativnih pacijenata s podruéja ostatka SDZ. Nadalje, SE
pozitivni pacijenti s podru¢ja SK imaju veci stupanj radioloSkih promjena od SE pozitivnih
pacijenata s podru¢ja ostatka SDZ.

Poznato je da su predskazatelji strukturnog oStecenja zglobova povisen titar RF i anti-CCP
protutijela (20,45,61,196), poviSeni reaktanti akutne faze, visoka aktivnost bolesti mjerena
DAS28 indeksom, HLA-DRB1*04 alel i visok stupanj funkcionalne nesposobnosti mjeren
HAQ indeksom (45,144,181,188).

Stoga bi se utvrdena razlika u povezanosti SE pozitivnih alela i radiolo$kih promjena u
pacijenata s podrucja SK i ostatka SDZ mogla objasniti razlikom u udestalosti pojedinih alela
zajedni¢kog epitopa, prvenstveno HLA-DRB1*04 alela, ali takoder i veCom ucestalo$¢u
poviSenih vrijednosti reaktanata akutne faze, anti-CCP protutijela, RF, vrijednosti DAS28 i

HAQ-Di indeksa.
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Podtipovi HLA-DRB1*04 alela, HLA-DRB1*04:01 i1 *04:04 povezani su s povisenim titrom
anti-CCP-a, ve€om aktivnosti bolesti i ve¢im stupnjem funkcionalne nesposobnosti u obje
ispitivane skupine. Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su podtipovi HLA-DRB1*04:01 i
*04:04 tijesno povezani s tezinom i aktivnosti bolesti te stvaranjem anti-CCP protutijela (28,

29,45).

5.4. Ogranicenja i prednosti istraZivanja

Kao svako presjecno istrazivanje i ovo je ograniceno dizajnom koji onemogucava donosenje
zakljuaka o uzro¢no-posljedi¢noj povezanosti izmedu rizicnih ¢imbenika, razvoja i tezine
bolesti. Vjerojatno mali udio RA pacijenata nije ukljucen u istraZivanje. Takoder, s obzirom
da je istrazivana populacija oboljelih od RA s ograni¢enog geografskog podrucja, ukupan
broj oboljelih nije bio dostatan za otkrivanje razlika u slucaju rasc¢lambe podtipova HLA-
DR1*04 alela. Razlika u raspodjeli i ucestalosti alela HLA-DRB1 gena izmedu pacijenata s
RA s podruéja SK i pacijenata s RA s podruéja SDZ moze se dijelom objasniti genetskom
razlikom kontrolnih skupina. Unato¢ navednim ograni¢enjima, dobiveni su zanimljivi
rezultati koji mogu posluZiti kao osnova za daljnja istrazivanja.

Osnovni je zahtjev suvremene reumatologije postaviti ranu dijagnozu bolesti, prepoznati
bolesnike koji ¢e razviti teski, brzo napreduju¢i erozivni artritis kako bi se pravovremeno
mogla zapoceti intenzivna terapija, a sve s ciljem izbjegavanja nastanka nepopravljivih
osteéenja zglobova i trajne nesposobnosti te postizanje remisije bolesti. Stovise, poznato je da
se autoimunost razvija i do par godina prije pojave prvih simptoma bolesti. Stoga bi bilo
vazno u osoba u kojih je otkrivena autoimunost, a nositelji su alela koji nose povecani rizik
za teski, brzo napredujuci oblik RA, na vrijeme preventivno djelovati u smislu smanjivanja
izlozenosti Cimbenicima rizika koji ili poticu nastanak bolesti ili ubrzavaju njezino
napredavanje. Odgadanje pocetka ili usporavanje napredovanja bolesti definitivno predstavlja
vrlo atraktivan pristup u reumatologiji, medutim, potrebna su daljnja istrazivanja koja ¢e u
potpunosti rasvijetliti etioloSke ¢imbenike, patogenezu bolesti i mogucéu povezanost pojedinih
alela s klini¢kim obiljezjima i prognozom RA (71). Glavna prednost odredivanja alela HLA-
DRBI1 gena jest otkrivanje pacijenata u ranoj fazi bolesti s pove¢anim rizikom za razvoj
teSkog oblika bolesti, Sto moze olaksati donoSenje odluke za primjenu intenzivne terapije.
Stovise, Tan i suradnici su 2010. god. dokazali da 30-40% pacijenata ima slab ili nikakav

odgovor i na primjenu intenzivne bioloSke terapije Sto moze biti genetski predodredeno
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(197). Pretpostavlja se da ¢e u buducnosti genetske analize i farmakogenetika pomo¢i u
odabiru terapije koja je primjerena za svakog pojedinog pacijenta.

Dakle, studija koja se bavi istrazivanjem prevalencije, razli¢itih rizi¢nih ¢imbenika te
genetskih, klini¢kih i laboratorijskih obiljezja bolesti omoguéava dodatno razumijevanje
nastanka i tijeka ove Ceste 1 teSke bolesti. Istrazivanja poput ovog vazna su za Sirenje znanja o
RA, a prikazani rezultati mogu biti korisni u daljnjim istrazivanjima prevalencije i1 tezine RA

u Hrvatskoj.
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6. ZAKLJUCAK

Prevalencija RA u SDZ u populaciji starijih od 18 godina je niska i iznosi 0,24%, a
incidencija je 238/100 000 stanovnika. Veca je u zena (0,39%) nego u muskaraca (0,07%) te
je veéa u starijim dobnim skupinama. Medu regijama SDZ Sinjska krajina ima ugestalost od

0,27%, potom slijede otoci s 0,25%, priobalje s 0,24% i ostatak Dalmatinske Zagore s 0,23%.

Dokazano je da pacijenti s RA s podrucja SK imaju tezi oblik bolesti od pacijenata s podrucja
ostatka SDZ. U pacijenata s RA s podrudja SK uéestalost alela HLA-DRB1*04 znagajno je
visa nego u pacijenata s RA s podruéja ostatka SDZ, a medu podtipovima alela HLA-

DRB1*04 najucestaliji su HLA-DRB1*04:01 i HLA-DRB1*04:04 aleli.
Medu pacijentima s RA s podru¢ja SK znacajno je veci broj seropozitivnih pacijenata u
odnosu na seronegativne te je titar anti-CCP protutijela znacajno visi u pacijenata s RA s

podrugja SK nego u pacijenata s podruéja ostatka SDZ.

Dokazana je povezanost alela HLA-DRB1#04:01 i HLA-DRB1*04:04 s ve¢om aktivnosti

bolesti, losijim funkcionalnim statusom i ve¢im stupnjem radioloskih promjena zglobova.
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7. SAZETAK

Reumatoidni artritis je kroni¢na, sistemska upalna bolest nepoznatog uzroka. Razlika u
prevalenciji i1 incidenciji RA u razli¢itim etni¢kim skupinama moze se dijelom objasniti
razli¢itom ucestaloS¢u 1 tipom alela zajednickog epitopa HLA-DRBI1 gena u pojedinim
populacijama, koji su ujedno i1 cimbenici rizika za tezi oblik bolesti. Cilj ovog istrazivanja bio
je utvrditi prevalenciju RA u SDZ te istraziti povezanost genetskih i klinickih obiljezja
bolesti u pacijenata s RA s podrucja SK.

Prikupljanje podataka za utvrdivanje prevalencije RA u SDZ provedeno je uvidom u
medicinsku dokumentaciju, pregledom reumatologa 1 anketnim upitnikom. Provedena je
HLA-DRBI1 genotipizacija (DRB1*01 - DRB1*16) u 74 RA pacijenta i 80 zdravih ispitanika
s podru¢ja SK i s podruéja ostatka SDZ metodom PCR-SSO te odredivanje podtipova HLA-
DRB1*04 alela pomo¢u PCR-SSP. Utvrdivanje tezine bolesti provedeno je pregledom
reumatologa, odredivanjem reaktanata akutne faze, protutijela (RF, anti-CCP), aktivnosti
bolesti (DAS28), stupnja funkcionalne sposobnosti (HAQ-Di) i radioloskog oStec¢enja
zglobova (Larsen). Istrazene su razlike u povezanosti alela HLA-DRB1 gena s navedenim
parametrima izmedu pacijenata s RA s podru¢ja SK i pacijenata s podru¢ja SDZ.

Prevalencija RA u SDZ iznosi 0,24% i veéa je u Zena (0,39%) nego u muskaraca (0,07%). U
pacijenata s RA s podrucja SK ucestalost alela HLA-DRB1*04 znacajno je viSa nego u
pacijenata s RA s podrudja ostatka SDZ (18,2% vs 9,5%; P=0,014). Alel HLA-DRB1%*15
znadajno je vise zastupljen u pacijenata s RA s podruéja ostatka SDZ nego u pacijenata s
podrucja Sinjske krajine (16,2% vs 7,4%; P=0,010). Nije utvrdena razlika u ucestalosti HLA-
DRB1*01 alela izmedu oboljelih (P=0,119). Pacijenti s podru¢ja SK koji su nositelji alela
zajednickog epitopa ceS¢e imaju povisenu vrijednost anti-CCP-a (P=0,014) i RF (P=0,004),
jacu aktivnost bolesti (P=0,043), tezi do vrlo teSki stupanj funkcionalne nesposobnosti
(P<0,001) 1 izraZenije radioloSke promjene (P=0,003) u odnosu na pacijente nositelje alela
zajedni¢kog epitopa s podru¢ja ostatka SDZ.

Raspodjela i u€estalost alela zajednickog epitopa razlicita je u pacijenata s RA s podrucja SK
u odnosu na pacijente s podruéja ostatka SDZ. Pacijenti s RA s podru¢ja SK imaju teZi oblik
bolesti od pacijenata s podru¢ja SDZ. Poveéana uéestalost HLA-DRB1*04 alela i podtipova
*04:01 1 *04:04 u pacijenata s RA s podru¢ja SK i niZza ucestalost u pacijenata s RA s
podrudja ostatka SDZ mogla bi objasniti navedene razlike u teZini bolesti koje su utvrdene u

pacijenata s RA s podrucja Sinjske krajine.

84



8. SUMMARY

Rheumatoid arthritis is a chronic, systemic inflammatory disease of unknown cause. The
difference in the prevalence and incidence of RA in different ethnic groups can be partly
explained by different frequency and type of shared epitope alleles HLA-DRB1 gene in some
populations, which are also risk factors for severe forms of the disease. The aim of this study
was to evaluate the prevalence of RA in Split-Dalmatia County and to investigate the
association of genetic and clinical characteristics of the disease in patients with RA in Sinj
region.

The collection of data for determining the prevalence of RA in the Split-Dalmatia County
was conducted by examining the medical records, examination of rheumatologists and survey
questionnaire. HLA-DRB1 genotyping was performed (DRB1*01 - DRB1*16) by using
PCR-SSO in 74 RA patients and 80 healthy subjects from the Sinj region as well as in 74
patients with RA and 80 healthy subjects from the rest of the Split-Dalmatia County.
Subtypes of HLA-DRB1*04 alleles were determined by using PCR-SSP. The assessment of
the severity of the disease was conducted by rheumatologist’s examination, the determining
of acute phase reactants, antibodies (RF and ACPA), disease activity (DAS28), the degree of
functional ability (HAQ-DI) and radiological joint damage (Larsen). Differences in
association of alleles HLA-DRB1 gene with the specified clinical parameters between RA
patients from the Sinj region and RA patients from the rest of the Split-Dalmatia County were
investigated.

The prevalence of RA in the Split-Dalmatia County was 0.24% and it was higher among
females (0.39%) than males (0.07%). In patients with RA from the Sinj region frequency of
HLA-DRB1*04 allele was significantly higher than in patients with RA from the rest of the
Split-Dalmatia County (18.2% vs 9.5%; P=0.014). Allele HLA-DRB1*15 was significantly
more prevalent in patients with RA from the rest of the Split-Dalmatia County than in
patients from the Sinj region (16.2% vs 7.4%; P=0.010). There was no difference in the
frequency of HLA-DRB1*01 allele between patients (P=0.119).

The frequency of ACPA and RF antibodies was higher in shared epitope (SE) positive
patients from the Sinj region compared with the SE-positive patients from the rest of the
Split-Dalmatia County (P=0.014, and P=0.004, respectively). SE-positive patients from the
Sinj region had stronger activity of the disease (P=0.043), more severe degree of functional
disability (P<0.001) and more severe radiological changes (P=0.003), compared with the SE-

positive patients from the rest of the Split-Dalmatia County.
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The distribution and frequency of shared epitope alleles is different in RA patients from the
Sinj region compared with the RA patients from the rest of Split-Dalmatia County. RA
patients from the Sinj region have a more severe form of the disease than RA patients from
the rest of Split-Dalmatia County. Increased frequency of HLA-DRB1*04 allele and subtypes
*04:01 and *04:04 in RA patients from the Sinj region and a lower incidence in RA patients
from the rest of Split-Dalmatia County could explain differences in the severity of the disease

that have been identified in patients with RA from the Sinj region.
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10. PRILOZI

Prilog 1.
ANKETNI UPITNIK ZA OBOLJELE OD REUMATOIDNOG ARTRITISA

s

LijeCnik:

Ustanova u kojoj se lijeci:

Datum ispunjavanja ankete:

Anketar:

I Op¢i podatci o bolesniku:

A S A N R R o S .

e e e e e
N A~ WD = O

[S—
o)

17.
18.
19.

20.

. Mjesto rodenja majke:
. Mjesto rodenja bake po ocu:
. Mjesto rodenja djeda po ocu:
. Mjesto rodenja bake po majci:

. Mjesto rodenja djeda po majci:

Ime 1 prezime:
Sifra:
Spol: 1M 27

Telefon:

E-mail:

Mjesto stanovanja:
Adresa:

Datum 1 mjesto rodenja:

Mjesto rodenja oca:

. Bracéni status:

1 oZenjen/udata 2 neozenjen/neudata 3 rastavljen/-a 4 udovac/-ica

. Stupanj obrazovanja:
1 bez osnovne $kole 2 zavrSena osnovna Skola 3 zavrSena srednja Skola
4 zavrSena visa Skola 5 zavrSen fakultet 6 magisterij, doktorat i sl.
Zanimanje:
Radni status: 1 zaposlen 2 nezaposlen 3 u mirovini
Ako ste umirovljeni razlog umirovljenja je:

1 nesposobnost zbog RA 2 starosna mirovina 3 napunjene godine staza 4 drugo

Ukoliko ste koristili bolovanje zbog RA navedite broj dana u proteklih 12 mjeseci:
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21. Ukoliko ste nezaposleni navedite koliko ste puta u tijeku godine posjetili doktora zbog
smetnji uzrokovanih RA:

22. Mjesecna primanja:
1 manja od 4000 kn 2 4000-6000 3 6000- 8000 4 8000-12000 kn
5 veca od 12 000 kn

23. Koliko ¢lanova obitelji zivi od navedenih primanja:

II Funkcije i navike:

1. Tjelesna visina cm; tjelesna tezina kg
BMI (<18.5kg/m2;18.5do <25kg/m2, 25 do < 30kg/cm2 >30 kg /cm2)
Krvni tlak : mmHg

2. Menarche Poroda Spontani pobacaji
Arteficijalni pobacaji Menopauza

3. Oralni kontraceptivi:
1 DA Koji? Trajanje terapije?
2NE

4. Hormonalna nadomjesna terapija:

1 DA Koja? Trajanje terapije?
2NE

5. PuSenje:
1 nepusac 2 bivsi pusac 3 pusac
Ako ste pusac/bivsi pusa¢ molim Vas odgovorite na slijedeca pitanja:

a) Koje godine ste poceli pusiti?

b) Sto pusite/ste pusili? 1 cigarete 2 cigare 3 lulu

c) Koliko cigareta dnevno popusite/ ste pusili?

d) Koje godine ste prestali pusiti?
6. Alkohol:
1 ne pije 2 prestao/la piti 3 pije

Ako pijete alkohol molim Vas odgovorite na slijedeca pitanja:

a) Koliko ste ¢esto tijekom proteklog mjeseca konzumirali alkoholna pica (barem
jedno alkoholno pi¢e dnevno)?

1 nijedan dan 21-5dana 3 6-10dana 4>10 danai
Koliko alkoholnih pica popijete tijekom jednog tjedna?
1 0 pica tjedno 20-5 35-10 410-15 5Viseod 15
7. Koliko kava popijete dnevno?: 1nijednu 2) 1 3)2-3 4viSeod3
Koliko sati spavate dnevno?: 1 8 sati 2 6-8 sati 3 4-6 sati 4 manje od 4 sata
9. Rekreacija: 1 Ne 2 Svakodnevno 3 2-3x tjedno
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III Obiteljska anamneza:

(I- otac 2- majka, 3- brat ili sestra, 4- bliski rodak, 5- daljnji rodak 6- vise clanova uze

obitelji 7- vise clanova daljnje obitelji 8- nema nitko)
1 artritis (nepoznate etiologije) Ako DA, tko u obitelji?
2 osteoartritis Ako DA, tko u obitelji?

3 giht Ako DA, tko u obitelji?

4 juvenilni kronic¢ni artritis Ako DA, tko u obitelji?

S SLE Ako DA, tko u obitelji?

6 reumatoidni artritis Ako DA, tko u obitelji?
7 ankilozantni spondilitis Ako DA, tko u obitel;i?
8 osteoporoza Ako DA, tko u obitel;ji?

9 kolitis Ako DA, tko u obitel;ji?

10 psorijaza Ako DA, tko u obitelji?
11 tuberkuloza Ako DA, tko u obitelji?
12 dijabetes Ako DA, tko u obitelji?

13 struma Ako DA, tko u obitelji?

IV Osobna anamneza- komorbiditet:

op¢i

o¢ni poremecaji

uho, grlo, nos

respiratorni poremecaji

kardiovaskularni poremecaji

gastrointestinalni poremecaji

genitourinarni poremecaji

muskuloskeletni poremecaji

A T A T o

neuroloski poremecaji

—_ =
— O

. hematoloski poremecaji

[S—
[\

. koZne promjene

. endokrini/metabolicki poremecaji

—_
W

. psihijatrijski poremecaji

[
N

. alergije

—_
9

. drugo
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Jeste 1i preboljeli neku od ovih upalnih infektivnih bolesti?:
1 mononukleozu
2 upalu zubnog mesa
3 upalu urogenitalnog trakta
4 upalu gastrointestinalnog trakta
5 respiratorne upale
6 kozne upale

Jesu i vam ikad tijekom Zivota iz tjelesnih uzoraka izolirani neki od ovih uzro¢nika
upale?:

1 Parvo B19

2 Epstein-Barr virus

3 Mycobacterium tuberculosis
4 Proteus mirabilis

S Escherichia coli

6 Retrovirusi

7 Mycoplasma pneumoniae

8 Clamydia

9 Ostalo

V. Podatci vezani uz bolest / RA /
(Ove podatke unosi lije¢nik/anketar)

1. Pocetak zglobnih simptoma: godina

N

Dijagnoza RA prema ACR kriterijima: — godina

. Funkcionalni stadij bolesti / ACR/ I I m 1Iv
. Aktivnost bolest DAS 28 (SE)
. broj bolnih zglobova broj otecenih zglobova

3
4
5
6. Funkcionalna sposobnost HAQ
7. Bol VAS

8. Bolesnikova procjena aktivnosti bolesti VAS (0-100)
9. Lijecnikova procjena aktivnosti bolesti VAS (0-100)
10. Strukturne promjene / Rtg Saka 1 stopala / stupanj prema LARSENU I IT'III IV-V

11. Laboratorij: SE CRP

12. Anti CCP 1 pozitivan 2 negativan

13. RF 1 pozitivan 2 negativan

14. antigeni HLA / seroloska tipizacija/ HLA- DR ___

15. geni HLA / molekularna tipizacija/ HLADRB1 __

16. ultrazvuk srca

17. rtg pluca

18. markeri hepatitisa

19. kvantiferonski test za TBC i PPD
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Vanzglobne manifestacije RA:

1 Reumatoidni ¢vori¢i 2 Vaskulitis 3 Sicca sindrom 4 Limfadenopatija
S Pleuritis 6 Intersticijska / nodozna bolest pluca 7 Perikarditis

8 Amiloidoza 9 Splenomegalija 10 Feltijev sindrom

11 Perifernaneuropatija 12 Episkleritis, skleritis

13 Sekundarni antifosfolipidni sindrom 14 Drugo

Kirurski zahvati zbog RA
1 TEP kuk koljeno

2 sinovijektomija

3 ostalo

VI Terapija reumatoidnog artritisa:

DMARD
Naziv lijeka Doza(mg/dan) Trajanje lijeCenja

Klorokin

Sulfasalazin

Metotreksat

Arava

Soli zlata
Azatioprin
Ciklosporin

BIOLOSKA TERAPIJA
Naziv lijeka Doza(mg/dan) Trajanje lijecenja

Etanercept

Infliksimab

Adalimumab

Golimumab

Rituksimab

Tocilizumab

Abatacept
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GLUKOKORTIKOIDI
Naziv lijeka Nacin primjene Doza(mg/dan) Trajanje lijeCenja
(pulsna terapija,lokalne infiltracije)

NSAR

Naziv lijeka Doza(mg/dan) Trajanje lijeCenja
Ostala terapija:

Naziv lijeka Doza(mg/dan) Trajanje lijeCenja

Je 1i bilo nuspojava na gore navedene lijekove (ukoliko je odgovor potvrdan, navedite koje su
to nuspojave bile): 1 Da 2 Ne

Koristite li jo§ neke lijekove za neku drugu bolest (ukoliko je odgovor potvrdan, navedite koji
su to lijekovi): 1 Da 2 Ne

Klini¢ko ispitivanje 1 Da 2 Ne

Potpis ispitanika

Potpis voditelja istrazivanja
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Prilog 2.

DAS28 INDEKS
Ime:
Prezime:
Datum rodenja:
Datum pregleda:
ZGLOBOVI BOLNI NA DODIR OTECENI ZGLOBOVI
(br. zbd.): (br. 0z.):

Sedimentacija eritrocita (SE) nakon 1h (mm):

Bolesnikova procjena aktivnosti bolesti (VAS; mm):

0 100
Nema Najjaca moguca
aktivnosti aktivnost

DAS28 = 0,56 x \br.zbd. + 0,28 x \br.oz. + 0,7 x In(SE) + 0,0142 x VAS

Potpis lijecnika:
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Prilog 3.
HAQ-DI UPITNIK

Ime i prezime:
Datum ispitivanja:

Molimo znakom x oznacite u odgovaraju¢im kvadrati¢ima onaj odgovor koji opisuje Vase

mogucnosti tijekom proteklog tjedna :

Bez ikakvih | Snesto S puno Nesposoban
teskoca teskoca teskoca za to
0 1 2 3

1. OBLACENJE I NJEGA

Mozete li:

a) Sami obuéi, zavezati cipele i
zakopcati gumbe?

b) oprati kosu?

2. USTAJANJE

Mozete li:

a) ustati iz stolca bez oslanjanja na
ruke?

b) uéi i izaci iz postelje?

3. HRANJENJE

Mozete li:

a) narezati meso?

b) podignuti napunjenu ¢asu ili Salicu do
usta?

¢) otvoriti mlijeko u kartonskom
pakiranju?

4. HODANJE

Mozete li:

a) Setati po ravnom?

b) popeti se uz 5 stepenica?
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S. HIGLJENA

Mozete li:

a) oprati i obrisati cijelo tijelo?

b) okupati se u kadi?

c) sjesti i dignuti se sa zahodske
skoljke?

6. DOHVATANJE

Mozete li:

a) dohvatiti i spustiti predmet tezak
3 kg koji je iznad vase glave?

b) sagnuti se 1 podignuti odjecu s
poda?

7. HVATANJE

Mozete li:

a) otvoriti vrata automobila?

b) otvoriti staklenke koje su vec
bile otvorene?

¢) otvoriti i zatvoriti slavinu

8. AKTIVNOSTI

Mozete li:

a) obavljati svakodnevne poslove i
kupovinu?

b) sjesti u auto i iziéi iz auta?

c) usisavati prasSinu ili raditi lakSe
poslove u ku¢i ili vrtu?

HAQ bodovi (0-3):
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Prilog 4.

ODREPIVANJE STUPNJA RADIOLOSKIH PROMJENA PREMA LARSENU

Ime i prezime :

Datum ispitivanja:

q. i‘i—PIPII—V -
L]
JeV oo —pepyy— (000
o/ —IP \e

@ {-Rucni zglob~—(3

0. stupanj :

1. stupanj

2. stupanj :

3. stupanj :

4. stupanj:

5. stupanj:

)
|

o/ _MCPl _\»

normalan nalaz

: paraartikularna oteklina mekih tkiva

paraartikularna osteoporoza

blago suzenje zglobnog prostora

erozije 1 suZenje zglobnog prostora ,0sim nosivih zglobova
srednje velike destruktivne promjene

erozije 1 suZenje zglobnog prostora odgovarajuci standardu
(suzenje zglobnog prostora za viSe od 72 zgloba)

jake destruktivne promjene

erozije 1 suzenje zglobnog prostora odgovarajuci standardu
kostane deformacije nosivih zglobova

mutiliraju¢e promjene
nema normalne zglobne povrSine

velike koStane deformacije nosivih zglobova

Potpis ispitivaca:
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11. ZIVOTOPIS

Rodena sam u Splitu 27. 12. 1961. godine, gdje sam zavrsila osnovnu i srednju Skolu.
Diplomirala sam na Medicinskom studiju u Splitu, Medicinskog fakulteta Zagreb, 1987.
godine s prosjekom ocjena 4.67. Pripravnicki staz obavila sam u KBC Split. Tri godine radila
sam kao lijecnik obiteljske medicine u DZ Omis. 1995. godine polozila sam specijalisticki
ispit iz fizikalne medicine i rehabilitacije. 2008. godine polozila sam subspecijalisticki ispit iz
reumatologije. Predava¢ sam na dodiplomskom i diplomskom studiju Fizioterapije
Sveucilista u Splitu. Asistent sam na katedri Fizikalna i rehabilitacijska medicina
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu. U ulozi mentora sudjelujem u specijalistickom
usavriavanju specijalizanata fizikalne medicine i rehabilitacije. Clan sam Hrvatskoga
reumatoloskog drustva, Hrvatskog druStva za fizikalnu medicinu i rehabilitaciju, Hrvatske
lije¢nicke komore i Hrvatskoga lije¢nickog zbora. Koautor sam 10 znanstvenih radova od

kojih su 4 indeksirana u Current Contents-u.

Ivanka Marinovi¢, dr. med.

Zavod za fizikalnu medicinu i rehabilitaciju s reumatologijom
KBC Split

Soltanska 1

imarinovic27 @net.hr
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