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1. uvOD

1.1.  Juvenilni idiopatski artritis

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) naj¢eSc¢a je reumatska bolest djecje dobi (1,
2, 3). ZapocCinje prije 16. godine Zzivota, a ocCituje se upalom jednog ili viSe
zglobova u trajanju od najmanje Sest tjedana. Dijagnoza bolesti postavlja se
sukladno kriterijima Medunarodne lige reumatoloskih drustava (ILAR, engl.
International League of Association for Rheumatology) iz 1997. godine, a temelji
se na klini¢kim i laboratorijskim obiljezjima bolesti koja se pojavljuju tijekom prvih
Sest mjeseci (1, 2).

JIA obuhvaca heterogenu skupinu artritisa nepoznatog uzroka. Sukladno
ILAR kriterijima dijeli se s obzirom na broj zahvacenih zglobova, prisutnost
ekstraartikularnin  manifestacija i dodatnih markera na sedam podtipova:
oligoartikularni tip JIA (perzistentni i prosireni), poliartikularni tip s negativnim
nalazom reumatoidnog faktora (RF), poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF,
psorijati€ni tip, sistemski JIA (sJlA), entenzitisu pridruzeni artritis (ERA, engl.
enthesitis related arthritis) i nediferencirani JIA (1, 2). lako prvi opisi bolesti datiraju
u sredinu 19. stolje¢a, do danas nije razjasnjena njezina etiologija niti su poznati
svi patogenetski mehanizmi (3, 4).

Recentni protokoli lijeCenja JIA razvijeni su od strane AmeriCkog
reumatoloskog drustva (ACR, engl. American College of Rheumatology) 2011.
godine i revidirani 2019. godine, odnosno za lijeCenje sJIA 2013. godine (5, 6).
Danasniji cilj lijeCenja je postizanje remisije bolesti koja je definirana kriterijima po
Wallaceovoj: odsutnost zglobova s aktivhom upalom, odsutnost febriliteta, osipa,
serozitisa, generalizirane limfadenopatije i splenomegalije (vezanih uz JIA),
odsutnost aktivnog uveitisa, normalne vrijednosti sedimentacije eritrocita (SE) i C-
reaktivnog proteina (CRP) te globalna procjena aktivnosti bolesti prema lije€niku
(MD global) = 0. Kriteriji za kliniCku remisiju moraju biti zadovoljeni u trajanju od
najmanje 6 mjeseci za bolesnike na terapiji, odnosno najmanje 12 mjeseci za

bolesnike bez terapije (7 — 9).
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Rana kontrola upalnog procesa u JIA korelira s povoljnijim ishodima
lije€enja (10, 11). Sukladno ACR protokolima lije€enja JIA, prvi lijek druge linije
ljeCenja djece s JIA je klasiCni sintetski antireumatski lijek koji modificira tijek
bolesti (csDMARD, engl. conventional synthetic disease-modifying antirheumatic
drugs) metotreksat (MTX). Odgovor na primjenu MTX u JIA je heterogen, s
udjelom ve¢im od 30 % djece u koje navedeni lijek nema ucinka u smislu
postizanja remisije. Kako je za procjenu ucinka MTX nuzan period od 3 do 6
mjeseci kontinuirane primjene, u djece u koje navedeni lijek nece djelovati gubi se
mogucénost ranog postizanja remisije, odnosno smanjuje vjerojatnost povoljnog
ishoda lijeCenja. Navedeno naglasava potrebu pronalaska jednog ili vise
pouzdanih ,biomarkera®“ za ranu identifikaciju djece oboljele od JIA u kojih terapija
MTX nece imati u€inka, odnosno djece oboljele od JIA u kojih je indiciran rani
pocCetak bioloske terapije (b(DMARD, engl. biologic DMARD) (12, 13, 14, 15).

1.1.1. Epidemiologija

Prema razli¢itim literaturnim podacima, pojava JIA varira dillem svijeta s
incidencijom od 2 do 20/100.000 i prevalencijom izmedu 16 do 150/100.000
godiSnje ovisno o geografskom podrucju, dizajnu studije i klasifikaciji bolesti.
Vecina dostupnih podataka o incidenciji i prevalenciji odnosi se na populaciju
Sjeverne Amerike i Europe (16, 17). Bolest je dva puta ¢eS¢a u djevojCica, a
iznimku ¢ini ERA (odnosno juvenilni spondiloartritis (jSpA)) koji se ¢esce javlja u
djeCaka starijih od 8 godina (3, 18). To¢na ucestalost bolesti nije poznata i stoga
Sto JIA nije jedan entitet, nego viSe bolesti. Tako postoje varijacije u prevalenciji
razliCitih oblika JIA s obzirom na geografsku i etniCku pripadnost. Primjerice,
oligoartikularni tip €eS¢i je u bijeloj rasi Europe i Sjeverne Amerike, dok je
poliartikularni tip ¢eS¢i u crnoj rasi (3). Prema novijim studijama Cini se da u
europskoj populaciji postoji gradijent ucestalosti koji opada od sjevera prema jugu
kontinenta, s veéom incidencijom u nordijskim zemljama, a manjom u Spanjolskoj i
Francuskoj (18, 19, 20, 21, 22). S obzirom na dob, JIA se naj¢eS¢e javlja u
predskolskoj dobi izmedu prve i treCe godine, iznimno rijetko prije Sestog mjeseca
Zivota (3, 18).
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1.1.2. Etiopatogeneza

EtioloSki ¢imbenici i patogeneza JIA joS uvijek nisu poznati. Smatra se da je
rijeC o slozenoj interakciji izmedu nemendelskih genetskih i Cimbenika okolisa,
odnosno u genetski predisponirane osobe dolazi do razvoja nekontroliranog i
Stethog imunosnog odgovora prema vlastitom antigenu nakon izlaganja
odredenom okoliSnom utjecaju (23).

Usprkos klinickoj heterogenosti bolesti, puno je dokaza koji govore u prilog
vaznosti genetskih ¢imbenika u imunopatogenezi JIA. U prilog navedenoj Cinjenici
idu stopa podudarnosti pojave bolesti kod monozigotnih blizanaca od 25 do 40 %,
¢eSCa pojava bolesti u odredenim obiteljima i dokazi o vecoj prevalenciji
autoimunih bolesti medu srodnicima oboljele osobe u prvom koljenu. Uz
navedeno, u studijama s blizancima te bracom i sestrama, JIA je slicnih klinickih
obiljezja i tijeka (24, 25).

Posljednjih godina brojni lokusi u genomu povezani su s JIA zahvaljujuci
cjelogenomskim studijama povezanosti (GWAS, engl. genome-wide association
study). Prema ovim istrazivanjima, glavni sustav tkivne snoSljivosti HLA (engl.
human leukocyte antigens) najviSe pridonosi potvrdi genetske predispozicije za
JIA (26). Geni unutar HLA kompleksa kodiraju molekule klase | (HLA A, B i C) i
klase Il (HLA-DR, DP i DQ). Alel klase I, HLA-A2 povezuje se s razliCitim
podtipovima JIA, posebice onim s ranim pocetkom bolesti. HLA-B27 povezuje se s
ERA. Najvec¢u medusobnu genetsku podudarnost unutar HLA sustava pokazuju
oligoartikularni i RF negativni poliartikularni tip, Sto je u skladu s Kklinickom
ekspresijom. Oligoartikularni tip JIA ima najviSe povezanosti s alelima HLA
DRB1*01, DRB1*08, DRB1*11, DRB1*13, DPB1*02 i DQB1*04. Poliartikularni RF
negativni tip JIA povezuje se s DRB1*08 i DPB1*03, dok je RF pozitivni
poliartikularni tip koji je fenotipski sli€an reumatoidnom artritisu (RA) odraslih
povezan s DRB1*04, DQA1*03 i DQB1*03. Zanimljivo je da se lokusi DRB1*04 i
DRB1*07 smatraju protektivnim za oligoartikularni, a DRB1*15:01 za
oligoartikularni i poliartikularni RF negativni JIA. sJIA pokazuje jasnu povezanost
samo s alelom HLA-DRB1*11 bez drugih povezanosti s HLA sustavom (24, 26).

Ovo je u skladu s rezultatima dobivenim uporabom GWAS Ombrella i sur. u kojima
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je na genetskoj razini potvrdena jedinstvena arhitektura sJIA s obzirom na
izostanak povezanosti s drugim tipovima JIA (27).

Osim HLA sustava GWAS su identificirala i druga podrucja u genomu koja ukazuju
na povezanost s JIA (28). Prva GWAS s JIA bolesnicima pokazala je najvecu
povezanost s genom VTCNL1 (inhibitor 1 aktiviranja limfocita T koji sadrzi domenu
V, engl. V-set domain containing T cell activation inhibitor 1) koji kodira protein iz
skupine B7 i eksprimira se na povrSini stanica koje prezentiraju antigen i
komuniciraju s ligandima na limfocitima T (29). Nadalje, GWAS koja je obuhvatila
388 djece s JIA i kontrolom od 2500 zdrave djece europskog podrijetla potvrdila je
tri ranije utvrdena lokusa mapirana na genima PTPN22 (protein tirozin fosfataza
nereceptorskog tipa 22, engl. protein tyrosine phosphatase non-receptor type 22),
IL2RA (alfa lanac receptora za interleukin 2, engl. interleukin 2 receptor subunit
alpha) i ANTXR2 (receptor antraks toksina 2, engl. anthrax toxin receptor 2). Uz
to, identificiran je i novi lokus CXCR4 (C-X-C kemokinski receptor tip 4, engl. C-X-
C chemokine receptor type 4) (30, 31).

Varijante gena PTPN22 povezane su s JIA, ali i drugim autoimunim bolestima.
Protein koji kodira ovaj gen uglavnom se eksprimira u citoplazmi hematopoetskih
stanica. Prethodne studije pokazale su da se broj efektorskih / memorijskih
limfocita T povec¢ao u miSeva s nedostatkom Ptpn22, u usporedbi s miSevima
divlieg tipa tijjekom stanja mirovanja, ali nije imalo utjecaja na nepobudene
limfocite T Sto ukazuje na mogucu vaznost u efektorskoj regulaciji (32).

U cilju sustavnog istrazivanja potencijalnog pleiotropnog uc€inka gena udruzenih s
razli€itim autoimunim bolestima Li i sur. (33) proveli su metaanalizu na GWAS
razli€itih autoimunih bolesti koje se javljaju u pedijatrijskoj dobi. Polimorfizmi
jednog nukleotida (SNP, engl. single-nucleotide polymorphism) na lokusima
ADGRL2 (prianjaju¢i G proteinski spojeni receptor L2, engl. adhesion G protein
coupled receptor L2), PTPN22, TENMS3 (teneurinski transmembranski protein 3,
engl. teneurin transmembrane protein 3), ANKRD55 (ankirinska ponavljaju¢a
domena 55, engl. ankyrin repeat domain 55), IL2RA, IL-21 (interleukin-21) i
ANKRD30A (ankirinska ponavljaju¢a domena 30A, engl. ankyrin repeat domain
30A) povezuju se s JIA te drugim autoimunim bolestima kao $to su autoimuni
tireoiditis, ulcerozni Kkolitis, celijakija, sistemski eritemski lupus (SLE, engl.

systemic lupus erythematosus). U oligoartikularnom i poliartikularnom RF
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negativnom tipu JIA uz ranije poznate lokuse autoimunih bolesti ukljuCujuci
PTPN22, STAT4 (pretvornik signala i aktivator transkripcije 4, engl. signal
transducer and activator of transcription 4), NAA25 (C120rf30) (N-alfa-
acetiltransferaza 25, pomoc¢na podjedinica NatB, engl. N-alpha-acetyltransferase
25, NatB auxiliary subunit) i ADAD1-IL2-IL21 (domena 1 koja sadrzava adenozin
deaminazu, engl. adenosine deaminase domain containing 1) identificirana su jo$
tri lokusa PTPN2, COG6 (komponenta oligomericnog Golgijeva kompleksa 6, engl.
component of oligomeric Golgi complex 6) i ANGPT1 (angiopoetin 1, engl.
angiopoietin 1) u studiji koja je obuhvatila 809 pacijenata s ovim tipom nasuprot
kontroli od 3535 zdravih Europljana nehispanskog podrijetla, $to ukazuje na
njihovu zajedni¢ku genetsku predispoziciju (34). Nasuprot tome, spomenuta
GWAS u sJIA (27), uz navedeni HLA alel HLA-DRB1*11 istakla je novi lokus na
kromosomu 1p36.32 kao lokus povezanosti s navedenim tipom JIA. Provedene
studije nisu prona$le preklapaju¢e genetske Ilokuse izmedu sJIA i drugih
uobicajenih podtipova JIA (27, 28, 33, 34).
GWAS ukazuju na predispoziciju odredenih genetskih lokusa, ali imaju svoje
ograniCenje zbog malog uzorka, razliCitih podtipova bolesti te nemogucnosti
otkrivanja suptilnih uzroCnih varijanti i uloge nekodirajué¢eg dijela genoma u razvoju
bolesti. Genetskoj komponenti u procesu patogeneze i razvoja JIA svakako
pridonosi i epigenetska modulacija. Studije transkriptoma i epigenetske studije
zasigurno ¢e u buducnosti povecati doprinos genetskih Cimbenika u
etiopatogenezi JIA (35 — 37).
Pretpostavlja se da ¢e sve veca dostupnost i standardiziranje genetskih pretraga,
temeljem analize velikog broja bolesnika, dovesti do definiranja takozvanog
,genomskog potpisa“ temeljem kojeg ¢e se u pojedinog bolesnika definirati tip
bolesti, u€inkovitost razliitih lijekova te u konacnici i prognoza bolesti (38, 39).
Cimbenici okolisa predmet su brojnih znanstvenih pregleda i danas se
smatra da mogu utjecati na razvoj JIA preko razliitih mehanizama, ukljuujudi
spomenute epigenetske promjene, neravnotezu mikrobiote i direktne modulacije
imunosnog sustava. Prema provedenim istraZivanjima, kao ¢imbenici koji imaju
potencijalno zastitnu ulogu u nastanku JIA navode se prehrana na prsima te Zivot
s braéom ili sestrama u istom kucanstvu, ali ¢vrsti dokazi o efektu ovih ¢imbenika

su ograni€eni jer ovise 0 socioekonomskom statusu, genetskim utjecajima, ali i
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dizajnu provedenih ispitivanja (40 — 42). Premda se za infekcije smatra da
pridonose nastanku JIA ili potiCu razvoj relapsa bolesti, provedene studije nisu
potvrdile jasnu povezanost izmedu infektivnih uzroka i nastanka bolesti (43).
Pretpostavlja se da djeca rodena elektivnim carskim rezom u usporedbi s djecom
rodenom prirodnim putem mogu imati predispoziciju za imunosne poremecaje
zbog promjene mikrobiote i imunosnog odgovora, ali i za ovu pretpostavku jo$
uvijek nedostaju Cvrsti dokazi (40, 44). Promjene u crijevnom mikrobiomu koje
formiraju proupalnu okolinu prisutne su u bolesnika s JIA, ali ne treba zanemariti
varijable tipa i trajanja bolesti, Cimbenike prehrane, upotrebe lijekova i drugih
mogucih utjecaja, Sto implicira daljnja istrazivanja (45). Kona¢na saznanja o ulozi
do sada pretpostavljenih ili nekih novih ¢imbenika okoli8a zahtijevat ce
najvjerojatnije nove studije koncipirane na temelju spoznaja iz podrucja genomike,
epigenomike, mikrobioma i djelovanja okoliSa u djece koja su razvila ili imaju rizik
za JIA kako bi se identificirali pravi utjecaji s ciliem prevencije i poboljSanja ishoda
bolesti (40).

Na podlozi pretpostavljene genetske predispozicije i utjecaja okoliSa u
bolesnika s JIA se razvija imunopatogenetski slijed u kojem vaznu ulogu imaju
mreza citokina, regulacijski limfociti T, te alarmini odnosno molekularni obrasci
udruzeni s ozljedom tkiva (DAMP, engl. damage-associated molecular patterns)
(3). Pri tome, naruSena ravnoteza imunosnog sustava, koja se oc€ituje poviSenim
razinama citokina Thl (dominantno IFN-y (interferon y)) i snizenim razinama
citokina Th2 (dominantno IL-4 i IL-10) u serumu, sinovijalnoj tekucini i sinoviji,
predstavlja samo dio sloZzenog imunosnog poremecaja u oboljelih od RA i JIA (3,
46).

Regulacijski limfociti T (Treg) smatraju se kljuCnim stanicama u razvoju
autoimunosti, s obzirom na to da osim odgovora na strane, reguliraju imunosni
odgovor i na vlastite antigene. U fizioloskim uvjetima za njihov razvoj i djelovanje
nuzan je transkripcijski faktor Foxp3 (regulator ekspresije gena regulacijskih
limfocita T, engl. forkhead box P3), a karakterizira ih visoka povrsSinska gustoca
receptora za IL-2 (IL-2R, CD25). Svoju ulogu u kontroli imunosnog odgovora
obavljaju supresijom efektorskih limfocita T (47). U bolesnika s teZim oblicima JIA
smanjena je razina Treg limfocita, a oni i slabije suprimiraju proliferaciju ostalih

tipova limfocita T. Nalaz povecanog broja Treg u sinovijalnoj tekucini upaljenih

6



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u
lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

zglobova ukazuje na nastojanje kontrole autoimunosne upale od strane
imunosnog sustava, bilo direktno ili putem topivih medijatora (3, 48).

U patogenezi autoimunih bolesti opéenito, pa tako i patogenezi JIA, vaznu ulogu
imaju i limfociti Th17 koji luCe proupalni citokin IL-17. Navedeni citokin potice
makrofage na lu€enje TNF-a (Cimbenik tumorske nekroze alfa, engl. tumor
necrosis factor alpha) i IL-1, kojima stimulira sinoviocite na lu¢enje IL-6 i IL-8 i
potencira upalno zbivanje. Naglaseno poviSene razine Th17 dokazane su u sinoviji
oboljelih od oligoartikularnog tipa JIA te u serumu oboljelih od sJIA (3, 4, 49). U
ERA bolesnika s pozitivnim nalazom HLA-B27, zbog pogreSnog savijanja i
dimerizacije molekula B27 dolazi do poremecaja sekretornih mehanizama
endoplazmatskog retikuluma. Isti rezultira naglaSenom ekspresijom IL-23 i
patogenom diferencijacijom limfocita Th17 (49, 50).

Medu efektornim molekulama posebnu ulogu u razvoju JIA imaju
autoantitijela.

Tako u patogenezi poliartikularnog, RF pozitivhog tipa JIA vaznu ulogu ima RF.
RF je autoantitijelo, obi¢no klase IgM (imunoglobulin M) usmjereno na Fc fragment
(kristalizirajuci fragment, engl. fragment crystallizable) molekule IgG. Vezanjem RF
na IgG nastaju imunokompleksi koji mogu aktivirati sustav komplementa, a
vezanjem za mikrovaskulaturu sinovije povecavaju njezinu permeabilnost i ulazak
upalnih stanica te direktno induciraju produkciju citokina u sinovijalnim stanicama
(50).

Autoantitijela usmjerena na cikli¢ki citrulinirani peptid (anti-CCP, engl. anti-cyclic
citrullinated peptide), pozitivha u do 48 % bolesnika s poliartikularnim, RF + tipom
JIA, imaju slican mehanizam djelovanja (50).

Mehanizam djelovanja ANA (antinuklearna antitijela, engl. antinuclear antibodies)
u JIA jo§ nema patofizioloSko objasnjenje (50).

Novija istraZivanja upucuju i na vaznu ulogu poremecaja mehanizama
prirodene imunosti u razvoju JIA na $to, izmedu ostalog, ukazuje naglasena
indukcija transkripcije gena prirodene imunosti, posebno gena IL-1 u
mononuklearima periferne krvi oboljelih.

Glavnu ulogu u navedenim mehanizmima imaju alarmini kojima pripadaju: protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGB1, engl. high mobility group box 1 protein),
proteini skupine S100 koji vezu kalcij (npr. S100A8, S100A9 i S100A12, engl.
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calcium-binding proteins) i proteini toplinskog Soka (HSPs, engl. heatshock
proteins). Ova skupina multifunkcionalnih proteina, eksprimirana u granulocitima,
monocitima i makrofagima tijekom njihove diferencijacije, po otpustanju u
medustanicni prostor (najéeS¢e nakon ozljede tkiva ili infekcije) veze se za
receptore slicne Tollu (TLR4) na povrSini monocita, u kojima potom aktiviraju
nuklearni faktor transkripcije beta (NF-k, engl. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells) te produkciju TNF-a koji pridonosi razvoju upale (3,
48). Kljuéni ucinak alarmina u patogenezi JIA obiljezen je pojaCavanjem
prirodenog imunosnog odgovora djelovanjem na stanice koje prezentiraju antigen i
posrednim djelovanjem na mehanizme steCene imunosti, donosno povezivanjem
mehanizama prirodenog i ste€Cenog imunosnog odgovora. Razine alarmina koriste
se kao biomarker pri odredivanju aktivnosti bolesti (3, 50).

lako sudjeluju u patogenezi svih tipova JIA, poremecaji mehanizama prirodene
imunosti odnosno autoinflamatorna zbivanja imaju centralno mjesto u patogenezi
sJIA s naglasenim sistemskim klini¢kim simptomima (pseudoseptiCke temperature,
limfadenopatija, osip, hepatosplenomegalija, serozitis). Na to ukazuju serumske
koncentracije S100A8 i S100A9 koje su do 44 puta viSe u bolesnika sa sJIA u
odnosu na zdrave osobe, osobe sa sistemskim infekcijama, hematoonkoloSkim
bolestima ili drugim autoinflamatornim stanjima (50). S100A9 je snazan induktor
IL-18 ekspresije u fagocitima te i na taj nacin igra vaznu ulogu u upalnoj kaskadi u
sJIA. Drugi citokin iz IL-1 obitelji, IL-18, takoder je povisen u sJIA, a njegove
izrazito visoke koncentracije koriste se za predikciju razvoja sindroma aktivacije
makrofaga (MAS, engl. macrophage activation syndrome) u navedenih bolesnika
(50, 51).

1.1.3. Klinicka slika JIA

JIA predstavlja skupinu bolesti podijeljenih u sedam podskupina temeljem
broja zahvacenih zglobova, s obzirom na oblik i vrijeme nastupa simptoma,
pridruzene znakove i trajanje simptoma bolesti. Naj¢eS¢i su oligoartikularni (56 —
60 %) i poliartikularni tip bolesti (25 — 30 % bolesnika). Artritis se prepoznaje po
klasi€nim znakovima upale: zglob je oteCen, bolan, topao, funkcija zgloba je

poremecena, koza iznad zgloba rijetko je crvena (slika 1) (2, 3).
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Oligoartikularni tip predstavlja upalu jednog do Cetiri zgloba tijekom prvih
Sest mjeseci bolesti. Razlikuju se dvije podskupine: perzistirajuci oligoartikularni tip
(90 — 95 % bolesnika) kod kojeg bolest ostaje ograniCena na Cetiri zgloba i
proSireni oligoartikularni tip (5 — 10 % bolesnika) u kojem nakon Sest mjeseci
bolest zahvaca pet ili viSe zglobova. Oligoartikularni tip pojavljuje se vrlo rano,
izmedu prve i tre¢e godine Zivota, ¢eSc¢e u djevojcica, a 60 do 80 % bolesnika ima
pozitivna ANA. NajceS¢e su nesimetricno zahvaceni veliki zglobovi, obi¢no
koljeno, glezan; ili lakat (3, 52). Kronicni uveitis javlja se u oko petine bolesnika s
oligoartritisom i obi¢no je inicijalno asimptomatski, stoga je u ovom obliku posebno
vazno redovito oftalmolosko praéenje (52, 53).

Poliartikularni oblik predstavlja upalu pet ili viSe zglobova tijekom prvih Sest
mjeseci bolesti. Ovaj tip bolesti se dijeli u dvie skupine, seropozitivni
(poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF) i seronegativni (poliartikularni tip s
negativnim nalazom RF) artritis. Artritis najéeSce zahvaca velike zglobove, ali i
male zglobove Saka i stopala, cervikalne kraljeZnice i temporomandibularne
zglobove te se uglavnhom javlja simetricno. Seronegativni oblik ¢eSci je u
djetinjstvu, dok je seropozitivni ¢e&¢i u starijih djevojCica i adolescentica te ima
klinicka obiljezja slicna onima u RA odraslih, poput rane pojave erozivnog
sinovitisa i kronicni tijek koji se nastavlja u odraslu dob. U pocetku bolesti ili za
vrijeme egzacerbacija mogu biti prisutni i sistemski znakovi bolesti kao Sto su
poviSena tjelesna temperatura, hepatosplenomegalija i limfadenopatija. Kronicni
uveitis javlja se u 5 do 10 % oboljelih (52 — 54).

Sistemski JIA javlja se priblizno u 10 % bolesnika. Karakteriziraju ga opdi
simptomi bolesti, a u kasnijem tijeku pojava artritisa. Pojavljuje se s podjednakom
uCestaloS¢u u djeCaka i djevojCica, naj¢eSée oko druge godine Zivota. Dijagnoza
se prema ILAR-ovim Kkriterijima postavlja temeljem postojanja artritisa, kojem
prethodi ili je udruzen s povisenom tjelesnom temperaturom u trajanju od najmanje
dva tjedna uz postojanje barem jednog od sljedeCih simptoma: mrljasti ili
makulopapulozni osip, splenomegalija i/ili hepatomegalija, generalizirana
limfadenopatija, serozitis. Dijagnoza ovog oblika je kliniCka, a diferencijalno
dijagnosticki dolaze u obzir razliCiti kliniCki entiteti kao Sto su infekcije, maligne

bolesti, autoinflamatorni sindromi ili druge autoimunosne bolesti (55, 56).
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Psorijati¢ni artritis ima 2 — 7 % bolesnika s JIA. Karakterizira ga istodobna
prisutnost artritisa i tipicnog psorijaticnog osipa ili ako je osip odsutan, prisutnost
artritisa i barem dvaju od sljedecih znakova: daktilitis, psorijaticne promjene noktiju
ili pozitivna obiteljska anamneza u srodnika u prvom koljenu (3, 57, 58).

ERA C¢ini skupinu juvenilnih spondiloartritisa, a obuhvaéa dvije bolesti:
nediferencirane spondiloartropatije i juvenilni ankilozantni spondilitis. Javlja se u
priblizno 3 — 11 % bolesnika s JIA. Prema ILAR-ovim kriterijima ERA se definira
kao istodobna prisutnost artritisa i entezitisa. Ako je prisutan samo artritis ili samo
entezitis tada je za potvrdu dijagnoze potrebna prisutnost jo§ najmanje dvaju od
sljedecih znakova: sakroileitis, prisutnost HLA-B27 antigena, artritis u djeCaka
starijih od osam godina, akutni simptomatski prednji uveitis, HLA-B27 povezane
bolesti u srodnika u prvom ili drugom koljenu (2, 3, 59).

Nediferencirani artritis predstavlja podskupinu kojom se obuhvacaju
pacijenti koji ne zadovoljavaju dijagnosticke kriterije za navedene kategorije JIA ili

ispunjavaju kriterije za viSe razli€itih podskupina JIA (2, 54).

Slika 1. Otok koljenskih zglobova u JIA (arhiva Zavoda za klinic¢ku imunologiju, respiracijske i alergoloSke
bolesti i reumatologiju Klinike za pedijatriju KBC-a Zagreb)
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1.1.4. Laboratorijski nalazi

Dijagnoza JIA primarno se temelji na klinickim kriterijima. Laboratorijski
testovi sluze kao dokaz prisutne upale i podupiru kliniCku dijagnozu JIA. Vazni su
pri odredivanju tipa bolesti, odabiru terapije, pra¢enju ucinka terapije i njezinih
mogucih nuspojava. Nema laboratorijskog testa koji je specifi€an i koji izdvaja JIA
u odnosu na druge bolesti (3, 52, 60 — 64).

Nalazi ubrzane SE i poviSene koncentracije CRP tipi€no se nalaze u sJIA te
poliartikularnim tipovima bolesti, rjede u uznapredovalim slu€ajevima ERA. U sJIA
dodatno se nalaze i posebno visoke koncentracije feritina i fibrinogena te
nespecificnih markera upale S100A8/9 i S100A12. Posebnu situaciju u
sluCajevima sJIA predstavlja razvoj MAS, kada uz odgovarajucu klinicku sliku
(pogorSanje opcéeg stanja bolesnika, kontinuirani febrilitet) te porast koncentracija
CRP i feritina dolazi do pada koncentracije fibrinogena i brzine SE. Febrilni
bolesnik sa sJIA ili sumnjom na sJIA zadovoljava postojeée dijagnostiCke kriterije
za MAS ukoliko uz koncentraciju fertina iznad 684 ng/ml ima prisutna jo$ dva od
sliedecih laboratorijskih kriterija: trombociti < 181x107/1, aspartat-aminotransferaza
(AST) > 48 UI, trigliceridi > 156 mg/dI, fibrinogen < 360 mg/dl (52, 60 — 63).

Ukoliko upalni proces dulje traje, u kompletnoj krvnoj slici (KKS) registrira
se anemija kao posljedica kroni¢ne bolesti. 1znimno, anemija u sklopu simptoma
koji ukazuju na razvoj ERA moZe ukazivati i na krvarenje iz probavne cijevi
odnosno razvoj upalne bolesti crijeva (IBD). Leukocitoza je Cesta kod djece s
aktivnom boleS¢u, posebno u sJIA i poliartikularnim oblicima bolesti. Tijekom
ljeCenja tipiCna je u tijeku sistemske primjene glukokortikoida (GK). Nasuprot
tome, inicijalno registrirana leukopenija moze ukazivati na razvoj neke druge
upalne reumatske bolesti (npr. SLE), a tijekom lijeCenja moze se razviti kao
nuspojava primijenjenih lijekova (npr. MTX, tocilizumab (TCZ)) (60). Promjene
broja trombocita sli€ne su po dinamici i etiologiji promjenama u broju leukocita (52,
62, 64).

U sklopu bolesti, posebno kod sJIA, moze se registrirati porast
koncentracije aminotransferaza. Iste je nuzno odrediti i prije poCetka terapije
nesteroidnim protuupalnim lijekovima (NSAID, engl. nonsteroidal anti-inflammatory

drugs), GK, MTX ili bDMARD zbog pracenja efekta terapije, a posebno zbog
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registriranja eventualnih nezZeljenih ucinaka navedenih lijekova na funkciju jetre
(58, 62). S ciliem pracenja nuspojava lijekova nuzno je tijekom lijeCenja pratiti i
koncentracije glukoze u krvi (GUK) zbog moguce hiperglikemije pri primjeni GK te
ureje i kreatinina zbog moguceg poremecaja funkcije bubrega kod primjene
NSAID.

U nalazu elektroforeze proteina u sklopu JIA moze se registrirati
hipoalbuminemija kao odraz kroni¢ne bolesti (52, 64). Na poCetku bolesti, posebno
kod sJIA te poliartikularnin oblika registrira se porast koncentracije a2-globulina
kao odraz akutnog zbivanja te y-globulina kao odraz produkcije autoantitijela. Uz
posljednje je vezana i albuminsko-globulinska (A/G) inverzija koja takoder ukazuje
na sistemsko autoimunosno zbivanje. U imunoelektroforezi proteina moze se
registrirati porast IgG i/ili IgM, rjede IgA, takoder u smislu pojaCane produkcije
autoantitijela.

S druge strane, izostanak nalaza koji ukazuju na sistemsko upalno /
imunosno zbivanje ne iskljuCuje dijagnozu JIA (52).

Pozitivan nalaz ANA je visoko osjetljiv u smislu postavljanja dijagnoze SLE,
ali i drugih autoimunih bolesti kao $to su mijeSana bolest veziva (MCTD, engl.
mixed connective tissue disease), juvenilni dermatomiozitis (JDM), Sjogrenov
sindrom, sistemska sklerodermija (SSc, engl. systemic sclerosis), autoimuni
hepatitis, primarna bilijarna ciroza, ulcerozni Kkolitis i autoimuni tireoiditis.
Odredivanje ANA ne koristi se za postavljanje dijagnoze JIA, ali ima prognosti¢ku
vaznost, s obzirom na to da je pozitivan nalaz vezan uz povecani rizik od razvoja
inicijalno asimptomatskog, kroni¢nog uveitisa (52). Ukupno je pozitivan u nesto
manje od 50 % djece s JIA (do 80 % djece s oligoartikularnim tipom, u 30 —40 % s
poliartikularnim tipom te 15 — 20 % s psorijaticnim tipom), e$¢e u mlade djece te
djece zenskog spola. Nasuprot navedenom, nalaz ANA je pozitivan i u do 20 %
potpuno zdrave djece, a ponekad lazno ili tranzitorno pozitivan i u infekcijama, Sto
moze oteZati interpretaciju nalaza i zahtijevati ponovno odredivanje s vremenskim
odmakom (52, 64). U tom smislu korisno mozZe biti odredivanje i anti-DFS70
protutijela (DFS, engl. dense fine speckled) vezanih uz fino zrnati uzorak u nalazu
indirektne imunofluorescencije. Njihova prevalencija u vecini provedenih studija je

znacajno viSa u zdravih osoba s pozitivnim nalazom ANA, odnosno smatraju se
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korisnima u iskljuCivanju upalnih reumatskih bolesti s pozitivnim nalazom ANA,
uklju€ujuci i JIA s ili bez uveitisa (65 — 67).

Nalaz pozitivnog RF nije potreban niti dostatan za postavljanje dijagnoze
JIA. Pozitivan nalaz RF dominantno se vezuje uz dijagnozu RA u odraslih, iako
moze biti pozitivan i u slu€ajevima reumatske vrucice, SLE i Sjégrenova sindroma.
Takoder moze biti pozitivan u slu€ajevim infekcija kao $to su tuberkuloza (TBC) ili
Lajmska bolest, ali i u potpuno zdravih osoba. Vecina djece s JIA imat cCe
negativan nalaz RF (pozitivan u < 5 % bolesnika s JIA). Ipak, odredivanje RF je
nuzno kako bi se prepoznali slu€ajevi poliartikularnog, RF pozitivhog tipa bolesti, s
obzirom na to da je isti vezan uz teZe oblike bolesti i loSiju prognozu. Pozitivan
nalaz RF zahtijjeva potvrdu ponavljanjem pretrage u 2 ili viSe navrata u
minimalnom razmaku od 3 mjeseca. Ponavljanje nalaza je nuzno jer RF moZze biti
prolazno ili lazno pozitivan, posebno kao epifenomen odgovora imunosnog
sustava na infekciju (52, 63, 64).

Slicno kao i u odraslih, djeca s RF pozitivnim poliartikularnim tipom bolesti
mogu razviti i anti-CCP. Pretpostavlja se da je njihova prisutnost, isto kao i u
odraslih s RA, vezana uz teze, agresivnije forme bolesti (52, 64).

lako je jasno utvrdena povezanost pojavnosti JIA s HLA sustavom,
odredivanje pojedinih lokusa ne predstavlja rutinski dio obrade osim kod sumnje
na razvoj ERA (63). U slu¢ajevima navedenog tipa bolesti, pozitivan nalaz HLA-
B27 lokusa (u 60 do 70 % pacijenata) dodatno povecava vjerojatnost dijagnoze
ERA, iako nije nuzan za postavljanje dijagnoze. Pozitivan nalaz HLA-B27 lokusa
vezan je i uz vecu vjerojatnost razvoja akutnog uveitisa (koji se nasuprot
kroni€nom uveitisu moze javiti iskljuivo u ERA) te razvoj simptoma JIA u sklopu
IBD (63).

1.1.5. Postavljanje dijagnoze

Dijagnoza JIA temelji se na osobnoj i obiteljskoj anamnezi, detaljnom
klinickom pregledu, slikovnim pretragama, laboratorijskim nalazima i postojeCim
klinickim kriterijima za pojedine tipove bolesti. Za postavljanje dijagnoze ponekad
je potreban odredeni vremenski period s obzirom na karakteristiCan tijek i

izostanak patognomoni¢ne znacajke koja bi bila specificna za bolest. U
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anamnestiCkim podacima vazno je usmjeriti paznju na trajanje i postojanje
odredenih tegoba u smislu pojave poviSene tjelesne temperature, prisutnost
otekline, boli ili topline te poremecene funkcije pojedinog zgloba. Vazno je imati
precizne podatke, primjerice jutarnja ukoCenost u trajanju duljem od 15 minuta
karakteristiCan je simptom, a poviSena tjelesna temperatura je obicno prisutna u
popodnevnim satima i nije kontinuirana, vecC je pseudoseptiCna ili povremena.
Laboratorijski pokazatelji nisu uvijek specifi€ni, ali mogu biti vazni u odredivanju
tipa bolesti i opisani su u zasebnom potpoglavlju (3, 68).

Radi upotpunjivanja dijagnoze potrebno je uciniti radioloSku obradu.
RadioloSke pretrage su zlatni standard u detekciji strukturnih zglobnih promjena i
oStecenja kosti u bolesnika s JIA. lako se klasi¢nim rendgenogramima u pravilu
otkriva paraartikularna osteopenija i ubrzana maturacija jezgara okosStavanja u
blizini upalom zahvaéenog zgloba, s obzirom na njihovu slabu osjetljivost u
otkrivanju aktivnog sinovitisa i ograniCenja pri detekciji ranih erozivnih promjena,
nastala je potreba za koriStenjem drugih slikovnih metoda u dijagnostici, poput
ultrazvuka (UZV) i magnetske rezonancije (MR). Ultrazvuéna obrada je
neinvazivna, brza i ucinkovita metoda pri analizi povrSine hrskavice, izljeva i
zadebljanja sinovije, posebno uz primjenu osnazenog doplera (power Doppler) i
obojene (color) dopler tehnologije u procjeni aktivnosti bolesti (69, 70). MR je jedini
alat kojim je moguce prikazati sve znacajke sinovijalne bolesti, hrskavice, rane
erozivne promjene, a posebno je pogodan za procjenu aktivnosti bolesti u
podrucju temporomandibularnih zglobova, kukova, zglobova kraljeznice i
sakroilijakalnih zglobova. Moze imati zna€ajnu ulogu u diferencijaciji JIA u odnosu
na infektivni ili maligni proces te stanja koja zahtijevaju ortopedsko lije€enje. Kod
MR snimanja moguca je upotreba kontrastnog sredstva, gadolinij-dietilentriamin
pentaoctene kiseline (Gd-DTPA, engl. gadolinium diethylenetriamine pentaacetic
acid), koja ima paramagnetski u€inak na protone vode. Intenzitet signala povecava
se proporcionalno koncentraciji Gd-DTPA, koja se brzo distribuira u vaskularna
tkiva pa se upalom zahvaéena sinovija prikazuje pojacanim intenzitetom. Tehnika
dinamicke MR omogucuje mjerenje intenziteta sinovitisa ispitivanjem unosa
gadolinija u jedinici vremena (71).

Denzitometrija skeleta takoder ima vaznost u obradi pacijenata s JIA.

Oboljeli imaju sniZzenu mineralnu gusto¢u kosti zbog sistemskog djelovanja
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proupalnih citokina koji naglaSeno suprimiraju aktivhost osteoblasta (viSe nego
osteoklasta). Denzitometrijom se, osim pri inicijalnoj obradi, periodi€no prati i
aktivnost bolesti odnosno efekt lijeCenja (72).

JIA je najceSc¢a neinfektivna sistemska bolest djeCje dobi uz koju se
pojavljuje uveitis, stoga je oftalmoloski pregled prednjeg segmenta oka
procjepnom svjetillkom uz pregled o¢ne pozadine oftalmoskopom vazan dio
dijagnostiCkog procesa i pracenja ovih bolesnika. Kronicni uveitis najceS¢e se
pojavljuje kod oligoartikularnog oblika bolesti, te u poliartikularnom, RF

negativnom tipu i psorijati€¢nom artritisu (3, 52, 53).

1.1.6. Procjena aktivnosti bolesti

Danasnji cilj lijeCenja JIA je uspjeSna kontrola simptoma / upalnih
manifestacija bolesti u cilju poboljSanja kvalitete zZivota i smanjenja trajnog
oStecCenja. Kako bi se postigao ovaj ucinak, pozeljno je pracenje tijeka bolesti i
klinickog statusa kroz redovitu primjenu mjera za validaciju aktivnosti bolesti, koje
su lako upotrebljive u svakodnevnoj klini¢koj praksi (73).

Validacijske mjere koje se koriste kod djece s JIA u zadnjih nekoliko godina
ukljuCuju: ocjenu aktivnosti bolesti, odgovor na terapiju i procjenu kvalitete Zivota
uz parametre koji se odnose na sve fenotipove JIA. Ovakve udruzene, kompozitne
ocjene aktivnosti bolesti omogucéuju usporedbu statusa bolesti izmedu pojedinih
bolesnika i razli€itih skupina bolesnika (74).

Jedna od takvih zbirnih ocjena aktivnosti JIA je JADAS (engl. Juvenile
Arthritis Disease Activity Score) razvijena 2009. godine (75). JADAS ukljuCuje
procjenu aktivnosti bolesti prema lije€niku (engl. medical doctor (MD) global),
procjenu aktivnosti bolesti prema roditelju, brzinu SE i broj zglobova zahvacenih
aktivnom boles¢u. Roditeljska i lijeCniCka procjena temelje se na vizualnim
analognim ljestvicama (VAS, engl. visual analogue scale) gdje oznaka 0 oznacava
,bez aktivnosti“, a oznaka 10 ,maksimalnu aktivnost. JADAS predstavlja
jednostavan zbroj svojih komponenti, a razvijene su tri njegove verzije koje se
razlikuju prema broju zglobova obuhvacenih procjenom — JADAS10, JADAS27 i
JADAS71 (76).
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Uz osnovnu, razvijene su druge dvije verzije JADAS-a. Prva, JADAS-CRP,
u kojoj je brzina SE zamijenjena koncentracijom CRP te druga, cJADAS, u kojoj se
aktivnost bolesti procjenjuje na temelju klinickih parametara, bez vrijednosti SE ili
CRP. Obje ove verzije imaju dobru korelaciju s originalnim JADAS bodovnim
sustavom (77, 78).

Za procjenu aktivnosti jSpA osmisljena je 2014. godine od strane Weissa i
suradnika posebna procijena - JSpADA (indeks aktivnosti juvenilnog
spondiloartritisa, engl. Juvenile Spondyloarthritis Disease Activity Index). ]SpADA
ukljuCuje sljedeCih osam parametara: artritis, entezitis, ocjenu bolnosti prema
bolesniku, koncentraciju reaktanta akutne faze, jutarnju ukocCenost, klinicke
znakove sakroileitisa, prisutnost uveitisa i pokretljivost leda. Svaki se parametar
vrednuje jednim bodom, a veca vrijednost indeksa korelira s vecom aktivnos¢u
bolesti. Navedeni indeks pokazao se ucinkovitim u razlikovanju pacijenata s
aktivnom i neaktivhom bolesti te u ocjeni promjene aktivnosti bolesti (79).

Korisnost primjene ovakvih zbirnih bodovnih sustava poboljSana je to¢nim
definiranjem granicnih vrijednosti kako bi se pravilno utvrdila visoka, odnosno
niska razina aktivnosti bolesti (80).

Uklju€ivanje roditelja/staratelja i bolesnika u procjenu aktivosti bolesti putem
upitnika za procjenu ishoda prema roditelju/djetetu (PCRO, engl. Parent/Child
Reported Outcomes) smatra se iznimno vaznim jer odraZzava njihovu percepciju o
tijeku bolesti i lijeCenju i mozZe pridonijeti donoSenju medicinskih odluka te povecati
vjerojatnost uspjeha u brizi o bolesniku (81). Danas je dostupan Sirok spektar
mjera za ovakvu procjenu u djece s JIA. Za izdvoijiti je klini¢ki alat JAMAR (engl.
Juvenile Arthritis  Multidimensional Assessment Report) koji predstavilja
multidimenzijski upitnik u kojem se procjena aktivnosti bolesti temelji na
subjektivnoj ocjeni od strane bolesnika i njegova roditelja/staratelja, a obuhvaca i
ranije razviene PCRO (82). JAMAR pruza lije¢niku uvid u stanje pacijenta, ali
usprkos multidimenzijskom obliku, obi¢no ukazuje i na jasne razlike izmedu
procjena pojedinih parametara od strane lijeCnika odnosno roditelja/staratelja i
bolesnika.

Na temelju razliCitih pristupa u definiranju aktivnosti bolesti, od strane
Wallace i suradnika 2004. godine razvijeni su preliminarni kriteriji za remisiju u JIA.

Prema ovim kriterijima i njihovoj kasnijoj reviziji iz 2011. godine, bolesnik je u
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remisiji kada nema zglobova s aktivnhom bole$¢u, nema sistemskih manifestacija
koje se mogu pripisati JIA (povisena tjelesna temperatura, osip, serozitis,
splenomegalija ili limfadenopatija), nema aktivni uveitis, ima uredne vrijednosti SE
ili CRP, odnosno ukoliko su poviSene onda razlog nije JIA, trajanje jutarnje
ukoCenosti nije viSe od 15 minuta i prema procjeni lijeCnika nema znakova
aktivnosti bolesti. Ukoliko su zadovoljeni kriteriji za Kklini¢ki neaktivhu bolest
najmanje 6 mjeseci uzastopno uz terapiju antireumaticima, tada je bolesnik u
periodu klinicke remisije uz lijekove. Ukoliko je bolesnik po prekidu terapije bez
znakova klini¢ki aktivne bolesti 12 mjeseci uzastopno, tada ulazi u period remisije
bez lijekova (slika 2) (7, 8).

Prekid terapije
svim
antireumaticima
i protuupalnim

lijekovima
medikamentozna terapija bez terapije
vaprgﬁggm 6 mjeseci vaprgﬁgi(!m ’ 12 mjeseci
I aktivna bolest I I I
Pocetak Pocetak Ispunjavanje Prekid Pocetak
bolesti perioda kriterija terapije / perioda
bez Za pocetak pocetak klinicke
aktivnosti perioda perioda remisije
bolesti, klinicke bez bez lijekova
uz lijekove remisije aktivnosti
uz lijekove bolesti,
bez lijekova

Slika 2. Remisija u JIA (preuzeto i prilagodeno iz referencije 7)

Aktualna definicija neaktivne bolesti je stroga i zahtijeva odsutnost bilo
kakvog simptoma bolesti, Sto je u kliniCkoj praksi teSko ostvarivo, posebno kod
poliartikularnog ili sistemskog tipa bolesti. Stoga je u klinickoj praksi lakSe ostvariv
cilj stanje tzv. minimalne aktivnosti bolesti, sto je stanje izmedu visoke aktivnosti
bolesti i remisije, blize remisiji bolesti (83). Studije na odraslim pacijentima s RA

ukazuju na poboljSanje ishoda bolesti ako se u lijeCenju implementira tzv.
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strategija ,treat-to-target®, odnosno Cesta prilagodba terapije prema KkliniCkim
pokazateljima, koja za cilj ima odrzavanje niske aktivnosti bolesti (84, 85). Ova
strategija u pacijenata s JIA saZeta je u Sest naCela (uz osam preporuka)
objavljenih od strane internacionalne skupine pedijatrijskih reumatologa: ciljevi i
strategija lijeCenja temelje se na zajedniCkim odlukama roditelja/pacijenta i
lije€Cnickog tima, JIA zbog svoje heterogenosti zahtijeva razliCite terapijske
pristupe, cilj lijeCenja je kontrola simptoma bolesti i zaustavljanje upalnog procesa
pri ¢emu treba izbjegavati dugotrajnu sistemsku upotrebu GK uz prilagodbu

terapije ovisno o aktivnosti bolesti (85).

1.1.7. LijeCenje

Optimalni pristup lije€enju bolesnika s JIA temelji se na multidisciplinarnosti
i uklju€ivanju u lijeCenje razliCitih struka, od reumatologa, oftalmologa,
fizioterapeuta i ortopeda do psihologa (3). S boljim poznavanjem patogeneze JIA
doslo je i do napretka u farmakoterapiji bolesti. Danasnji pristup nalaze $to raniji
poCetak terapije kako bi se sprijeCio razvoj nepopravljivih posljedica i poboljSao
ishod bolesti. Farmakoloski preparati koji se rabe za lijeCenje JIA su NSAID, GK
za lokalnu i sistemsku primjenu te csDMARD, bDMARD i ciljani sintetski
antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti (tsDMARD, engl. targeted
synthetic disease-modifying antirheumatic drugs) (86, 87).

NSAID su tradicionalno glavni oslonac u lijeCenju svih oblika JIA i
predstavljaju terapiju prvog reda kojom se zapocinje lijeCenje. Kod djece u uporabi
je nekoliko ovih lijekova: ibuprofen, naproksen, diklofenak i indometacin. Oni
pripadaju inhibitorima enzima ciklooksigenaze-1 (COX-1, engl. cyclooxygenase-1)
i stoga uz povoljan protuupalni uCinak imaju i nuspojave, kao Sto su iritacija
Zelu€ane sluznice, kozne reakcije, porast aminotransferaza s mogucéim razvojem
hepatitisa, akutni intersticijski nefritis te moguce akutno reverzibilno zatajenje
bubrega, Sto zahtijeva oprez pri pracenju bolesnika. Nova generacija nesteroidnih
antireumatika tzv. selektivnin COX-2-inhibitora nema ove nuspojave, ali su
iskustva vezana za primjenu ovih lijekova kod djece oskudna (5, 68).

GK su vrlo djelotvorni protuupalni lijekovi, ali s brojnim nuspojavama,

posebno ukoliko se primjenjuju sistemski i dugotrajno. Stoga se danas sistemski
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koriste najviSe u akutnoj fazi bolesti, najCeSce pri lijeCenju sJIA. Lokalna,
intraartikularna primjena GK je ucinkovita u lije¢enju upalom zahvacenih zglobova
u djece i ima prednost pred sistemskom GK terapijom. Mogucée nuspojave lokalne
terapije su rijetke, primjerice infekcija zgloba, mehanicka indukcija ponovne upale
zgloba te atrofija koze i potkoZzja ili kalcifikati na mjestu punkcije (88, 89).

csDMARD predstavljaju drugi red izbora u lijeCenju JIA i ukljuCuju se u
terapiju kada izostane ucinak lijeCenja s NSAID. Djelotvornost terapije csDMARD
vidljiva je tek nakon viSe tjedana lije€enja. NajCeSce primjenjivani lijek iz ove
skupine je MTX, a ostali lijekovi su sulfasalazin i leflunomid (5, 11).

S bDMARD je zapoceto novo razdoblje u lijeCenju JIA. Ovi se lijekovi
primjenjuju kod bolesnika koji ne reagiraju na druge oblike lijec¢enja, osim u sJIA s
visokom inicijalnom aktivno$¢u bolesti, gdje se mogu upotrijebiti na pocetku
lijeCenja. Anticitokinska terapija primjenjuje se od kraja 20. stolje¢a, a anti-TNF
pripravci su najceSce primjenjivani tip bioloSke terapije. Prvi registrirani bioloski
ljek bio je etanercept (ETN), potpuno ljudski TNF inhibitor Cija je efikasnost
potvrdena brojnim studijama, a potpuna remisija bolesti postize se u oko pola
pacijenata. Od ostalih bioloSkih lijekova koji blokiraju djelovanje TNF-a kao
kljuénog proupalnog citokina, koriste se adalimumab (ADA) i infliksimab (IFX).
TNF inhibitori pokazuju vecéu efikasnost ukoliko se zapo¢ne rano s njihovom
primjenom, u kombinaciji s MTX i/ili GK. Ako nema povoljnog odgovora na ovu
skupinu bioloSke terapije, u lijeCenje se uvodi blokator kostimulacijskog puta
potrebnog za aktivaciju limfocita — abatacept (ABA) ili blokator receptora IL-6 —
TCZ. TCZ je lijek koji se osim u lije€enju poliartikularnog tipa bolesti primjenjuje i u
sJIA, s obzirom na takoder znatno poviSene razine IL-6. Blokatori IL-1 koji se
koriste u lijeCenju sJIA su anakinra (ANK) i canakinumab (CAN). BioloSki pripravci
se generalno dobro podnose, najteze nuspojave su mogucéa pojava oportunistickih
infekcija, pojava drugih autoimunih bolesti, zlo¢udnih bolesti te zatajenje srca (3,
6). Ucinkovitost i nuspojave bDMARD u velikoj su mjeri joS uvijek nepoznate zbog:
nepotpuno razjasSnjenih mehanizama njihova metaboliziranja (koje se uglavnom,
ali ne iskljucivo, odvija djelovanjem razliCitih proteaza, nukleaza i peptidaza u
razliCitim organima i tkivima), reakcija oksidacije, deaminacije i izomerizacije ¢ime
se mijenja njihova aktivnost (90), deponiranja vezanog uz mjesta ciljanog

djelovanja, vezivanja na glikoreceptore, lizosomskog recikliranja, elektrostatskih
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naboja i velikog hidrodinamic¢kog volumena bDMARD molekula, ali i interakcija s
drugim endogenim i egzogenim molekulama, posebno manjih molekularnih masa
te drugim enzimskim sustavima (npr. moguca inhibicija aktivnosti sustava
citokroma P450) (91).

Kronoloski posljednji medu lijekovima razvijenim za lijeCenje RA i JIA su
JAK inhibitori koji pripadaju skupini tsDMARD. Navedena skupina lijekova je u sve
Siroj upotrebi u lijeCenju bolesnika s RA, u kojih se obi¢no primjenjuju u slu€aju
prethodne neuspjedne primjene bDMARD (92). Iskustva s primjenom tsDMARD u

djece s JIA joS$ uvijek su relativno ograni¢ena (87, 93).

1.1.8. Tijek i prognoza bolesti

Napredak u lijeCenju JIA postignut zadnjih godina zasigurno pridonosi boljoj
prognozi, ali tijek bolesti je joS uvijek nepredvidiv, posebice po pitanju moguceg
oStecenja zglobova. Oko 60 % bolesnika koji boluju od JIA prelazi u odraslu dob
bez aktivne bolesti ili funkcionalnog ograniCenja. Medutim, studije dugorocnih
ishoda JIA pokazuju da izmedu 30 i 56 % bolesnika ima ozbiljna funkcionalna
ograni¢enja koja uklju€uju deformitet i oStecenje zglobova. U nepovoljne ucinke
bolesti ubrajaju se i odstupanje u rastu, prisutnost osteoporoze, problemi s vidom
zbog uveitisa te naruSeno psihiCko zdravlje (94). U skladu s definicijom remisije
bolesti (8), provedena je studija prema kojoj 47,5 + 22,6 % djece postize klinicki
neaktivnu bolest nakon medijana vremena od 6,5 + 1,5 godine. Neaktivna bolest i
remisija postignuti su najceSce u perzistentnom oligoartikularnom obliku, za razliku
od proSirenog oligoartikularnog i poliartikularnog RF pozitivhog tipa bolesti gdje je
prognoza u smislu postizanja remisije najmanje povoljna (95). U nedavno
objavljenoj studiji ishoda, 45,6 % djece imalo je aktivhu bolest nakon 18 godina
pracenja (96).

Predskazatelji loSeg dugoro¢nog ishoda bolesti su: rano zahvac¢anje zgloba
kuka ili ruénog zgloba, simetricna bolest, pozitivan RF i dugotrajna aktivna
sistemska bolest. Uz to, prognoza je razliCita i za pojedini tip JIA. Tako djeca sa
sJIA imaju tendenciju ili reagirati u potpunosti na medicinsku terapiju ili razviti
teski, poliartikularni tijek bolesti koji je uglavnom otporan na medikamentozno

lijecenje. Cimbenici rizika koji upuéuju na lo$ ishod sJIA su prisutnost sistemnih
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simptoma Sest mjeseci nakon pocCetka bolesti, trombocitoza i poliartritis sa
zahvaceno$¢u kuka. Smrtnost je manja od 1 %, a smrtni ishod nastupa zbog
infekcije, MAS ili amiloidoze (3).

Poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF ekvivalent je RA odraslih s ranim
poCetkom i ima najlosiju prognozu. Navedeni tip bolesti ima najnizi postotak
remisije, a bolesnici koji ne odgovore adekvatno na terapiju razvit ¢e znatne
deformitete i disfunkciju zglobova.

U poliartikularnom tipu s negativnim RF manje od 50 % djece ¢e uéi u
remisiju, Cesto nakon dugotrajnog lijeCenja.

Kod ERA je dugoroc¢ni tijek nepoznat, u dje€aka s pozitivnim nalazom HLA-
B27 i artritisom kuka postoji visok rizik za razvoj ankilozantnog spondilitisa (AS) (3,
96).

1.2. Metotreksat

MTX je analog i antagonist folne kiseline koji se kao lijjek u reumatologiji
koristi vise od 30 godina (slika 3) (97). Originalno je razvijen kao protutumorski
lijek, a danas se najviSe koristi kao prva terapijska linija u skupini csDMARD za
lieCenje JIA, RA i psorijaze. Zbog svojih protuupalnih i imunomodulatornih
aktivnosti ima primjenu i u drugim podrucjima, od transplantacijske medicine do
ljeCenja kroni€nog artritisa uzrokovanog virusima (98, 99).

Terapijski ucinak i mehanizmi djelovanja MTX u visokim dozama kod
malignih bolesti dobro su poznati. MTX kao antagonist folne kiseline kompetitivho
inhibira aktivnost enzima ovisnih o folatima i sintezu purina i pirimidina potrebnih
za proizvodnju DNA i RNA u malignim stanicama koje se brzo dijele. Medutim,
mehanizam s pomocu kojeg MTX u malim dozama ima terapijski ucinak kod
upalnih poremecaja nije joS uvijek u potpunosti razjasnjen (97, 100).

MTX, ranije poznat kao ametopterin, jedan je od nekoliko antagonista folne
kiseline koji su izvorno sintetizirani 1940-ih za lijeCenje zlo¢udnih bolest. Faber i
suradnici su 1947. godine dokazali da antifolat aminopterin, sintetski derivat
pterina, moze dovesti do remisije u akutnoj limfoblasticnoj leukemiji kod djece
(101). Zbog manje toksiCnosti aminopterin je zamijenjen MTX, a Grubner i

suradnici su 1951. godine objavili prvu dokumentiranu klini¢ku primjenu MTX kod

21



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u
lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

pacijenata s reumatoidnim artritisom (102). Njegova ucinkovitost u odnosu prema
placebu dokazana je tek kasnijim studijama tijekom 1980-tih, zahvaljujuéi kojima
MTX postaje temelj lijeCenja reumatskih bolesnika (97). Ovu poziciju zadrZzava i
danas, unato€ napretku u razumijevanju etiopatogeneze i uvodenju u terapiju
bDMARD i tsDMARD (87, 93, 97, 103, 104).

MTX se moze primjenjivati oralno, intravenski, intramuskularno, supkutano i
intratekalno. U reumatologiji se pretezno primjenjuje oralno ili supkutano, rjede
intramuskularno. U JIA MTX pokazuje ucinkovitost u dozi od 10 do 20
mg/m?/tiedno (104, 105). BioraspoloZivost oralno primijenjene terapije pada s
porastom doze zbog zasi¢enja crijevnih transportnih mehanizama. Supkutano
primijenjen MTX ne pokazuje efekt zasicenja, vec¢ linearni porast razine u Krvi
proporcionalan primijenjenoj dozi (106, 107). Supkutana primjena ima vecu
klinicku ucinkovitost i poboljSanu podnosljivost u usporedbi s oralnom primjenom
(107, 108, 109), iako rezultati nekih studija ne ukazuju na navedene razlike (110).
Oko 50 % cirkulirajuéeg MTX vezano je za proteine plazme. Razina MTX u
sinovijalnoj tekucini usporediva je s razinom u plazmi. MTX se metabolizira u jetri
gdje se pretvara u 7-hidroksimetotreksat (7-OH-MTX). Prvenstveno se izluCuje
putem bubrega, tako da je njegova eliminacija smanjena kod bolesnika s
oStecenjem bubrezne funkcije te kod bolesnika s ascitesom ili pleuralnim izljevom i
u tim situacijama je potrebno paZzljivo titrirati dozu lijeka (104). Kod primjene niskih
doza MTX vrijeme poluzivota u plazmi varira od 4,5 do 10 sati (111).

Kao lijek je dostupan, siguran i ucinkovit, ali osim njegove ucinkovitosti,
treba uzeti u obzir i nuspojave. S obzirom na nize doze lijeka koje se koriste u
reumatologiji, riede su teSke i za Zivot opasne nuspojave, kao Sto su
hepatotoksi¢nost i citopenija, koje zahtijevaju redovite kontrole koncentracije
aminotransferaza i kompletne krvne slike. Medu nuspojavama su puno ¢esce i u
klinickoj praksi znacCajnije gastrointestinalne tegobe, glavobolja i drugi oblici
netolerancije MTX, jer navedene utjeCu na kvalitetu Zivota i mogu uzrokovati
izostanak suradnje od strane bolesnika u smislu prestanka uzimanja lijeka (104,
105, 112).
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Slika 3. Molekula MTX (preuzeto s https://www.chemsrc.com/en/cas/59-05-2_390975.html)

1.2.1. Metaboli¢ki putovi metotreksata i protuupalno djelovanije

Ulazak MTX u stanicu posredovan je uglavhom proteinom za transport
reduciranih folata, SLC19A1/RFC1 (engl. solute carrier family 19, folate
transporter member 1/reduced folate carrier protein 1). Izlazak iz stanice reguliran
je ABCC proteinima (engl. ATP-binding cassette proteins) koji vezu adenozin
trifosfat (ATP) i imaju ulogu prijenosnika velikog broja lijekova i kemoterapijskih
sredstava (113). Po ulasku u stanicu MTX podlijeze procesu poliglutamacije
zahvaljuju¢i folilpoliglutamat sintetazi (FPGS) §to povecava unutarstanicni
poluzivot MTX jer poliglutamati ne mogu biti supstrat za ABCC proteine. Ovo
nakupljanje MTX-poliglutamata (MTXPG) u stanici omogucuje primjenu MTX
jednom tjedno, usprkos relativno kratkom poluzivotu u plazmi. Poliglutamacija je
reverzibilan proces kataliziran y-glutamil hidrolazom (GGH) &ime se odrzava
ravnoteza razine MTX unutar stanice. MTXPG predstavljaju aktivnu formu lijeka, a
detektirani su u eritrocitima, neutrofilima, mononuklearima, hepatocitima i
sinoviocitima (97, 100, 114, 115). Koncentracija MTXPG u eritrocitima prema
nekim ispitivanjima korelira s terapeutskim ucinkom lijeka (115, 116).

Djelovanje MTX unutar stanice vezano je za inhibiciju dihidrofolat reduktaze
(DHFR) i ostalih enzima koji ovise o folatima, poput timidilat sintaze (TYMS, engl.
thymidylate synthase), 5-amino-imidazol-4-karboksiribonukleotid (AICAR, engl. 5-
aminoimidazole-4-carboxamide-1-B-D-ribofuranoside) transformilaze (ATIC, engl.
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase) i metilen
tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR) (104).
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Kao snazni inhibitor DHFR, MTX dovodi do smanjenja razine
tetrahidrofolata (THF). THF je bitan za de novo sintezu purina i prekursor je
kofaktora 5-metil-tetrahidrofolata (5-metil-THF). Smanjena dostupnost 5-metil-THF
dovodi i do smanjenja remetilacije homocisteina u metionin i akumulacije
homocisteina, te smanjenja unutarstanicnog kapaciteta za transmetilaciju.
Direktna, ali i indirektna inhibicija TYMS putem manjka THF vodi inhibiciji
biosinteze pirimidina. Inhibicija AICAR transformilaze utjeCe na de novo sintezu
purina i do unutarstani¢nog nakupljanja adenin nukleotida i adenozina te njihova

otpustanja u izvanstanicni prostor (slika 4) (100, 104).
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Slika 4. Metaboli¢ki putovi metotreksata, transportni mehanizmi i unutarstani¢no djelovanje (preuzeto i
prilagodeno iz referencije 104)

MTX — metotreksat, PCFT — transporter folata vezan uz proton (engl. proton-coupled folate transporter),
FRa/p — folatni receptori, RFC1 — protein za transport reduciranih folata 1 (engl. reduced folate carrier protein
1), ABCC1-ABCC5 — ABCC proteini (engl. ATP-binding cassette proteins), FPGS — folilpoliglutamat sintetaza,
MTXglu(1-7) — MTX poliglutamati, GGH — y-glutamil hidrolaza, DHFR - dihidrofolat reduktaza, DHF —
dihidrofolat, THF — tetrahidrofolat, dTMP — deoksitimidin monofosfat, TYMS - timidilat sintaza, MTHFR —
metilen tetrahidrofolat reduktaza, ATIC — 5-amino-imidazol-4-karboksiribonukleotid transformilaza, AICAR — 5-
amino-imidazol-4-karboksiribonukleotid, FAICAR — formil AICAR, MS — metionin sintetaza

UCinkovitost visokih doza MTX u lije€enju zlocudnih bolesti pripisuje se
upravo sposobnosti inhibiranja klju¢nih enzima koji sudjeluju u biosintezi purina i
pirimidina ¢ime se ograniCava dioba malignih stanica. Smatra se da je isti

mehanizam odgovoran i za nuspojave lijeka. Uzimanje folne kiseline s MTX nema
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utjecaja na terapijski uCinak MTX, ali moze imati utjecaj na smanjenje nuspojava
(104, 117).

ViSe je pretpostavljenih farmakoloskih mehanizama djelovanja MTX kao
protuupalnog lijeka.
S obzirom na brzu proliferaciju stanica upalnog odgovora, inhibicija biosinteze
purina i pirimidina moze biti jedan od mehanizama ucinkovitosti. Niske doze MTX
imaju citostatiCni, a ne citotoksi¢ni u€inak i zaustavljaju proliferaciju limfocita T
stimuliranih mitogenom (118).
Inhibicija DHFR dovodi do smanjenja razine THF i 5-metil-THF koji su donatori
metilne skupine u kemijskim reakcijama i vazni su u proizvodnji metionina i S-
adenozilmetionina (SAM) te poliamina. Poliamini djeluju kao limfotoksini, stoga bi
inhibicija produkcije poliamina mogla pridonijeti djelotvornosti MTX (98). Ipak,
opazanje da dodatak folata nije povezan sa smanjenjem protuupalne ucinkovitosti
MTX u bolesnika s RA vazan je dokaz o tome da se i drugi mehanizmi djelovanja
moraju uzeti u obzir (117).
Mehanizam djelovanja MTX kao protuupalnog lijeka s najvise dokaza jest u€inak
MTX na nakupljanje adenozina unutar stanice i njegovo ispustanje u medustanicni
prostor stanica koje su u stanju upale (97, 98). Adenozin je snazan protuupalni
posrednik koji djeluje u interakcijama s razli€itim stanicama imunosnog odgovora,
ukljuCujuci neutrofile, makrofage i limfocite T. Inhibicija AICAR transformilaze
(ATIC) djelovanjem MTX rezultira unutarstanicnom akumulacijom AICAR-a i
njegovih metabolita, koji su inhibitori enzima vaznih za katabolizam adenozina i
adenozin monofosfata (AMP, engl. adenosine monophosphate): adenozin
deaminaze (ADA) i AMP deaminaze (AMPD, engl. adenosine monophosphate
deaminase) Sto dovodi do porasta izvanstaniCne razine adenozina. Adenozin
djeluje preko transmembranskih adenozin A receptora (ADORA, engl. adenosine
A receptor), aktivacia ADORA2A i ADORAS3 receptora rezultira smanjenjem
produkcije i otpustanja proupalnih citokina IL-18, TNF-a i IL-6 te smanjenjem
produkcije matriksnih metaloproteinaza (MMPs, engl. matrix metalloproteinases)
(100, 119, 120). Adenozin je zbog ekstremno kratkog poluzivota od 2 do 8
sekundi, teSko mjerljiv u plazmi i tjelesnim tekuc¢inama. Riksen i suradnici dokazali
su da MTX inhibira ADA u limfocitima i pojaCava adenozinom induciranu

vazodilataciju $to ukazuje na utjecaj MTX na razinu izvanstani¢nog adenozina
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(121). Ucinak kofeina, kao neselektivnhog antagonista adenozinskih receptora i
ucinkovitost MTX ispitivani su u viSe studija, ali rezultati istih nisu jednoznacni
(122, 123).

Nedavno je MTX Kklasificiran kao inhibitor JAK/STAT signalnog puta (engl. Janus
kinase-signal transducer and activator of transcription) $to moze predstavljati
vazan protuupalni i imunosupresivni mehanizam djelovanja niskih doza MTX
neovisan o metabolizmu folata (124). Ovaj signalni put ima vaznu ulogu u
prijenosu signala od receptora na stanichoj membrani do jezgre, aktiviran je
Sirokim spektrom citokina i faktora rasta bitnim u hematopoezi i imunosnim
procesima. Postoje Cetiri Janus kinaze, JAK 1-3 i tirozin kinaza 2 (TYK2), te
sedam aktivatora transkripcije, STAT 1-4, 5a, 5b, 6 (124, 125). Unutar signalnog
puta, JAK fosforiliraju i aktiviraju €imbenike transkripcije (STAT) koji moduliraju
unutarstani¢nu aktivnost ukljuCujuc¢i ekspresiju gena. JAK inhibitori danas
predstavljaju zasebnu terapijsku skupinu (tsDMARD) koja se u lije¢enju RA i JIA
primjenjuje kao monoterapija ili u kombinaciji s MTX. lako prema rezultatima
dosadasnjih studija JAK inhibitori primijenjeni u monoterapiji nisu inferiorni u
odnosu na kombinaciju JAK inhibitora i MTX, ipak se navedena kombinacija ¢eSce
primjenjuje u klini¢koj praksi zbog sinergijskog ucinka (126, 127).

Utvrdeno je da MTX smanijuje ekspresiju HMGB1 u sinovijalnim tkivima kod RA i
inhibira progresiju bolesti (128). Uz navedene mehanizme, u€inak moze imati i
posredno djelovanje na produkciju kisikovih reaktivnih vrsta (ROS, engl. oxygen
reactive species) ili na produkciju prostaglandina E2.

Na temelju navedenog, najvjerojatnije kombinacija vise navedenih mehanizama
dovodi do sveukupnog priguSivanja upalnog odgovora i djelovanja MTX na
modifikaciju bolesti (97, 100, 104).

1.2.2. Metotreksat u JIA

Danasniji pristup lije€enju JIA zahtijeva ranu, uspjeSnu kontrolu upalnog
procesa s ciliem Sto povoljnijeg ishoda lijeCenja (12). Prvi lijek druge linije lijeCenja
u djece s JIA je MTX (3, 10) s heterogenim odgovorom na terapiju i udjelom vecéim
od 30 % djece u koje navedeni lijek nema ucinka u smislu postizanja remisije (10,

11, 13, 14). Kako je za procjenu ucinka MTX nuzan period od 3 do 6 mjeseci
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kontinuirane primjene, u djece u koje navedeni lijek nece djelovati gubi se
mogucnost ranog postizanja remisije, odnosno smanjuje se vjerojatnost povoljnog
ishoda lijeCenja. Do danas je objavljen niz istrazivanja iz podrucja epidemiologije,
farmakokinetike i genomike s ciljem pronalaska jednog ili vise pouzdanih
,biomarkera“ za ranu identifikaciju djece oboljele od JIA u kojih terapija MTX necée
imati uCinka, odnosno djece oboljele od JIA u kojih je inidiciran rani pocetak
ljeCenja bDMARD (15, 129 — 134). U do sada provedenim istrazivanjima
demografski pokazatelji uklju€ujuéi spol, dob kod pocetka bolesti i povrsinu tijela,
nisu pokazali vrijednost u predskazivanju ucinkovitosti MTX (12, 13). U tom smislu
bezvrijednima su se pokazali i duljina trajanja bolesti prije poCetka terapije MTX te
tip JIA. Upitnik za ocjenu funkcijske sposobnosti i kakvoce Zivota (CHAQ, engl.
Childhood Health Assessment Questionnaire), procjena aktivnosti bolesti prema
lijeCniku te zahvacenost oba ru€na zgloba, prema navedenim radovima imaju
djelomi¢nu vrijednost u predskazivanju ucinkovitosti terapije MTX (13). Od
laboratorijskih parametara pozitivhu predskazujucu vrijednost ima pozitivan nalaz
ANA te poviSene koncentracije osteopontina, dugolan€anih MTX poliglutamata
(MTX-PG) te proteina vezanog za mijeloid (MRP, engl. myeloid-related protein).
Na primjer, koncentracija MTX-PG u eritrocitima je visa u oboljelih od JIA koji
dobro reagiraju u odnosu na one koji ne reagiraju ha terapiju MTX (15, 129).
Provedeno je i nekoliko studija koje su pokuSale odrediti genetsku
determinantu odgovora na MTX u JIA (97). Genetska ispitivanja primarno su
temeljena na identifikaciji SNP u genima ukljuéenim u signalni put MTX ili GWAS
na velikom broju ispitanka u svrhu pronalaska povezanosti odredenih genomskih
varijanti s odgovorom na MTX. U radu Pastore i sur. ispitivane su najcesc¢e
varijante gena za ATIC, ITPA (engl. inosine triphosphatase) i SLC19A1 koje su
povezane s dobrim klinickim odgovorom na MTX. Tako je npr. ATIC rs2372536
GG genotip povezan s dobrim klinickim odgovorom na primjenu MTX $§to je
evaluirano stabilnom kliniCkom remisijom u periodu od 6 mjeseci u 69 bolesnika s
JIA (14). U studiji de Rotte i sur. analizom kandidatnih gena odgovornih za
transport MTX, u skupini od 287 djece i mladih s razliitim tipovima JIA,
identificirani su SNP u genima za ABCC proteine, rs1045642 u genu ABCBL1 i
rs4793665 varijanta u genu ABCC3, vezani uz povoljan odgovor na terapiju MTX.

Prema istom istrazivanju varijanta rs1051266 u genu za SLC19A1 umanjuje
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vjerojatnost povoljnog odgovora za dva do tri puta (134). Ipak, s obzirom na mali
broj bolesnika u ovakvim ispitivanjima, sloZenost signalnog puta i manjak studija
koje uzimaju u obzir sve relevantne varijante, do sada nije pronaden definitivni
genetski marker odgovora na MTX koji bi bio zna€ajan za individualno kreiranje
terapije. Na genomskoj razini ispitivanje terapijskog odgovora na MTX u JIA putem
GWAS, kojim je pokuSana identifikacija do sada nepoznatih relevantnih gena,
takoder nije dalo jednoznaCne odgovore na ovo pitanje (135). Navedeno moze
upucivati da multipli geni, ne samo oni ukljueni u farmakokinetiku i
farmakodinamiku MTX, odreduju efikasnost navedenog lieka u JIA. Otkrivanje
novih putova metaboliziranja i mehanizama djelovanja pridonijet ¢e razjasnjavanju
u€inkovitosti MTX u lijeCenju JIA (130 — 133).

U dijela JIA bolesnika MTX nece dovesti do adekvatne kontrole bolesti te
Ce biti potrebno zapoceti lijeCenje bDMARD. Medutim, kod primjene anti-TNF
pripravaka (posebno adalimumaba ili etanercepta), najéeSée upotrebljavane
skupine bDMARD u terapiji JIA, postoji moguénost razvoja neutralizirajuéih
protutijela usmjerenih na anti-TNF molekule ¢ijim se djelovanjem povecava klirens
anti-TNF odnosno umanjuje / dokida njihova ucinkovitost, §to u konacnici dovodi
do prekida navedene terapije i potrebe za promjenom bDMARD (97, 136). U do
sada provedenim studijama dokazano je da istodobna primjena MTX s anti-TNF
pripravcima ucinkovito smanjuje produkciju neutraliziraju¢ih protutijela usmjerenih
na anti-TNF, ¢ime se odrZava njihova terapijska ucinkovitost. Smatra se da MTX
navedeni efekt primarno postize imunosnim mehanizmima, pojacanim
generiranjem adenozina (137) i ranom supresijom ekspanzije limfocita T i B (97).
Dodatno, s obzirom na to da se uz istodobnu primjenu anti-TNF i MTX uz vecu
u€inkovitost biljeZze i viSe koncentracije anti-TNF nego kod njihove samostalne
primjene, smatra se da MTX utjeCe i na farmakodinamiku anti-TNF, primarno
smanjujuci antigensko opterecCenje terapeutika (djelovanjem MTX smanjuje se
razina TNF, a samim time i usporava potroSnja anti-TNF) (138). Uz to, MTX
indukcijom neonatalnih Fc receptora (FCRn, engl. neonatal Fc receptor) koji na
sebe uz endogene IgG vezu i bioloSke pripravke na bazi IgG te na taj nacin
blokiraju njihovu pinocitozu i brzo kataboliziranje, smanjuje klirens odnosno

povecava poluzivot i osigurava bolju uc€inkovitost anti-TNF (139). U konacnici,
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moguce je da MTX mehanizmima neovisnim o anti-TNF terapiji suprimira upalno
zbivanje u JIA te time povecéava ucinkovitost bDMARD (97).

S druge strane, interakcija bDMARD i MTX nije jednosmjerna, buduci da
ADA, ETN, IFX i TCZ dokazano ubrzavaju metabolizam MTX (140), a smatra se i
smanjuju njegovu toksi¢nost imunosno posredovanim mehanizmima (141).

DosadasSna istrazivanja mogucnosti predskazivanja ucinkovitosti ostalih
lijekova koji se koriste u lijeCenju JIA su manje opsezna. Tako su za NSAID
dominantno provodene studije utvrdivanja kliniCkih, a za bDMARD  studije
utvrdivanja klini¢kih i biokemijskih (npr. S100A8/A9 ili serumski amiloid A (SAA))
predskazatelja njihove ucinkovitosti u oboljelih od RA i JIA (39, 142). Medu
genetskim markerima dominantno su istrazivani i detektirani polimorfizmi gena koji
utieCu na ucinkovitost anti-TNF pripravaka: gen PTPRC (engl. protein tyrosine
phosphatase receptor type C), CHUK (engl. component of inhibitor of nuclear
factor kappa B kinase complex), LRPAP1 (engl. LDL receptor related protein
associated protein 1) te PDE3A-SLCO1C1 (engl. phosphodiesterase 3A-solute
carrier organic anion transporter family member 1C1) (143).

U sluc¢aju JAK inhibitora, u literaturi se uglavnhom navode studije utvrdivanja
klinickih, rijetko biokemijskih predskazatelja njihove ucinkovitosti u oboljelih od RA.
(144).

Vecéina autora nagladava nuznost daljnjih istrazivanja s ciliem otkrivanja
jedinstvenih predskazatelja ucinkovitosti pojedinih protokola lijeCenja u djece
oboljele od JIA (142).

1.3. Glutation S-transferaze (GSTSs)

Glutation S-transferaze (GSTs) predstavljaju skupinu u prirodi Siroko
rasprostranjenin  multifunkcionalnih proteina, koji u stanicama prokariota i
eukariota kataliziraju konjugaciju toksicnih reaktivnih komponenti s glutationom
(GSH). Na taj nacin omogucéavaju detoksikaciju niza egzogenih i endogenih
metabolita uz njihovu inaktivaciju i eliminaciju iz stanica (145, 146).

U eukariota se GSTs prema stani¢noj lokalizaciji dijele na citosolne,
mitohondrijske i mikrosomalne. Citosolne se, s obzirom na kemijska, strukturna i

fizikalna svojstva, u sisavaca dijele u sedam klasa. Mitohondrijske, klase kappa,
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imaju veliku strukturnu sli€nost s citosolnim GSTs. Nasuprot prethodne dvije,
mikrosomalne GSTs (MAPEG, engl. membrane-associated proteins involved in
eicosanoid and glutathione metabolism) su membranski proteini evolucijski
drugaciji od prethodno navedenih glavnih klasa (147).

Klase citosolnih GSTs su alfa, zeta, theta, mi, pi, sigma i omega (147, 148).
Obiljezavaju se velikim latini€nim slovima neposredno iza skra¢enice GST (npr.
alfa klasa — GSTA, zeta klasa — GSTZ, theta klasa — GSTT itd.). Na kraju se
arapskim brojevima odijeljenim spojnicom dodatno obiljezavaju i podjedinice
homo- ili heterodimera (npr. GSTP1-1). Citosolne GSTs u sisavaca su najceSce
dimerne molekule gradene od identi¢nih lanaca, rijede heterodimerne molekule
gradene od razli€itih lanaca iste klase (146, 147). U svakom monomeru u sastavu
GST razlikuje se N-terminalni kraj, nalik tioredoksinu i C-terminalni, spiralni kraj.
Vezno mjesto N-terminalnog kraja evolucijski je starije mjesto oznake G, buduci da
na sebe veze glutation (GSH). Evolucijski mlade vezno mjesto C terminalnog kraja
ima oznaku H, s obzirom na to da se na njega veze Sirok spektar hidrofobnih ko-
supstrata (slika 5) (147, 149).

G-vezno mjesto

(J,“

Ea

\*-"‘ X
&5

H-vezno mjesto

Wy

of

Slika 5. Struktura monomera GST (preuzeto i prilagodeno iz referencije br.147)
G-vezno mjesto za vezanje glutationa (GSH) na N-terminalnom kraju, H-vezno mjesto na C-terminalnom kraju
na koje se vezu hidrofobni kosupstrati

Enzimski posredovana detoksikacija ksenobiotika (tvari unesenih u
organizam izvana) i endobiotika (tjelesnih tvari u poviSenim koncentracijama)

odvija se u tri faze. Prva, oksidacijska faza, najve¢im je dijelom katalizirana
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sustavom citokroma P450. Enzimi druge faze sudjeluju u biotransformaciji
ksenobiotika i endobiotika u oblike koji se lak$e eliminiraju iz stanica i organizma
te u metabolickoj inaktivaciji farmakoloSki aktivnih tvari. Konjugacija, kao
dominantna reakcija druge faze koja za cilj ima stvaranje hidrofilnih spojeva,
obuhvaca glukuronidaciju, sulfatizaciju, metilaciju, acetilaciju te konjugaciju s
glicinom i glutationom. Prva i druga faza detoksikacije rezultiraju konverzijom
lipofilnih, nepolarnih ksenobiotika i endobiotika u vodotopive, manje toksi¢ne
metabolite. U tre¢oj fazi detoksikacije, djelovanjem transmembranskih proteina,
odvija se aktivha, transmembranska eliminacija nastalih konjugata u medustanicni
prostor (145 — 147).

Citosolne GSTs su glavni enzimi druge faze detoksikacije. Njihova
najvaznija funkcija je kataliziranje konjugacije reduciranih formi GSH s razli€itim
hidrofobnim i elektrofilnim ksenobioticima i endobioticima, a u svrhu povecanja
njihove topljivosti i olakS8anog transmembranskog transporta u medustanicni
prostor. Na taj nacin citosolne GSTs Stite staniCne proteine, lipide i nukleinske
kiseline od djelovanja toksi¢nih supstrata, ali i osiguravaju transport istih iz
organizma - izlu€ivanjem putem bubrega (150, 151). GSTs imaju i niz drugih
enzimskih i neenzimskih funkcija: djeluju kao peroksidaze (redukcija masnih
kiselina, hiperoksida, fosfolipida) i izomeraze, $tite stanicu od djelovanja vodikova
peroksida i protein kinazama inducirane smrti, nekataliticki vezu Sirok spektar
ksenobiotika i endobiotika te i na taj naCin omoguc¢avaju njihov transport izvan
stanica. Uz to, GSTs imaju ulogu u razgradnji tirozina i sintezi leukotriena,
prostaglandina, testosterona i progesterona (146, 147, 152, 153).

GSTs su prisutne u stanicama svih organa i tkiva sisavaca uz specifi¢nu
distribuciju pojedinih izoformi, prema tipu stanica. Razliite izoforme GSTs mogu
biti razliCito aktivne u istom tkivu, ovisno o tkivnoj izlozenosti endobioticima i
ksenobioticima. Na taj nacin, visoke tkivne koncentracije enzima u kombinaciji s
njihovom specificnom distribucijom omogucuju koristenje GSTs kao biomarkera
oStecenja odredenog tipa stanica ili tkiva. Tako je npr. kombinacija GSTA i GSTP
u serumu upotrebljiva kao biomarker ostec¢enja stanica proksimalnog i distalnog
tubula bubrega razliCite etiologije, a tkivna GSTM2 kao biomarker razvoja
protutijelima posredovanog glomerulonefritisa zbog djelovanja istih na

glomerularnoj bazalnoj membrani (GBM). S druge strane, GSTA u serumu se
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moze Koristiti kao biomarker oStecenja hepatocita kod toksi¢ne ili infektivne lezije
jetre (154 — 158).

1.3.1. Polimorfizmi gena za GSTs i aktivhost enzima

Klase GST enzima kodirane su genima lociranim u klasterima na razli€itim
kromosomskim lokusima (159, 160). Vecina je gena za GSTs polimorfna, Sto
rezultira razli€itim fenotipskim inaCicama GSTs. Polimorfni lokus ili polimorfizam
oznacCava prisutnost najmanje dvaju alela na jednome genskom lokusu Ccija je
uCestalost u populaciji najmanje 1 % (161, 162). Enzimska aktivnost GSTs ovisi 0
delecijskim polimorfizmima ili SNP GST gena (146, 163 —165), koli€ini egzogenih
ili endogenih supstrata koji moduliraju ekspresiju GST gena (146, 165, 166),
stabilnoj opskrbi GSH pod djelovanjem sintetskih enzima gama-glutamilcistein
sintetaze i glutation sintetaze te aktivnosti specifiCnih transportnih molekula koje
uklanjaju konjugate GSH iz stanice (146, 167, 168).

Polimorfizmi gena koji kodiraju citosolne GSTs opisani su u razli€itim
klasama s najviSe pozornosti na alele klase mi, theta i pi. Mi genska obitelj,
odnosno pet gena mi klase smjesteno je u klasteru veliCine 20 kb na kromosomu
1. Gen GSTM1 ima tri alela od kojih GSTM1*0 ili null alel podrazumijeva
homozigotnu deleciju koja dovodi do stvaranja nefunkcionalnog proteina i
izostanka enzimske aktivnosti. Ovaj genotip prisutan je u oko 50 % bijelaca i
azijata. Sli¢no je s delecijskim polimorfizmom za GSTT1 unutar GSTO podgrupe.
Gen koji kodira ovu GST lociran je na kromosomu 22. GSTT1*0 ili null
polimorfizam prisutan je u 10 do 20 % bjelacke populacije, a u azijata se nalazi u
16 — 64 % i rezultira odsutnoSc¢u enzimske aktivnosti (159, 167, 169, 170).

Geni i proteini koji su vezani za metabolizam ksenobiotika Cesto se koriste
kao potencijalni markeri podloZnosti razvoju bolesti Cija se etiologija povezuje s
¢imbenicima okolisa (171). ViSe studija pokazalo je utjecaj polimorfizama gena za
GSTs u regulaciji njihove citosolne aktivnosti (172, 173). Brojna su istraZivanja u
kojima se polimorfizmi u genima za GSTs, posebno delecijski polimorfizmi gena
GSTM1 i GSTT1, povezuju s povecanom sklonosti prema razliitim bolestima,
uklju€ujuéi i upalne reumatske bolesti te ucinkovitoS¢u i nuspojavama razli€itih
terapijskih protokola (164, 166, 169, 171, 174 — 176). Polimorfizmi gena za GSTs
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koji rezultiraju smanjenom aktivno$éu enzima prema provedenim ispitivanjima
mogu povecati rizik od upalne bolesti crijeva izazivanjem oksidativnog stresa, pa
je tako delecijski polimorfizam GSTT1 doveden u vezu s pove¢anom osjetljivosti
za razvoj ulceroznog kolitisa (167). Prema drugim ispitivanjima zajednicka
kombinacija viSe null genotipova GSTs znaajno povecava rizik za razvoj SLE
(174). AS je jos jedna kroni¢na upalna bolest u kojoj su ispitivani odnosi sklonosti i
teZine bolesti s polimorfizmima za GSTs. Rezultati ispitivanja pokazali su znacajno
vecu ucestalost null GSTT1 genotipa u oboljelih od AS (175). Isto tako, sukladno
provedenim istrazivanjima nositelji homozigotne delecije GSTT1 imaju visok rizik
za razvoj RA u sinergiji s drugim genima ili Cimbenicima okoliSa kao Sto je pusenje
(176, 177). U studiji koja je obuhvatila pacijente s JIA, nadena je znaCajna veza
izmedu null genotipa GSTT1 i rizika za nastanak JIA, s naglaskom na vecu
uCestalost kod tezih tipova bolesti (171).

Kako su polimorfizmi GSTs vezani za gubitak ekspresije odnosno promjenu
katalitiCke aktivnosti enzima, ispitivana je njihova povezanost s razli€itim
terapijskim protokolima i ishodima lijeCenja (178). Zbog svoje vazne
detoksikacijske uloge, nedostatak aktivnosti GSTs u slu€aju delecijskih
polimorfizama povezana je sa smanjenom sposobnosti eliminacije ciklofosfamida i
njegovih toksi¢nih metabolita u terapiji lupus nefritisa i na taj su nacin ovi null
polimorfizmi dovedeni u vezu s mogucéim postizanjem poja¢anog terapijskog
odgovora (179). Klini€ki odgovor i polimorfizmi GSTs ispitivani su i kod oboljelih od
SLE i IBD (180 — 182). U nekim studijama polimorfizmi gena GSTs ispitivani su
kao ¢imbenik koji modulira rizik od razvoja raka te je nadena pozitivha korelacija s
rizikom od raka u prisutnosti null genotipa (183, 184). Prema nekim ispitivanjima
polimorfizmi gena GSTs su dovedeni u korelaciju s prognozom lijeCenja kod
pacijenata s tumorskom boleScu (185, 186).

IstraZivanja su pokazala da MTX inducira poveéanje aktivnosti GSTs u
eksperimentalnih Zivotinja (187). Niz radova povezuje polimorfizme gena GSTs s
u€inkovitoS¢u pojedinih protokola koji uklju€uju MTX u lije€enju razli€itih malignih
bolesti djece i odraslih. Ispitivana je povezanost genotipova GSTs i odgovora na
ljeCenje GK, te moguc¢i modificiraju¢i ucinak njihove aktivnosti na razliCite
kemoterapeutike (188 — 190).
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Istrazivanja povezanosti polimorfizama gena GSTs s ucinkovito§¢u MTX u

djece oboljele od JIA prema dostupnoj literaturi do sada nisu provodena.
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2. HIPOTEZA

Delecijski polimorfizmi gena GSTM1 i GSTT1 u bolesnika s juvenilnim
idiopatskim artritisom povezani su s vecom vjerojatnoS¢u postizanja remisije

tijekom terapije metotreksatom.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Opdi cilj:
- analiza delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 u bolesnika s JIA

3.2. Specificni ciljevi:

- odredivanje polimorfizma gena GSTM1 i GSTT1 u bolesnika s JIA u kojih
je, sukladno kriterijima po Wallaceovoj, postignuta remisija tijekom terapije
MTX

- odredivanje polimorfizma gena GSTM1 i GSTT1 u bolesnika s JIA u kojih
tijekom lijeCenja metotreksatom, sukladno kriterijima po Wallaceovoj, nije
postignuta remisija

- utvrdivanje vrijednosti odredivanja delecijskih polimorfizama gena GSTML1 i
GSTT1 u ranom predskazivanju ucCinkovitosti MTX u lije€enju bolesnika s
JIA
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4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 109 bolesnika s JIA obradivanih i kontroliranih u
Klinici za pedijatriju KBC-a Zagreb u periodu od 2016. do 2020. godine. Dijagnoza
JIA u svih bolesnika postavljena je na temelju postojecih ILAR kriterija, a kliniCka
remisija utvrdena je na temelju kriterija po Wallaceovoj. Svi bolesnici koji sudjeluju
u istrazivanju lije€e se sukladno ACR smjernicama za lije€enje JIA (5), odnosno
revidiranim ACR smjernicama za lijeCenje sistemskog JIA (6). Bolesnici u
istrazivanju podijeljeni su u dvije skupine. Prva je skupina bolesnika s dijagnozom
juvenilnog idiopatskog artritisa u kojih je tijekom terapije MTX, neovisno o nacinu
primjene, postignuta stabilna kliniCka remisija u trajanju od minimalno 6 mjeseci
(46 bolesnika). Drugu skupinu €ine bolesnici s dijagnozom juvenilnog idiopatskog
artritisa u kojih tijekom lije¢enja metotreksatom, neovisno o nacinu primjene, nije
postignuta stabilna klini¢ka remisija (63 bolesnika).

U svih bolesnika uklju€enih u studiju odredeni su delecijski polimorfizmi
gena GSTM1i GSTT1.

Klinicki dio znanstvenog istraZivanja proveden je u Zavodu za klinicku
imunologiju, respiracijske i alergoloske bolesti i reumatologiju Klinike za pedijatriju
Klinickog bolni¢kog centra Zagreb, a laboratorijski dio proveden je u Zavodu za
laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Zagreb. Istrazivanje je
pocelo nakon odobrenja etickih povjerenstava KBC Zagreb i Medicinskog fakulteta
Sveudilista u Zagrebu. Od roditelja sve djece, uklju€ujuc¢i i djecu stariju od 12
godina, koja su sudjelovala u istraZivanju nakon objasnjavanja ciljeva i uvjeta
istraZivanja te prije pocinjanja postupaka vezanih uz istrazivanje, pribavljena je

pisana suglasnost za sudjelovanje.
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4.2. Metode rada

4.2.1. Anamneza i fizikalni pregled

U svih je bolesnika sukladno kriterijima po Wallaceovoj za postizanje
remisije u JIA, ucinjen KliniCki pregled, oftalmoloski pregled prednjeg segmenta
oka procjepnom svjetillkom i odredena aktivhost bolesti prema lijeCniku (MD

global).

4.2.2. Laboratorijske pretrage

Prema kriterijima po Wallaceovoj kod svih ispitanika odredena je brzina SE i
serumska koncentracija CRP (turbidimetrijski). UcCinjena je izolacija DNA iz
periferne krvi upotrebom komercijalnog seta za izolaciju DNA te potom
genotipizacija GSTM1 i GSTT1 metodom lan€ane reakcije polimerazom (PCR,
engl. polymerase chain reaction) (169).

Za potrebe analize genomska DNA izolirana je iz 2 ml periferne venske krvi
pomo¢u komercijalnog seta za izolaciju DNA prema protokolu proizvodaca
(Nucleospin, Macherey Nagel, Didren, Njemacka). Metoda se temelji na izolaciji
DNA s pomocu kolona na koje se DNA veZe i potom ispire razliCitim puferima (BW
i B5) (slika 6). U daljnjem postupku 200 pL krvi pomijeSa se s 25 L proteinaze K i
200 pL pufera B3. Nakon inkubacije 10 — 15 minuta pri temperaturi od 70 °C, 425
ML smjese pomijeSa se sa 210 yL etanola i nanese na Nucleospin kolonu. Nakon
centrifugiranja (centrifuga 5415, Eppendorf) 1 minutu pri 11000xg filtrat se baca, a
vezana DNA se ispire sa 500 pL pufera BW i centrifugira 1 minutu na 11000xg.
Nakon toga se doda 600 uL pufera B5 i centrifugira 2 x 1 minutu pri 11000xg.
Nucleospin kolonu se zatim premjesti u novu epruvetu, doda se 100 pL pufera za
otapanje (pufer BE), te se nakon inkubacije od 1 minute pri sobnoj temperaturi
centrifugira 1 minutu na 11000xg. Koncentracija DNA dobivene ovim postupkom
iznosi 20 — 60 ng/uL.

Koncentracija izolirane DNA mijeri se fluorometrom (Invitrogen Qubit 2.0
Fluorometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), a uz uredaj koristimo

set Qubit dsDNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific) koji je pogodan za sve
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Qubit uredaje. Koncentracije koje je mogucée izmjeriti ovim uredajem su izmedu
10 ng/pL i 100 ng/uL, a odreduju se na temelju apsorpcijske vrijednosti na 260 nm
valne duljine. Prilikom mjerenja najprije je potrebno razrijediti koncentrirani
reagens Kkoriste¢i pufer za razrjedivanje, zatim uzeti 1 pl uzorka prethodno
izolirane DNA te na pocCethom zaslonu uredaja odabrati dsDNA assay. Ova
metoda izvodi se pri sobnoj temperaturi, a dobiveni signal je stabilan idu¢a 3 sata.
Cistoéa izolirane DNA svih ispitanika odredena je NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) spektrofotometrom iz 1 pl DNA izolata. Cistoca DNA odreduje se na
temelju omjera valnih duljina DNA / proteini (260/280 nm) koji iznosi priblizno 1,8
te omjera DNA / soli (260/230 nm) koji iznosi 2,0 — 2,2.

2. Prilagodavanje veznih

1. Lizauzoraka krvi 3. Vezanje DNA

uvjeta
= 200 pL Kkrvi - Nano&enje na kolonu
12 25 L proteinaze K + 210 pL etanola
W 200 pL B3 |3
mijeSanje
70 °C >=, 1 min
10 — 15 min (S 11000xg

4. Ispiranje membrane

5. SusSenje membrane

6. Otapanje DNA

3 L BW > =y 1 mi —— °
= 500p \__:_} min g 100 pL BE (70°C)
600 uL B5 11000g
| \%  sobnatemp. 1 min
1 min -
==
= 11000xg 1 min
3> oy
b 1 min. C-E 11000xg
== 11000xg

Slika 6. Shematski prikaz postupka izolacije DNA primjenom komercijalnog seta za izolaciju DNA
DNA - deoksiribonukleinska kiselina, B3, B5, BW — komercijalni puferi koji se koriste u postupku
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4.2.2.1. Genotipizacija GSTM1 i GSTT1 metodom PCR

Polimorfizmi gena GSTM1 i GSTT1 odredeni su metodom PCR. Kao
unutarnja kontrola uspjeSnosti PCR reakcije koriSten je egzon 7 gena CYP1A1
(prvi €lan obitelji 1 podobitelji A u citokromu P450, engl. cytochrome P450 family 1
subfamily A member 1). Slijed nukleotida pocetnica 5' i 3' specifitnih za gene
GSTM1, GSTT1 i CYP1Al i veliCina njihovih fragmenata prikazani su u tablici 1,
dok su uvjeti reakcije PCR prikazani u tablici 2 (191, 192).

Ukupni volumen reakcije PCR iznosio je 25 ul (19,85 pl H20; 0,5 ul
poCetnica 5' i 3' koncentracije 10 pmol/ul; 2,5 pl pufera 10X koji sadrzi 25 mM
MgCl2 (Applied Biosystems); 0,5 pl deoksiribonukleozid-trifosfata (dNTP)
koncentracije 10 mM (Applied Biosystems); 0,15 pl polimeraze Taq koncentracije

5 U/ul (Applied Biosystems); 1 ul DNA koncentracije 50 — 70 ng/ul).

Tablica 1. Slijed nukleotida pocetnica 5' i 3' specificnih za gene GSTM1, GSTT1 i CYP1A1l i veli€ina
fragmenata

) ; Veli¢ina PCR
Polimorfizam Nukleotidni slijed pocetnica
produkta (pb)
F: 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3
GSTM1 215
R: 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3
F: 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3
GSTT1 480
R: 5-TCACGGGATCATGGCCAGCA-3
F: 5-GAACTGCCACTT CAGCTGTCT-3
CYP1Al 312
R: 5-CAGCTGCATTTG GAAGTGCTC-3

PCR — lan€ana reakcija polimerazom, GSTM1 — glutation S-transferaza M1, GSTT1 — glutation S-transferaza
T1, CYP1Al — prvi lan obitelji 1 podobitelji A u citokromu P450

Tablica 2. Reakcijski uvjeti umnazanja istrazivanih polimorfizama

Lokus Uvjeti umnazanja
94 °C 3
GSTM1 94 °C 30"
GSTT1 59 °C 30" 30 ciklusa
CYP1Al 72°C 45"
72 °C 4

GSTML1 — glutation S-transferaza M1, GSTT1 — glutation S-transferaza T1, CYP1A1 — prvi €lan obitelji 1
podobitelji A u citokromu P450
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PCR produkti gena GSTM1 i GSTT1 analizirani su na 2-postothom
agaroznom gelu. Gel agaroza dobije se otapanjem (u mikrovalnoj pecnici) 2 g
agaroze (Roche) u 100 mL pufera 1xTAE. GelRed boja za bojenje nukleinskih
kiselina u agarozi (Olerup) dodana je u ohladenu, joS teku¢u agarozu. Otopina
agaroze prelije se u kadicu za elektroforezu s postavljenim &esljevima koji oblikuju
jazice. Polimerizacija gela traje od 20 do 30 minuta. Nakon zavrSene
polimerizacije, uklone se Cesljevi, a agarozni gel se uranja u kadu za elektroforezu
ispunjenu puferom 1XTAE. Uzorcima koji su se nanosili na ovako pripremljeni gel,
prethodno je dodano 2 ul boje (Loading Dye) kako bi se pratio tijek elektroforeze.
DNA marker (Olerup) pipetira se u prvu jazicu svakog reda kako bismo odredili
veliCinu umnozenih fragmenata DNA u reakcijskim smjesama. DNA marker je
smjesa tocno odredenog broja fragmenata DNA poznatih veli¢ina (50, 100, 200,
300, 400, 500 i 1000 pb). Agarozna gel elektroforeza odvijala se 20 minuta, pri
naponu struje od 200 V na sustavu za elektroforezu VG-SYS wide Vari-Gel
System (SCIE-PLAS), transformator PowerPac Basic (BIORAD). Razdvojeni
fragmenti DNA pod UV svjetlom transiluminatora ImageQuant100 (Life Sciences)
fluoresciraju zbog vezanja molekula GelRed boje na DNA. Svaki se agarozni gel
fotografira (slika 7), a fotografija gela se oznaci, analizira te arhivira.

Prisutnost alela odreduje se identifikacijom PCR produkta veliCine 215
parova baza za GSTM1, te veliCine 480 parova baza za GSTT1. Odsutnost PCR
produkta za GSTML1 ili GSTT1 ukazuje na null genotip ili delecijski polimorfizam za
GSTML1 ili GSTTL1. Osobe s jednom ili dvije kopije ispitivanog gena klasificirane su
kao ,pozitivni“ genotip, a osobe s homozigotnim delecijama kao ,null“ genotip.
Fragment duzine 312 pb gena CYP1Al dokaz je uspjeSne PCR reakcije, kao
pozitivha kontrola korisen je ispitanik s oba ,pozitivna“ genotipa. Ovom analizom
nije moguce razlikovati je li nositelj ,pozitivnog“ genotipa homozigot ili heterozigot
(191).
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Slika 7. Elektroforetogram agaroznog gela. M — DNA marker za odredivanje veli¢ine fragmenata. Kod uzoraka
br. 2 i 5 prisutan je umnozeni fragment veliine 215 pb — odreden je GSTM1 ,pozitivan“ genotip. Kod uzoraka
1, 3,4, 6,7, 8i 9 nije umnozen fragment veli¢ine 215 pb — odreden je GSTM1 ,null“ genotip. Kod uzoraka 12,
15, 16, 17 i 18 prisutan je umnozeni fragment veli¢ine 480 pb — odreden je GSTT1 ,pozitivan® genotip. Kod
uzoraka 10, 11, 13 i 14 nije umnozZen fragment veli¢ine 480 pb — odreden je GSTT1 ,null“ genotip. Kod svih
uzoraka umnozen je fragment veliine 312 pb, Sto potvrduje uspjeSnost izvodenja PCR reakcije.

4.3. StatisticCke metode

Priprema podataka izvrSena je s pomocu racunalnog tabli¢nog kalkulatora
Microsoft Office Excel. Podaci su prikazani tabli€no i graficki. Kolmogorov-
Smirnovljevim testom analizirana je raspodjela kontinuiranih numerickih vrijednosti
te su se u skladu s dobivenim podacima primijenili odgovarajuci neparametrijski
testovi. Kategorijske i nominalne vrijednosti su prikazane kroz odgovarajuce
frekvencije i udjele. Kontinuirane vrijednosti prikazane su kroz medijane i
interkvartilne raspone, a razlike izmedu njih analizirane su Mann-Whitneyjevim U
testom. Razlike u kategorijskim varijablama analizirane su Fisher-Freeman-
Haltonovim testom. P vrijednosti manje od 0,05 su smatrane znacajnima. U analizi
se koristila programska podrska IBM SPSS Statistics, verzija 27.0.1

(https:/lwww.ibm.com/analytics/spss-statistics-software).
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5. REZULTATI

5.1. Pregled osnovnih podataka o ispitanicima

Odredivanje polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 ucinjeno je u 109 djece s
dijagnozom JIA, 35 djeCaka i 74 djevojCice. Tijekom istraZivanja djeca s JIA su
podijeljenja u dvije skupine: prvu skupinu od 46/109 (42,2 %) djece, u koje je
tijekom lije€enja MTX postignuta stabilna klinic¢ka remisija u trajanju od minimalno
6 mjeseci, te drugu skupinu od 63/109 (57,8 %) djece, u koje tijekom lijeCenja MTX
nije postignuta stabilna klinicka remisija. ProsjeCna dob u kojoj je bolest pocela u
skupini oboljele djece s postignutom remisijom tijekom lije€enja MTX bila je 68 (10
— 210), a u skupini oboljele djece bez postignute remisije tijekom lije¢enja MTX 79
(9 — 209) mjeseci. Navedene dvije skupine ispitanika nisu se statistiCki znacajno

razlikovale prema spolu i dobi u kojoj je po€ela bolest (tablice 3A i 3B).

Tablica 3A. Podjela skupina ispitanika s obzirom na spol

Skupina
MTX MTX + bDMARD =
N = 46 N =63
N % N %
Muski 17 37,0% 18 28,6 %
Spol " - 0,409
Zenski 29 63,0 % 45 71,4 %
bDMARD - bioloSki antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, MTX — metotreksat
Tablica 3B. Podjela skupina ispitanika s obzirom na dob prilikom pocetka bolesti
Centile
Skupina N Min. Max. » P
25. Medijan 75.
Dob kod MTX 46 9,00 | 209,00 | 50,25 | 79,00 | 14575
pocetka 0,073
bolesti (mj.) MTX + bDMARD 63 10,00 210,00 | 23,00 68,00 | 129,00

bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji madificiraju tijek bolesti, MTX — metotreksat
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Razlike u klinickim i laboratorijskim kategorijskim varijablama izmedu
ispitivanih skupina s obzirom na terapiju i remisiju bolesti prikazane su u tablici 4.
S obzirom na tip JIA, dijagnoza oligoartikularnog perzistentnog tipa postavljena je
u 42/109 djece (38,5 %) (remisija tijekom lijecenja MTX 20/109 (18,3 %) / bez
remisije tijekom lije€enja MTX 22/109 (20,2 %)), oligoartikularnog proSirenog tipa u
4/109 (3,7 %) djece (remisija tijekom lijec¢enja MTX 0 (0,0 %) / bez remisije tijekom
ljeCenja MTX 4/109 (3,7 %)), poliartikularnog RF negativnog tipa u 51/109 (46,8
%) djece (remisija tijekom lijeCenja MTX 20/109 (18.3 %) / bez remisije tijekom
lijeCenja MTX 31/109 (28,4 %)), poliartikularnog RF pozitivhog tipa u 5/109 (4,6 %)
djece (remisija tijekom lije¢enja MTX 3/109 (2,8 %) / bez remisije tijekom lije€enja
MTX 2/109 (1,8 %)) te sistemskog tipa u 7/109 (6,4 %) djece (remisija tijekom
ljeCenja MTX 3/109 (2,8 %) / bez remisije tijekom lijeCenja MTX 4/109 (3,7 %)). S
obzirom na imunolosSke nalaze, pozitivan nalaz ANA naden je u 17/46 (37,0 %)
oboljele djece s postignutom remisijom tijekom lijeCenja MTX te u 33/63 (52,4 %)
oboljele djece bez postignute remisije tijekom lijeCenja MTX, dok je pozitivan nalaz
RF naden u 3/46 (6,5 %) oboljele djece s postignutom remisijom tijekom lijeCenja
MTX te u 2/63 (3,2 %) oboljele djece bez postignute remisije tijekom lije¢enja
MTX. Navedene dvije skupine oboljelih nisu se statistiCki znacajno razlikovale s
obzirom na tip JIA niti imunoloSke nalaze. S obzirom na zahvacéanje zglobova,
samo su ruéni zglobovi bili statistiCki znacajno ¢esSce zahvacéeni u skupini oboljele
djece bez postignute remisije tijekom lijeCenja MTX: 29,0 % naprema 10,9 %; P =
0,032. Takoder, u istoj skupini statistiCki je znacajnije registriran i uveitis (P =
0,034).
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Tablica 4. Razlike u klinickim i laboratorijskim kategorijskim varijablama izmedu ispitivanih skupina s obzirom
na terapiju i remisiju bolesti: Fisher-Freeman-Haltonov test

Skupina
MTX MTX + bDMARD p
N = 46 N =63
N % N %
Ollgqartlkul_arnl 20 43,5 % 29 34.9 %
perzistentni
Ollgvgartllkularnl 0 0.0 % 4 6.3 %
proSireni
JIA tip Poliartikularni o o 0,395
RF negativni 20 435 % 31 49,2 %
Pollart|I_<L_1Ia(n| 3 6.5 % 2 32%
RF pozitivni
Sistemski 3 6,5 % 4 6,3 %
Negativan nalaz 29 63,0 % 30 47,6 %
ANA — 0,124
Pozitivan nalaz 17 37,0% 33 52,4 %
RE Negativan nalaz 43 93,5% 61 96,8 % 0.648
Pozitivan nalaz 3 6,5 % 2 3,2 % '
Zahvadéenost Ne 38 82,6 % 54 85,7 % 0790
zglobova stopala Da 8 17,4 % 9 14,3 % '
Zahvacéenost Ne 28 60,9 % 42 66,7 % 0551
gleznjeva Da 18 39,1 % 21 333% ’
] ) Ne 18 39,1 % 15 23,8 %
Zahvacenost koljena 0,096
Da 28 60,9 % 48 76,2 %
Ne 40 87,0 % 54 85,7 %
Zahvacenost kukova 1,000
Da 6 13,0 % 9 14,3 %
Zahvacéenost malih Ne 28 60,9 % 43 68,3 % 0542
zglobova Saka Da 18 39,1 % 20 31,7 % '
Zahvadenost ru¢nih Ne 41 89,1 % 45 71,0 %
zglobova Da 5 10,9 % 18 29,0 %
i Ne 44 95,7 % 54 85,7 %
Zahvacenost laktova 0,112
Da 2 43 % 9 14,3 %
. Ne 44 95,7 % 62 98,4 %
Zahvacenost ramena 0,574
Da 2 43 % 1 1,6 %
Zahvacenost Ne 46 100,0 % 60 95,2 %
temporomandibularnih 0,260
zglobova Da 0 0,0 % 3 4,8%
Ne 44 95,7 % 50 79,4 %
Uveitis Jednostrani 1 22% 3 4.8 %
Obostrani 1 22% 10 15,9 %

ANA — antinuklearna antitijela, bDMARD — bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, JIA —
juvenilni idiopatski artritis, MTX — metotreksat, RF — reumatoidni faktor
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Prema anamnestickim podacima o razvoju jutarnje ukocCenosti i njezinu
trajanju na pocCetku bolesti te prije pocCetka lijeCenja MTX, nije registrirano
statistiCki znac€ajnih razlika izmedu skupine oboljele djece s postignutom remisijom
te skupine oboljele djece bez postignute remisije tijekom lijecenja MTX (tablica 5).
S obzirom na klinicke karakteristike ispitivanih skupina ocCekivana je statisticki
znacajna razlika izmedu skupina djece s i bez postignute remisije tijekom lijeCenja
MTX (P < 0,001). U skupini oboljele djece u koje je postignuta remisija tijekom
lijeCenja MTX, 28/46 djece (60,9 %) je tijekom ispitivanja joS uvijek bilo na terapiji

(remisija uz lijek), a bez terapije je bilo 18/46 (39,1 %) djece (remisija bez lijeka).

Tablica 5. Razlike u trajanju jutarnje ukoCenosti na poCetku bolesti i nakon uvodenja terapije metotreksatom
izmedu ispitivanih skupina te opisna statistika klinicke remisije uz terapiju metotreksatom: Fisher-Freeman-
Haltonov test

Skupina
MTX MTX + bDMARD =
N = 46 N =63
N % N %
. Ne 9 19,6 % 12 19,0 %
Jutamja ukoGenost 17 o7 6 13,0 % 12 19,0 % 0,722
na pocetku bolesti
> 15 min 31 67,4 % 39 61,9 %
Jutarnja uko¢enost Ne 9 19,6 % 10 15,9 %
prije poCetka terapije | <15 min 7 15,2 % 14 22,2 % 0,669
MTX > 15 min 30 65,2 % 39 61,9 %
Ne 0 0,0 % 63 100,0 %
Klinicka remisija uz - p p
terapiju MTX Uz terapiju 28 60,9 % 0 0,0 %
Bez terapije 18 39,1 % 0 0,0 %

bDMARD - biolo$ki antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, MTX — metotreksat

Prilikom usporedbe procjene aktivnosti bolesti prema lijeCniku na pocetku
bolesti i na pocetku lijeCenja MTX nije registrirano statistiCki znacajnih razlika
izmedu skupine oboljele djece s postignutom remisijom te skupine oboljele djece
bez postignute remisije tijekom terapije MTX. StatistiCki znacCajna razlika pri
usporedbi procjene aktivnosti bolesti prema lijeCniku oCekivano je registrirana
izmedu ispitivanih skupina djece na posljednjoj kontroli tjekom monoterapije MTX
odnosno na kraju monoterapije MTX (P < 0,001) (tablica 6 i slike 8 do 10).

46



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u

lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

Tablica 6. Razlike u vrijednostima MD global izmedu ispitivanih skupina na pocetku bolesti, na pocetku
terapije MTX te na posljednjoj kontroli tijekom / nakon monoterapije MTX: Mann-Whitneyjev U test

nakon monoterapije MTX

i i& Centile
Skupina N Arltme_tlcka SD Min. | Max. =

sredina 25. | Medijan | 75.
MD global MTX 46 5,44 1,67 | 2,00 | 10,00 | 4,00 550 | 6,50
na pocetku
bolesti MTX + bDMARD | 63 5,78 1,63 | 2,00 | 9,00 | 5,00 5,50 7,00
MD gtllfbal na | MTX 46 5,22 1,65 | 2,00 | 10,00 | 4,00 | 500 | 6,00
pocetku
terapije MTX MTX + bDMARD | 63 5,60 1,67 | 2,00 | 9,50 | 5,00 5,50 6,50
MD global na
posliednjoj MTX 46 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00 | 0,00
kontroli
tijekom /
nakon
monoterapije MTX + bDMARD | 63 5,44 1,66 | 2,00 | 9,50 | 4,50 5,00 6,00
MTX

Mann-Whitney U Z P
MD global na pocetku bolesti 1270,000 -1,104 0,270
MD global na pocetku terapije MTX 1201,500 -1,527 0,127
MD global na posljednjoj kontroli tijekom / 0,000 - 9,250

MD global — procjena aktivnosti bolesti prema lije€niku, MTX — metotreksat, bDMARD - bioloSki antireumatski

lijekovi koji modificiraju tijek bolesti
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Slika 8. Razlike u vrijednostima MD global izmedu ispitivanih skupina na pocetku bolesti
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Slika 9. Razlike u vrijednostima MD global izmedu ispitivanih skupina na pocetku terapije MTX
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Slika 10. Razlike u vrijednostima MD global izmedu ispitivanih skupina na posljednjoj kontroli tijekom / nakon

monoterapije MTX
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Razlike u promatranim kontinuiranim klinickim i laboratorijskim
vrijednostima izmedu ispitivanih skupina s obzirom na postignutu remisiju tijekom
ljeCenja metotreksatom prikazane su u tablici 7. Jedina statistiCki znacajna razlika
izmedu skupine oboljele djece u koje je tijekom lijecenja MTX postignuta remisija i
skupine oboljele djece u koje tijekom lijeCenja MTX nije postignuta remisija (te je
bilo potrebno lije¢enje i bDMARD) bila je u trajanju lije¢enja MTX, koje je bilo
znacajno duze u skupini koja nije postigla klinicku remisiju s medijanom vrijednosti
(interkvartilni raspon) 58,0 (37,0 — 100,0) mjeseci naprema 36,5 (24,0 — 56,5)
mijeseci; P < 0,001.
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Tablica 7. Razlike u promatranim kontinuiranim klini¢kim i laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih
skupina s obzirom na postignutu remisiju nakon terapije metotreksatom ili dodatnim uvodenjem bioloSke
terapije: Mann-Whitneyjev U test

Centile
Skupina N Min. Max. B P
25. Medijan 75.
Vrijeme od MTX 46 1,00 84,00 1,00 3,00 14,25
pocetka bolesti do MTX + 0828
pocetka terapije b 63 1,00 136,00 2,00 4,00 9,00 ‘
MTX (mj.) DMARD
. . MTX 46 6,00 156,00 24,00 36,50 56,50
Trajanje terapije T
MTX (mj.
(mj.) bDMARD 63 10,00 | 246,00 37,00 58,00 100,00
SE (mm/h) na mi _ 46 4,00 95,00 15,00 25,00 42,75 o 2
ocCetku bolesti ’
p bDMARD 63 5,00 87,00 14,00 22,00 33,00
CRP (g/?( " mi . 46 0,30 163,60 1,58 3,95 14,35 o a5
na pocetku bolesti '
p bDMARD 63 0,30 101,00 2,10 4,70 10,10
Hte () MTX 46 0,25 0,40 0,32 0,34 0,36
na pocetku bolesti | MTX + 63 027 | 040 031 033 036 | 0%
bDMARD : : ' ' :
L (x10°/) MTX 46 4,40 17,00 7,90 9,30 11,70
na pogetku bolesti | MTX + 63 461 | 3140 | 810 040 | 1130 | 2%
bDMARD : ' ' ' '
MTX 46 218,00 | 784,00 | 310,75 | 385,50 | 440,25
Trc (x10%/1) na VX 0441
oéetku bolesti + :
p bDMARD 63 171,00 | 629,00 | 350,00 | 401,00 | 458,00
SE (mm/h) prije MTX 46 3,00 107,00 8,00 20,00 46,25
pocetka terapije MTX + 1,000
MTX bDMARD 63 5,00 85,00 12,00 20,00 31,00
CRP (g/I) prije MTX 46 0,30 214,90 0,68 2,85 11,63
pocetka terapije MTX + 0,425
MTX bDMARD 63 0,20 431,40 1,60 4,10 12,00
Htc (IN) MTX 46 0,29 0,43 0,32 0,35 0,37
prije poCetka MTX + 0,278
terapije MTX bDMARD 63 0,26 0,44 0,32 0,34 0,36
L (x10%/1) prije MTX 46 4,40 16,34 6,93 9,40 11,25
pocetka terapije MTX + 0,432
MTX bDMARD 63 4,50 24,80 7,80 9,70 11,50
Tre (x10%/1) prije MTX 46 180,00 | 645,00 | 284,25 | 370,00 | 431,50
pocetka terapije | MTX + 63 | 182,00 | 76500 | 31800 | 389,00 | 42500 | *4*
MTX bDMARD , 5, , , 5,

bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, CRP — C reaktivni protein, Htc —
hematokrit, L — leukociti, MTX — metotreksat, SE — sedimentacija eritrocita, Trc — trombociti
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Tablica 8 prikazuje karakteristike ispitivane skupine oboljele djece u koje
tijekom lijeCenja MTX nije postignuta remisija odnosno skupine oboljele djece kojoj
je bilo indicirano zapoceti lije€enje bDMARD. ViSe od pola djece (32/63, 50,8 %) u
navedenoj skupini je prije pocCetka lijeCenja bDMARD imalo jutarnju ukocCenost
duzu od 15 minuta. Tijekom ispitivanja je u sve oboljele djece u koje nije
postignuta remisija uz lijeCenje MTX, ista postignuta uz lijeCenje bDMARD.
Klinicka remisija je u 49/63 (77,8 %) oboljele djece u navedenoj skupini postignuta
ljeCenjem jednim bDMARD, dok je u 14/63 (22,2 %) oboljele djece za postizanje
remisije trebala jedna ili viSe zamjena bDMARD. Tijekom ispitivanja remisija uz
lieCenje bDMARD je uspjeSno odrzavana u 56/63 (88,9 %) djece (remisija uz
lijek), dok je u 7/63 (11,1 %) djece tijekom ispitivanja stabilna remisija odrzana i

nakon prekida lije€enja bDMARD (remisija bez lijeka).

Tablica 8. Karakteristike ispitivane skupine pacijenata koji su dobili bioloSku terapiju nakon monoterapije
metotreksatom (N = 63)

MTX + bDMARD
N =63
N %

_ ) Ne 19 30,2 %
Jutamja ukoenost prije < 15 min 12 19,0 %
pocetka bioloSke terapije

> 15 min 32 50,8 %

Ne 20 31,7%
bDMARD: ADA

Da 43 68,3 %

Ne 40 63,5 %
bDMARD: ETN

Da 23 36,5 %

Ne 61 96,8 %
bDMARD: IFX

Da 2 32%

Ne 49 77,8 %
bDMARD: TCZ

Da 14 22,2 %

Ne 0 0,0 %
Klini€ka remisija uz " 5
bDMARD Uz terapiju 56 88,9 %

Bez terapije 7 11,1 %

. o Jedna vrsta terapije 49 77,8 %

Broj razli¢itih bDMARD —— -

Dvije i viSe zamjena 14 222 %

ADA — adalimumab, bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, ETN — etanercept,
IFX — infliksimab, MTX — metotreksat, TCZ — tocilizumab
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5.2. Polimorfizmi gena za GSTs

Razlike delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 izmedu ispitivanih
skupina s obzirom na postignutu remisiju tijekom lijeCenja MTX prikazane su u
tablici 9 te na slikama 11 do 13. Nije bilo znacajnih razlika u raspodijeli pojedinih
delecijskih polimorfizama izmedu ispitivanih skupina. Delecijski polimorfizam gena
GSTML1 detektiran je u 40/63 (63,5 %) ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije
postignuta remisija te u 27/46 (58,7 %) ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX
postignuta remisija. Delecijski polimorfizam GSTT1 detektiran je u 14/63 (22,2 %)
ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 8/46 (17,4 %)
ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX postignuta remisija. Kombinacija
delecijskih polimorfizama za gene GSTM1 i GSTT1 detektirana je 8/63 (12,7 %
ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 6/46 (13,0 %)
ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX postignuta remisija. Nije bilo zna€ajnih
razlika u raspodjeli pojedinih delecijskih polimorfizama niti njihove kombinacije

izmedu ispitivanih skupina.

Tablica 9. Razlike delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 izmedu ispitivanih skupina s obzirom na
postignutu remisiju nakon terapije metotreksatom ili dodatnim uvodenjem bioloSke terapije: Fisher-Freeman-
Haltonov test

MTX MTX + bDMARD
N = 46 N =63 P
N % N %

Delecijski polimorfizam (0) 27 58,7 % 40 63,5 %

GSTM1 ” - - 0,692
Bez delecijskog polimorfizma (1) 19 413 % 23 36,5 %
Delecijski polimorfizam (0) 8 17,4 % 14 222 %

GSTT1 - - - 0,632
Bez delecijskog polimorfizma (1) 38 82,6 % 49 77,8 %
0/0 6 13,0 % 8 12,7 %
0/1 21 45,7 % 32 50,8 %

GSTM1/GSTT1 0,600
1/0 2 43% 6 9,5%
1/1 17 37,0 % 17 27,0 %

bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, GST — glutation S-transferaza, MTX —
metotreksat, GSTM1 — glutation S-transferaza M1, GSTT1 — glutation S-transferaza T1

52



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u
lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

GSTM1
[00 [ Delecijski polimorfizam
M Bez delecijskog
polimorfizma
80
g &0
2
=}
)
40
20
0 _
MTX MTX + bDMARD
Skupina

Slika 11. Razlike u uCestalosti delecijskih polimorfizama gena GSTM1 s obzirom na ispitivane skupine
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Slika 12. Razlike u ucestalosti delecijskih polimorfizama gena GSTT1 s obzirom na ispitivane skupine

53



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u
lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

GSTM1/GSTT1
100 Moo
mon
10
man
380
g 60
2
he]
)
40
20
0
MTX MTX + bDMARD
Skupina

Sll(ika_ 13. Razlike u ugestalosti delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 s obzirom na ispitivane
skupine

Dodatno su analizirane razlike delecijskih polimorfizama gena GSTML1 i
GSTT1 u skupini djece u koje tijekom lijeCenja MTX nije postignuta remisija,
odnosno bilo je potrebno lijeCenje bDMARD (N = 63) u odnosu na broj bDMARD
potrebnih za postizanje remisije (jedan bDMARD u odnosu na jednu ili viSe
zamjena bDMARD), a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 10 i na slici 14. U
podskupini oboljele djece u kojoj je za postizanje remisije bila potrebna jedna ili
vise zamjena bDMARD statistiCki je znaCajno zastupljeniji nalaz pozitivhog
genotipa polimorfizma GSTM1: 64,3 % naprema 28,6 %; P = 0,026.

54



Huljev Frkovié, S. (2022.) Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata u
lije€enju juvenilnog idiopatskog artritisa

Tablica 10. Razlike delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 u skupini djece u kojoj tijekom lijeCenja
MTX nije postignuta remisija, odnosno bilo je potrebno lije¢enje bDMARD (N = 63) u odnosu na broj bDMARD
potrebnih za postizanje remisije (jedan bDMARD u odnosu na jednu ili viSe zamjena bDMARD): Fisher-
Freeman-Haltonov test

Broj razli¢itih bDMARD

Jedan bDMARD

Jednalili vise
zamjena

N = 49 bDMARD P
N =14
N % N %

GSTML Delecijski polimorfizam (0) 35 71,4 % 5 35,7 %

Bez delecijskog polimorfizma (1) 14 28,6 % 9 64,3 %

Delecijski polimorfizam (0) 11 22,4 % 3 21,4 %
GSTT1 - - - 1,000

Bez delecijskog polimorfizma (1) 38 77,6 % 11 78,6 %

0/0 8 16,3 % 0 0,0 %

0/1 27 55,1 % 5 35,7 %
GSTM1/GSTT1 0,052

1/0 3 6,1 % 3 21,4 %

1/1 11 22,4 % 6 42,9 %

bDMARD - biolo$ki antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, GSTM1 — glutation S-transferaza M1,
GSTT1 — glutation S-transferaza T1

100

80

60

Udio (%)

40

20

Jedan bDMARD Jednaili vise
zamjena bDMARD

Broj razli¢itih bDMARD

GSTM1

B Delecijski polimorfizam

B Bez delecijskog
polimorfizma

Slika 14. Razlike u ucestalosti delecijskih polimorfizama gena GSTM1 kod pacijenata koji su bili na bioloSkoj
terapiji (N = 63) u odnosu na broj bioloskih lijekova koje koriste
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Daljnjom usporedbom podskupina djece u koje je remisija postignuta

lijeCenjem bDMARD (podskupina u kojoj je za postizanje remisije bila dostatna

terapija inicijalnim bDMARD i podskupina u kojoj je za postizanje remisije bila

potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD) nije nadeno statistiCki zna€ajnih razlika

s obzirom na distribuciju prema spolu ili dobi kod pocetka bolesti (tablice 11A i

11B).

Tablica 11A. Podjela podskupina ispitanika s obzirom na spol

Broj razli¢itih bDMARD

Jednaili vise
Jedag Ea'\g"ARD zamjena bDMARD P
- N=14
N % N %
Muski 15 30,6 % 3 214 %
Spol " - 0,739
Zenski 34 69,4 % 11 78,6 %
bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti
Tablica 11B. Podjela podskupina ispitanika s obzirom na dob prilikom pocetka bolesti
Broj Centile
razli€itih N Min. Max. » P
bDMARD 25. Medijan 75.
Jedna vrsta
Dob kod pogetka terapije 49 12 210 25,50 72,00 120,00 0467
bolesti (mj.) Jednailivise |, 10 191 | 1350 | 3550 | 141,25
zamjena

bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti
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Razlike u klinickim i laboratorijskim kategorijskim varijablama izmedu

ispitivanih podskupina s obzirom na broj bDMARD potrebnih za postizanje remisije
prikazane su u tablici 12.
S obzirom na usporedivane klinicke (tip JIA, zahvaceni zglobovi, uveitis, jutarnja
ukoCenost na pocCetku bolesti i prije poCetka bioloSke terapije) i laboratorijske
(ANA, RF) kategorijske varijable izmedu ispitivanih podskupina, statisticki
znacajne razlike uoCene su u ucestalosti razvoja upale malih zglobova Saka, koji
su statistiCki znaCajno €eSce bili zahvaceni u podskupini djece u kojoj je za
postizanje remisije bila nuzna jedna ili viSe zamjena bDMARD: 57,1 % naprema
24,5 % (P = 0,047). Takoder u istoj podskupini statistiCki je znacCajnije registriran i
uveitis: 42,9 % naprema 14,2 % (P = 0,026).

Razlike u promatranim kontinuiranim  klinickim i laboratorijskim
vrijednostima izmedu ispitivanih podskupina s obzirom na broj bDMARD potrebnih
za postizanje remisije prikazane su u tablici 13. Jedina statistiCki znacajna razlika
u navedenim vrijednostima izmedu usporedivanih podskupina oboljele djece je
trajanje terapije bDMARD, koje je bilo statistiCki zna¢ajno duze u podskupini u
kojoj je za postizanje remisije bila potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD s
medijanom vrijednosti (interkvartilni raspon) 79,5 (55,0 — 105,0) mjeseci naprema
43,0 (31,0 — 60,0) mjeseci; P = 0,002.
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Tablica 12. Razlike u klini¢kim i laboratorijskim kategorijskim varijablama izmedu ispitivanih podskupina s
obzirom na broj bDMARD potrebnih za postizanje remisije: Fisher-Freeman-Haltonov test

Broj razli¢itih bDMARD
Jednaili vise
Jedan DOMARD | zamjena bDMARD | P
N=14
N % N %
Oligoart. perzistentni 20 40,8 % 2 14,3 %
Oligoart. prosireni 2 41 % 2 14,3 %
JIA dg Poliart. RF negativni 22 449 % 9 64,3 % 0,188
Poliart. RF pozitivni 2 4,1 % 0 0,0%
Sistemski 3 6,1 % 1 7.1 %
Negativan nalaz 24 49,0 % 6 42,9 %
ANA — 0,767
Pozitivan nalaz 25 51,0 % 8 57,1 %
Negativan nalaz 47 95,9 % 14 100,0 %
RF — 1,000
Pozitivan nalaz 2 4,1 % 0 0,0%
Zahvacenost zglobova | Ne 41 83,7 % 13 929% | 4670
stopala Da 8 16,3 % 1 71 % ’
) o Ne 34 69,4 % 8 57,1 %
Zahvacenost gleznjeva 0,522
Da 15 30,6 % 6 42,9 %
i . Ne 12 245 % 3 21,4 %
Zahvacenost koljena 1,000
Da 37 75,5 % 11 78,6 %
Ne 42 85,7 % 11 84,6 %
Zahvacenost kukova 1,000
Da 7 14,3 % 2 15,4 %
Zahvacéenost malih Ne 37 75,5 % 6 42,9 %
zglobova Saka Da 12 24,5 % 8 57,1 %
Zahvadenost ru¢nih Ne 36 73,5 % 8 61,5 % 0.495
zglobova Da 13 26,5 % 5 38,5 % ‘
Ne 43 87,8 % 10 76,9 %
Zahvacenost laktova 0,381
Da 6 122 % 3 23,1 %
i Ne 49 100,0 % 12 92,3 %
Zahvacéenost ramena 5 0 0.0 % 1 —y 0,210
a ,0 % %
Zahvacenost Ne 48 98,0 % 11 84,6 %
temporomandibularnih . . 0,109
zglobova Da 1 2,0 % 2 15,4 %
Ne 42 85,7 % 8 57,1 %
Uveitis Jednostrani 1 2,0% 2 14,3 %
Obostrani 6 12,2 % 4 28,6 %
. Ne 10 20,4 % 2 14,3 %
Jutarnja ukocenostna " 5 7 14,3 % 5 357% | 0,256
pocetku bolesti
> 15 min 32 65,3 % 7 50,0 %
Jutarnja uko¢enost prije Ne 17 34,7 % 2 143 %
pocetka bioloSke <15 min 8 16,3 % 4 28,6 % 0,284
terapije > 15 min 24 49,0 % 8 57,1 %

ANA — antinuklearna antitijela, bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, JIA —
juvenilni idiopatski artritis, RF — reumatoidni faktor
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Tablica 13. Razlike u promatranim kontinuiranim klinickim i laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina s obzirom na broj zamjena bDMARD potrebnih za postizanje remisije: Mann-Whitneyjev U test

Broj Centile
razli€itih N Min. Max. . P
bDMARD 25. Medljan 75.
Jedna vrsta
Dob kod potetka | terapie 49 12 210 2550 | 72,00 | 120,00 .
bolesti (mj.) Jednailivise | 4, 10 191 | 1350 | 3550 | 141,25
Zamjena
Jedna vrsta
SE (mm/h) na terapie 49 5 87 14 22,00 | 31,00 -
pocetku bolesti Jedr)a ili vise 14 6 76 14 2550 57.25
zamjena
Jedna vrsta
CRP (g na erapie 49 0,30 | 101,00 | 2,05 4,70 10,05 06
pocetku bolesti Jedna ili vise '
yamjona 14 0,30 93,00 2,53 6,30 19,53
Jedna vrsta 49 0,27 0,40 0,32 0,33 0,36
Htc (/) na terapije 0.060
pocetku bolesti Jedna ili viSe 14 0,28 038 0,30 031 0.34
zamjena
Jedna vrsta
L (A0 na erapie 49 4,61 31,40 8,10 9,30 11,25 .
pocetku bolesti Jedn_a ili vise 14 6.90 15.10 8.90 970 11,60
zamjena
Jedna vrsta
Tre (x10%) na erapie 49 171 629 | 329,50 | 412,00 | 464,00 sas
poCetkubolesti | Jednailivise | 4, 240 541 | 363,25 | 382,50 | 423,75
Zamjena
Od pogetka f:ri”?e‘”sm 49 7 164 16,00 | 33,00 | 52,50
bolesti do bioloske - drﬁ’ e{ e 0,234
terapije (mj.) . 14 8 111 10,50 | 17,00 | 51,50
zamjena
SE (mm/h) prije | Jednavrsta 49 2 53 6 13,00 | 24,50
" s terapije
pocetka bioloske Jedna il vise 0,063
terapije . 14 7 55 10,50 | 21,00 | 39,25
zamjena
CRP (g/l) prije Jedna vrsta 49 0,30 | 101,70 | 0,65 2,40 10,20
N L terapije
pocetka bioloSke Jedna il vice 0,300
terapije . 14 0,30 92,90 0,68 6,45 22,63
Zamjena
Hitc (1) prije Jedna vrsta 49 0,29 0,43 0,34 0,36 0,37
" o= terapije
pocetka bioloSke Jedna il vise 0,194
terapije . 14 0,30 0,40 0,31 0,34 0,38
zamjena
L (x10°1) prije Jedna vrsta 49 410 | 1760 | 6,65 | 840 | 10,30
9 e terapije
pocetka bioloSke Jedna il vise 0,203
terapije . 14 6,30 12,20 6,68 9,72 11,20
Zamjena
Tre (x10%1) prije | Jednavrsta 49 182 536 | 294,50 | 380,00 | 421,00
4 S terapije
pocetka bioloSke Jedna ili vise 0,747
terapije . 14 213 511 301,75 361,50 447,75
Zamjena
o Jedna vrsta 49 1 130 31 4300 | 60,00
Trajanje bioloSke terapije
terapije (mj.) Jednailivise | 4, 17 137 55 79,50 | 105,00
zamjena

bDMARD - bioloski antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, CRP — C reaktivni protein, Htc —
hematokrit, L — leukociti, SE — sedimentacija eritrocita, Trc — trombociti
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U podskupini oboljele djece u koje je za postizanje remisije bila potrebna
jedna ili viSe zamjena bDMARD, prvi bDMARD upotrijebljen za lije€enje najcesce
je bio adalimumab u 6/14 (42,9 %) te potom etanercept u 5/14 (35,7 %). NajCeséi
razlog promjene bDMARD u navedenoj podskupini bila je primarna neucinkovitost
primijenjenog pripravka u 7/14 (50 %) oboljele djece. U najveceg broja bolesnika
za postizanje konacne remisije bila je potrebna jedna zamjena bDMARD (10/14,
71,4 %). bDMARD uz koji je najCeSce postignuta konaCna remisija bio je
tocilizumab u 7/14 djece (50 %) (tablica 14).

Tablica 14. Broj bDMARD, bDMARD kojim je zapoceto lije¢enje, razlozi promjene bDMARD te bDMARD uz
koji je postignuta kona¢na remisija u podskupini djece u koje remisija nije postignuta i/ili uspjeSno odrzavana
inicijalnim bDMARD

2 ili viSe bDMARD
N =14

N %
10 71,4 %
Broj bDMARD 2 14,3 %
4 2 14,3 %
ADA 6 42,9 %
Inicijalni ETN 5 35,7 %
bDMARD IFX 1 71 %
TCZ 2 14,3 %
_ primarna neucinkovitost 7 50,0 %
Razlq_g promjene relaps bolesti 4 28,6 %

terapije

komplikacije (uveitis, TBC, parestezije) 3 21,4 %
ADA 3 214 %
bDMARD uz kOjI ETN 4 28.6 %

je postignuta 5
konacna remisija IFX 0 0,0 %
TCZ 7 50,0 %

ADA — adalimumab, bDMARD - biolo$ki antireumatski lijekovi koji modificiraju tijek bolesti, ETN — etanercept,
IFX — infliksimab, MTX — metotreksat, TCZ — tocilizumab, TBC — tuberkuloza
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6. RASPRAVA

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) naj¢eS¢a je kroni¢na reumatska bolest
djeCje dobi koja obuhvaca heterogenu skupinu artritisa nepoznatog uzroka
klasificiranin u sedam kategorija na temelju klinickih i laboratorijskih obiljeZja
bolesti (1, 2, 3, 18). Suvremeni pristup lijeCenju JIA nalaZe brzo postizanje remisije
kako bi se sprijecile ili umanijile dugoro€ne posljedice (5, 6, 13, 68). Kako bi se
postigao ovaj cilj nuzno je Sto ranije otkriti pacijente kod kojih zapoceta terapija
nece imati u€inka. U drugoj liniji lijeCenja JIA, MTX jo$ uvijek predstavlja najceSce
koriSten, siguran i povoljan antireumatski lijek koji dovodi do remisije u oko 70 %
pacijenata (14, 15, 112). S obzirom na znacajan udio oboljelih kod kojih MTX i
nakon dulje primjene nece imati ucinka, postoji interes pronalaska terapijskog
biomarkera kojim bismo predvidjeli vjerojatnost povoljnog odgovora na terapiju
MTX (13, 14, 15, 112, 129). Dosadasnji pokus$aji identifikacije valjanog klinickog,
biokemijskog, molekularnog ili genetskog markera ucinkovitosti MTX jo$ nisu
postigli Zzeljeni rezultat (13, 15, 112, 129 — 135).

Dio dosadas$njih istrazivanja pokazao je da MTX inducira povecanje
aktivnosti GSTs u eksperimentalnih Zivotinja (187). U viSe studija opisana je
povezanost polimorfizama GSTs gena (uz posljedi¢nu promjenu aktivnosti GSTSs)
s ucinkovitoSéu pojedinih protokola lijeCenja koji ukljuCuju i MTX, odnosno
terapijskim ishodima u djece oboljele od autoimunosnih (SLE i IBD) i tumorskih
bolesti (173 — 177, 180, 181).

Osnovni demografski podaci o 109 djece oboljele od JIA uklju¢ene u ovo
istraZivanje, s obzirom na distribuciju prema spolu prema kojoj medu oboljelom
djecom dominiraju djevojCice u omjeru 2,1 : 1, gotovo su identi¢ni distribuciji
prema spolu u vedini istrazivanja, prema kojima je bolest dva puta ¢eSc¢a u
djevojcica (3, 18). Navedeni veci udio djevojCica medu oboljelim od JIA u skladu je
s vec¢im udjelom oboljelih osoba Zenskog spola u vecini autoimunih bolesti (3).
Minimalno veci udio djevojCica u ovom istrazivanju u odnosu na uobicajene
podatke mogao bi se djelomi¢no objasniti ¢injenicom da su u istraZivanje uklju€eni
samo bolesnici lije¢eni MTX, odnosno medu ispitanicima nema bolesnika koji

boluju od ERA (u kojih MTX u pravilu nema terapijskog ucinka). lako je udio takvih
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bolesnika u populaciji djece oboljele od JIA mali (3 — 10 %), to je jedina
podskupina oboljelih u kojoj dominiraju dje€aci (3, 59). Kao i u vecini drugih
istraZivanja, i u ovom istrazivanju distribucija oboljelih prema spolu nije se
pokazala kao prediktivni element ucinkovitosti terapije MTX (12, 13).

S obzirom na dob u kojoj je bolest pocela, ona je u oboljelih koji su
sudjelovali u ovom istrazivanju visa (prosjeCna dob od 5 godina i 8 mjeseci,
odnosno 6 godina i 7 mjeseci prema skupinama) u odnosu na uobiCajenu,
najceS¢u dob pocetka JIA (3, 52, 55, 57). Navedenom je ponovno najvjerojatniji
razlog ukljuCivanje u istrazivanje samo bolesnika koji su lijeeni MTX. Medu
oboljelim od JIA inaCe uobi€ajeno dominiraju djeca s oligoartikularnim tipom
bolesti, koji najéeSée pocCinje izmedu prve i treCe godine Zivota, a veliki dio tih
bolesnika uspjesno se lije€i s NSAID uz intraartikularnu primjenu GK. Tek dio
oboljelih u navedenoj, najbrojnijoj skupini u lije€enju zahtijeva prelazak na sljededi,
viSi nivo terapije odnosno primjenu MTX. Medu ispitivanim skupinama bolesnika u
ovom istraZivanju nije nadeno statistiCki znaCajne razlike s obzirom na dob kod
pocCetka bolesti, 5to je u skladu s literaturnim podacima prema kojima se navedeni
podatak pokazao bezvrijednim u predvidanju u€inkovitosti MTX (12, 13).

Distribucija oboljele djece prema tipu JIA u ovom istrazivanju
(oligoartikularni tip 42,2 %, poliartikularni RF negativni tip 46,8 %, poliartikularni
RF pozitivni tip 4,6 % i sJIA 6,4 %) drugacija je u odnosu na uobicajenu distribuciju
navedenih tipova JIA u dostupnoj literaturi (oligoartikularni tip 56 do 60 %,
poliartikularni RF+ i RF— tip 25 do 30 % bolesnika, sJIA 10 do 12 %) (3, 52, 54,
55). U ovom istrazivanju kao najbrojniji dominiraju bolesnici s poliartikularnim
tipom bolesti, Sto je s obzirom na prvi lijek izbora u lije€enju tog tipa — MTX, u
direktnoj vezi i s odabirom ispitanika, dok je udio bolesnika s oligoartikularnim
tipom bolesti u ovom istrazivanju, kako je ve¢ navedeno, nizi. Udio bolesnika sa
sJIA takoder je niZi u ovom istrazivanju, jer se u terapiji otprilike pola oboljelih od
ovog tipa bolesti kao jedini lijek koriste sistemski GK, a u tezim sluCajevima i
bDMARD (ANK, TCZ), dok je terapija MTX rezervirana za bolesnike s ranim
znakovima artritisa u sklopu navedenog tipa bolesti. S obzirom na distribuciju
oboljelih prema tipu JIA, izmedu dvije ispitivane skupine u ovom istrazivanju nije

nadeno statistiCki zna€ajnih razlika, sto je takoder u skladu s literaturnim podacima
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prema kojima tip JIA ne pomaze u predskazivanju ucinkovitosti terapije MTX (12,
13).

Prilikom usporedbe procjene aktivnosti bolesti prema lijeCniku na pocetku
bolesti i na pocCetku lijeCenja MTX nije registrirano statistiCki znacajnih razlika
izmedu skupine oboljele djece s postignutom remisijom te skupine oboljele djece
bez postignute remisije tijekom terapije MTX, stoga prema rezultatima ovog
istraZivanja ista nema vrijednost u ranom predskazivanju ucinkovitosti MTX.
Navedeno je u skladu s veéinom istrazivanja prema kojima procjena aktivnosti
bolesti prema lijeCniku pokazuje svoju vrijednost kao komponenta udruzenih
ocjena aktivnosti bolesti, a ne kao samostalna varijabla (75). Nasuprot dobivenim
rezultatima, rijetki radovi ukazuju na djelomiCnu vrijednost procjene aktivnosti
bolesti prema lijeCniku u predskazivanju uc€inkovitosti terapije MTX (13).

Vezano uz imunoloSke nalaze, pozitivan nalaz ANA naden je u nesto viSe
ispitanika bez postignute remisije tijekom lijeCenja MTX (33/63, 52,4 %) u odnosu
na ispitanike s postignutom remisijom tijekom lije¢enja MTX (17/46, 37,0 %), dok
je pozitivan nalaz RF naden u 3/46 (6,5 %) oboljele djece s postignutom remisijom
tijekom lijeCenja MTX te u 2/63 (3,2 %) oboljele djece bez postignute remisije
tijekom lijeCenja MTX. Vedéi udio pozitivnog nalaza ANA (iako bez statisticki
znacajne razlike) u skupini djece bez postignute remisije tijekom lijeCenja MTX, u
suprotnosti je s literaturnim podacima prema kojima pozitivan nalaz ANA ima
pozitivhu predskazujuéu vrijednost u odredivanju ucinkovitosti terapije MTX (12,
13). Budué¢i da pozitivan nalaz ANA dominira medu djecom oboljelom od
oligoartikularnog tipa JIA, koji ima najbolju prognozu bolesti, ostaje otvoreno
pitanje je li navedeni nalaz stvarno predskazuje ucinkovitost MTX u ovom tipu
bolesti, ili se radi samo o statistiCki znaCajnoj pozitivnoj korelaciji bez patogenetske
poveznice. Pozitivan nalaz RF, uz to Sto je naden u malog broja oboljelih u ovom
istrazivanju kao i u vecini prou€avane literature (3, 52, 64), takoder nije posluzio u
distinkciji dviju skupina ispitanika.

Pojavnost i trajanje jutarnje ukoCenosti na poCetku bolesti ili prije poCetka
terapije MTX takoder se, s obzirom na to da nije registrirano statistiCki znaCajnih
razlika izmedu ispitivanih skupina, nije pokazalo kao moguci parametar predikcije
ucinkovitosti MTX. S obzirom na zahvacéanje zglobova, u ovom istraZzivanju samo

su rucni zglobovi bili statisti¢ki znaajno ¢esSce zahvacéeni u skupini oboljele djece
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bez postignute remisije tijekom lije¢enja MTX (29,0 % naprema 10,9 %; P =
0,032). Navedeno je u skladu s literaturnim podacima, prema kojima zahvacéenost
oba ruCna zgloba ima djelomi¢nu vrijednost u predskazivanju izostanka
uCinkovitosti MTX (13).

Kao dodatni element distinkcije medu ispitivanim skupinama, u smislu
negativne predikcije ucinkovitosti MTX u lijeCenju JIA, u ovom istrazivanju pokazao
se nalaz uveitisa, koji je takoder statistiCki znacCajnije registriran u skupini oboljelih
bez postignute remisije tijekom lijecenja MTX (P = 0,034). Navedeni nalaz korelira
s ¢eSce pozitivnim nalazom ANA (iako ne i statistiCki znacajnim) u skupini oboljelih
bez postignute remisije tijekom lijeCenja MTX. Vjerojatni razlog navedenom
rezultatu je ¢eSc¢i razvoj uveitisa u oboljelih s pozitivnim nalazom ANA te u vezi s
tim i uvodenje bDMARD u barem dijela tih bolesnika zbog izostanka kontrole
uveitisa, a ne izostanka postizanja remisije artritisa tijekom terapije MTX.

Prilikom analize razlka u promatranim kontinuiranim klinickim i
laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih skupina s obzirom na postignutu
remisiju ili izostanak remisije tijekom terapije MTX izmedu dvije skupine nije
nadeno statistiCki znacajnih razlika u vremenu proteklom od pocetka bolesti do
pocCetka lijec¢enja MTX, kao niti u nalazima SE, CRP, hematokrita, broja L i Trc na
poCetku bolesti niti na poCetku lijeCenja MTX. Navedeno je u skladu s dostupnim
literaturnim podacima, prema kojima niti jedan od navedenih parametara ne
predskazuje izostanak ucinkovitosti MTX u lijeCenju JIA (12, 13). Jedina statisticki
znaCajna razlika detektirana izmedu skupine oboljele djece je trajanje lijeCenja
MTX, koje je bilo statistiCki znaajno duze u skupini koja nije postigla kliniCku
remisiju tijekom terapije MTX u odnosu na skupinu koja je postigla remisiju tijekom
ljeCenja MTX s medijanom vrijednosti (interkvartilni raspon) 58,0 (37,0 — 100,0)
mjeseci naprema 36,5 (24,0 — 56,5) mjeseci; P < 0,001. Najvjerojatniji razlog ove
razlike nalazi se u najcescoj kliniCkoj praksi naseg Centra prema kojoj se blaza /
umjerena ili rjeda pogorSanja osnovne bolesti tijekom terapije MTX, pogotovo
inducirana akutnim infekcijama ili traumama zahvaéenih zglobova, nastoje kupirati
kraéom, sistemskom primjenom niskih doza GK ili intraartikularnim aplikacijama
GK, a ne brzim uvodenjem bDMARD. Nizi prag tolerancije prema ovakvim
pogorsanjima osnovne bolesti u smislu promptnog uvodenja bDMARD u terapiju

(koji neki pedijatrijski reumatolozi provode u praksi) u najvecoj mjeri bi ponistio
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navedenu razliku. S obzirom na neujednaCenost prakse, joS uvijek se u
znanstvenim krugovima vodi rasprava oko ova dva pristupa u lije€enju djece s JIA
(3-16).

Tijekom ispitivanja je u sve oboljele djece u koje nije postignuta remisija uz
lijeCenje MTX, ista postignuta uz lije¢enje bDMARD. Klini¢ka remisija je u 49/63
(77,8 %) oboljele djece u navedenoj skupini postignuta lijeCenjem jednim
bDMARD, dok je u 14/63 (22.2 %) oboljele djece za postizanje remisije trebala
jedna ili viSe zamjena bDMARD. Tijekom ispitivanja remisija uz lijeCenje bDMARD
je uspjesSno odrzavana u 56/63 (88,9 %) djece (remisija uz lijek), dok je u 7/63
(11,1 %) djece tijekom ispitivanja stabilna remisija odrZzana i nakon prekida
ljeCenja bDMARD (remisija bez lijeka). Ovi rezultati potvrduju sintagmu o
bDMARD kao ,trecoj revoluciji u reumatologiji“ u smislu uspjesne kontrole upale u
vecine bolesnika s upalnim reumatskim bolestima koje zahvacaju zglobove, a u
kojih prethodno primjenjena terapija nije polucila uspjeh (3).

Prilikom analize razlika u delecijskim polimorfizmima gena GSTM1 i GSTT1
izmedu ispitivanih skupina s obzirom na postignutu remisiju tijekom lije€enja MTX,
delecijski polimorfizam gena GSTM1 detektiran je u 63,5 % ispitanika u kojih
tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 58,7 % ispitanika u kojih je
tijekom terapije MTX postignuta remisija. Navedena uclestalost delecijskog
polimorfizma GSTM1 u ispitivanim skupinama nesto je viSa u odnosu na
uCestalost istog u opcoj populaciji bijelaca i azijata koja prema literaturi iznosi oko
50 %. Delecijski polimorfizam GSTT1 detektiran je u 22,2 % ispitanika u kojih
tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 17,4 % ispitanika u kojih je
tijekom terapije MTX postignuta remisija. Navedeni rezultat nesSto je bliZi
pojavnosti delecijskog polimorfizma GSTT1 u bjelackoj populaciji (10 — 20 %) u
odnosu na populaciju azijata (16 — 64 %) (167, 170). Dodatno, kombinacija
delecijskih polimorfizama za gene GSTM1 i GSTT1 detektirana je u 12,7 %
ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 13,0 %
ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX postignuta remisija. Kako u pojavnosti
delecijskih polimorfizama GSTM1 i GSTT1 i njihovoj kombinaciji u ovom
istrazivanju nema statistiCki znacCajne razlike izmedu ispitivanih skupina bolesnika,
navedeni ne predstavljaju distinkciju koja bi pomogla u detekciji bolesnika u kojih

se nece posti¢i remisija tijekom terapije MTX.
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Dobiveni rezultati analize razlika u delecijskim polimorfizmima gena GSTM1
i GSTT1 nisu u skladu hipotezom ovog istrazivanja prema kojoj su isti u bolesnika
S juvenilnim idiopatskim artritisom povezani s vecom vjerojatnoS¢u postizanja
remisije tijekom terapije MTX.

Hipoteza istrazivanja je postavljena na temelju opseznog pregleda literature
koja se bavi problematikom utjecaja polimorfizama GST gena na promjenu
enzimske aktivnosti GST u eksperimentalnih Zivotinja te na pojavnost i terapijske
ishode razli¢itih malignih i imunosnih bolesti u djece i odraslih (169, 174 —-179, 181
— 183, 187, 189). Kako delecijski polimorfizmi gena GST dokidaju enzimsku
aktivnost pojedine GST, tako se smanjuje potencijal druge faze detoksikacije
tijekom koje se u konjugiraju¢im reakcijama lipofilni nepolarni ksenobiotici i
endobiotici konvertiraju u hidrofilne, manje toksicne metabolite. Oni se potom
djelovanjem transmembranskih proteina izbacuju iz stanica u medustanicni prostor
te eliminiraju iz organizma. Ukoliko je potencijal druge faze detoksikacije smanjen,
za ocCekivati je da Ce osim eventualnog potenciranja toksi¢nog djelovanja pojedinih
ksenobiotika, doci i do potenciranja njihova pozitivnhog djelovanja u smislu boljeg
terapijskog ucCinka kod pojedinih bolesti zbog njihove usporene eliminacije i vece
bioraspolozivosti (149 — 151, 179). S druge strane, u pojedinim malignim
bolestima maligne stanice pokazuju naglasenu aktivnhost GST koja dovodi do
rezistencije na pojedine kemoterapeutike uslijed njihove ubrzane eliminacije (188
—190).

lako je standardni put metabolizma i eliminacije MTX poznat, dosadasnja
istrazivanja nisu uspjela jednoznaéno povezati polimorfizme gena Ciji enzimi
sudjeluju u metaboliziranju metotreksata s promjenom aktivnosti navedenih

enzima niti promjenom ucinkovitosti MTX u terapijskim protokolima za lijeCenje

istraZivanjima na eksperimentalnim zivotinjama registrirano je povecanje aktivnosti
GST prilikom ekspozicije MTX (187). Sve navedeno ukazuje da osim standardnog
puta metaboliziranja MTX, on barem jednim dijelom podlijeze i eliminaciji
djelovanjem GST.

lako bi prema svemu navedenom, inicijalno postavljena hipoteza ovim
istraZivanjem trebala biti potvrdena, moguci su viSestruki razlozi izostanka

pozitivne povezanosti delecijskih polimorfizama GSTM1 i GSTT1 i ucinkovitosti
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MTX u postizanju remisije JIA. Prvo, iako su istrazivanja na eksperimentalnim
zivotinjama dokazala da MTX inducira pojacanu aktivnost GST iz ¢ega proizlazi da
se barem dio MTX metabolizira i djelovanjem navedenih enzima, zivotinjski modeli
nisu idealni i na njima dobiveni rezultati ne mogu se u svim sluCajevima
jednoznacno preslikati na ljudske organizme. U sluCajevima pozitivhog
moduliraju¢eg ucinka delecijskih polimorfizama GST gena na ucinkovitost
terapijskin protokola koji ukljuCuju i MTX, u obzir ocigledno treba uzeti i
potenciranje djelovanja i drugih ksenobiotika apliciranih u kombinaciji s MTX u
svrhu lije€enja pojedine bolesti. Dodatno, u ovom istrazivanju analizirane su
razlike u delecijskim polimorfizmima GSTM1 i GSTT1 te bi isto trebalo prosiriti i
analizom drugih polimorfizama za GST.

U sklopu ovog istraZivanja dodatno su analizirane razlike delecijskih
polimorfizama GSTM1 i GSTT1 gena samo u skupini djece u koje tijekom lijecenja
MTX nije postignuta remisija odnosno bilo je potrebno lijecenje bDMARD u odnosu
na broj bDMARD potrebnih za postizanje remisije (jedan bDMARD (49/63, 77,8 %)
u odnosu na jednu ili viSe zamjena bDMARD (14/63, 22,2 %)). U podskupini
oboljele djece u kojoj je za postizanje remisije bila potrebna jedna ili viSe zamjena
bDMARD (14/63, 22,2 %) statistiCki je zna€ajno zastupljeniji nalaz pozitivhog
genotipa polimorfizma GSTM1: 64,3 % naprema 28,6 %; P = 0,026. Daljnjom
usporedbom podskupine djece u kojoj je za postizanje remisije bila dostatna
inicijalna terapija bDMARD i podskupine djece u kojoj je za postizanje remisije bila
potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD, nije nadeno statistiCki znacajnih razlika
u distribuciji prema spolu ili dobi kod pocCetka bolesti. Isto kao i kod MTX (12, 13),
distribucija oboljelih prema spolu i dobi u naSem istrazivanju nije se pokazala kao
prediktivni element niti uinkovitosti terapije bDMARD.

S obzirom na usporedivane klinic¢ke (tip JIA, zahvaceni zglobovi, uveitis,
jutarnja ukoCenost na pocetku bolesti i prije poCetka bioloSke terapije) i
laboratorijske (ANA, RF) kategorijske varijable izmedu ispitivanih podskupina, u
podskupini djece u kojoj je za postizanje remisije bila nuzna jedna ili viSe zamjena
bDMARD statisticki znaCajno CeS¢e su detektirane upalne promjene malih
zglobova Saka: 57,1 % naprema 24,5 % (P = 0,047) te pojavnost uveitisa: 42,9 %
naprema 14,2 % (P = 0,026). Navedeno ne predstavlja iznenadenje u slucaju

CesSce afekcije malih zglobova Saka buduci da navedena klinicka varijabla ukazuje
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na poliartikularnu - tezu formu JIA, koja ¢e pretpostavljeno ceSc¢e zahtijevati
lijeCenje bDMARD uklju€uju¢i i moguée promjene terapije (3). U sluaju uveitisa
dobiveni rezultat je manje jasan. S jedne strane njegova pojavnost primarno se
povezuje s oligoartikularnim — prognosticki najpovoljnijim tipom JIA. S druge
strane, uveitis predstavlja ¢esto najozbiljniju i najtezu komplikaciju bolesti, koja u
dijela JIA bolesnika predstavlja i indikaciju za poCetak bDMARD, a u ovom
istraZivanju u 3/14 (21,4 %) bolesnika i indikaciju za promjenu bDMARD zbog
razvoja uveitisa tijekom lije€enja inicijalnim bDMARD ili neucinkovitosti trenutacno
primjenjivanog bDMARD u kontroli uveitisa. Pri analizi razlika u promatranim
kontinuiranim  kliniCkim i laboratorijskim vrijednostima izmedu ispitivanih
podskupina s obzirom na broj bDMARD potrebnih za postizanje remisije, jedina
statistiCki znaCajna razlika detektirana je u trajanju terapije bDMARD, koje je bilo
statistiCki znaCajno duze u podskupini u kojoj je za postizanje remisije bila
potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD s medijanom vrijednosti (interkvartilni
raspon) 79,5 (55,0 — 105,0) mjeseci naprema 43,0 (31,0 — 60,0) mjeseci; P =
0,002. Navedeni rezultat je logic¢an, s obzirom da se pri svakoj promjeni bDMARD
tijekom lijeCenja prolongira vrijeme za ispunjavanje kriterija remisije (7).

U podskupini oboljele djece u koje je za postizanje remisije bila potrebna
jedna ili viSe zamjena bDMARD, prvi bDMARD upotrijebljen za lijeCenje naj¢eSce
je bio adalimumab u 6/14 (42,9 %) te potom etanercept u 5/14 (35,7 %) djece, Sto
je u skladu s literaturnim podacima o lije¢enju JIA upotrebom bDMARD (3).
NajCesc¢i razlog promjene bDMARD u navedenoj podskupini bila je primarna
neucinkovitost primijenjenog pripravka u 7/14 (50 %) oboljele djece, a slijede
relaps bolesti u 4/7 (28,6 %) i komplikacije (uveitis, TBC, parestezije) zbog ili
tijekom primjene bDMARD u 3/14 (21,4 %) djece. U 10/14 (71,4 %) oboljele djece
za postizanje konacne remisije bila je potrebna jedna zamjena bDMARD, dok je u
2/14 (14,3 %) djece postignuta nakon druge te u istom postotku nakon trecCe
promjene bDMARD. bDMARD uz koji je najéeSée postignuta konacna remisija bio
je tocilizumab u 7/14 djece (50 %). Posljednji podatak u nasem istraZivanju
posebno je zanimljiv jer je TCZ anti IL-6 pripravak te se u lijeCenju JIA primjenjuje
kao monoterapija, bez konkomitantne primjene MTX. Svi navedeni, dodatni podaci
ukazuju na moguci ucinak polimorfizama GSTs na sloZzene mehanizme apsorpcije,

distribucije, metabolizma i izlu€ivanja anti-TNF (118) kao i njihovih interakcija s
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drugim lijekovima (posebno MTX) i enzimskim mehanizmima (npr. citokrom P450)
(91).

Rezultati dobiveni dodatnom analizom varijabli vezanih uz podskupine
djece u kojima je za postizanja remisije bilo potrebno provesti lije€enje jednim ili
ve¢im brojem bDMARD nemaju direktne veze s hipotezom niti ciljevima ovog
istraZivanja, ali otvaraju nove horizonte u daljnjim istrazivanjima utjecaja

polimorfizama GSTs na ishode lije€enja JIA i drugih reumatskih bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

1. Prilikom odredivanja delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 u
skupinama djece oboljele od JIA, delecijski polimorfizam gena GSTM1 je
detektiran u 63,5 % ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije postignuta remisija
te u 58,7 % ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX postignuta remisija, a
delecijski polimorfizam GSTT1 je detektiran u 22,2 % ispitanika u kojih tijekom
terapije MTX nije postignuta remisija te u 17,4 % ispitanika u kojih je tijekom

terapije MTX postignuta remisija.

2. Prilikom analize u€estalosti delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1
u skupinama djece oboljele od JIA s obzirom na postignutu remisiju tijekom
ljeCenja MTX, u ovom istrazivanju nije nadeno statistiCki znacajne razlike izmedu

ispitivanih skupina bolesnika.

3. Odredivanje delecijskih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 prema
ovom istrazivanju ne pomaze u detekciji djece oboljele od JIA u koje se necée

posti¢i remisija tijekom terapije MTX.

4. Kao elementi negativhe predikcije ucinkovitosti MTX u lijeCenju djece
oboljele od JIA potvrdena je od ranije poznata upala ru¢nih zglobova te duze
trajanje terapije MTX. Kao dodatni element negativne predikcije ucinkovitosti MTX

u lije€enju JIA detektiran je kroni¢ni uveitis u sklopu osnovne bolesti.

5. U sklopu ovog istraZivanja dodatno su analizirane razlike delecijskih
polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 samo u skupini djece u koje tijekom
istrazivanja zbog neucinkovitosti MTX zapoceto lijeCenje bDMARD u odnosu na
broj bDMARD potrebnih za postizanje remisije. U podskupini oboljele djece u kojoj
je za postizanje remisije bila potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD statisticki je
znacajno zastupljeniji nalaz pozitivnog genotipa polimorfizma GSTM1. S obzirom
na kompleksnost apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije bDMARD kao i

njihove sloZzene interakcije s drugim endogenim i egzogenim molekulama te
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enzimskim sustavima, dobiveni rezultat, iako nema direktne veze s hipotezom niti
cilevima ovog istrazivanja, otvara nove horizonte u daljnjim istrazivanjima

polimorfizama gena GSTs u sklopu JIA i drugih upalnih reumatskih bolesti.
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8. SAZETAK

Polimorfizmi gena za glutation S-transferazu
kao rani predskazatelj u€inkovitosti metotreksata

u lijeCenju juvenilnog idiopatskog artritisa

Uvod: Juvenilni idiopatski artritis (JIA) naj¢eSéa je reumatska bolest djeCje dobi.
Rana kontrola upalnog procesa u JIA korelira s povoljnijim ishodima lijeCenja.
Odgovor na primjenu metotreksata (MTX), prvog lijeka druge linije lije€enja djece s
JIA je heterogen, s udjelom ve¢im od 30 % djece u koje navedeni lijek nema
ucinka u smislu postizanja remisije. Kako je za procjenu uc€inka MTX nuzan period
od 3 do 6 mjeseci kontinuirane primjene, u djece u koje navedeni lijek nece
djelovati gubi se mogucnost ranog postizanja remisije, odnosno smanjuje
vjerojatnost povoljnog ishoda lije€enja. Cilj rada bio je istraziti vrijednost
odredivanja delecijskih polimorfizama GSTM1 i GSTT1l kao predskazatelja

ucinkovitosti MTX u lijeCenju JIA.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 109 JIA bolesnika: 46 bolesnika u
kojih je tijekom terapije MTX postignuta stabilna klinicka remisija u trajanju od
minimalno 6 mjeseci i 63 bolesnika u kojih tijekom lije€enja metotreksatom nije
postignuta stabilna klinicka remisija. U svih bolesnika uklju¢enih u studiju odredeni

su delecijski polimorfizmi gena GSTM1 i GSTTL1.

Rezultati: lzmedu ispitivanih skupina JIA bolesnika nije nadeno statisticki
znacajnih razlika u raspodieli pojedinih delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i
GSTTL1. Delecijski polimorfizam gena GSTM1 detektiran je u 40/63 (63,5 %)
ispitanika u kojih tijekom terapije MTX nije postignuta remisija te u 27/46 (58,7 %)
ispitanika u kojih je tijekom terapije MTX postignuta remisija. Delecijski
polimorfizam gena GSTT1 detektiran je u 14/63 (22,2 %) ispitanika u kojih tijekom
terapije MTX nije postignuta remisija te u 8/46 (17,4 %) ispitanika u kojih je tijekom
terapije MTX postignuta remisija. Kombinacija delecijskih polimorfizama gena
GSTM1 i GSTT1 detektirana je u 8/63 (12,7 %) ispitanika u kojih tijekom terapije
MTX nije postignuta remisija te u 6/46 (13,0 %) ispitanika u kojih je tijekom terapije
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MTX postignuta remisija. Nije nadeno statistiCki zna€ajnih razlika u raspodijeli
pojedinih delecijskih polimorfizama niti njihove kombinacije izmedu ispitivanih
skupina.

Dodatno su analizirane razlike delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 u
skupini djece u koje tijekom lije¢enja MTX nije postignuta remisija, odnosno u koje
je bilo potrebno lije¢enje bDMARD u odnosu na broj bDMARD potrebnih za
postizanje remisije. U podskupini oboljele djece u kojoj je za postizanje remisije
bila potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD u odnosu na podskupinu djece u
kojoj je za postizanje remisije bio dostatan jedan bDMARD, statisticki je znac¢ajno
zastupljeniji nalaz pozitivnog genotipa polimorfizma gena GSTM1: 64,3 %
naprema 28,6 %; P = 0,026.

Zaklju¢ak: Odredivanje delecijskih polimorfizama gena GSTM1 i GSTT1 prema
ovom istrazivanju ne pomaze u detekciji djece oboljele od JIA u koje se nece
posti€i remisija tijekom terapije MTX. No, statisticki znacajno ¢eS¢a pojavnost
pozitivhog genotipa polimorfizma gena GSTM1 u podskupini oboljele djece u kojoj
je za postizanje remisije bila potrebna jedna ili viSe zamjena bDMARD u odnosu
na skupinu djece u koje je remisija postignuta jednim bDMARD, otvara nove
horizonte u istrazivanjima polimorfizama gena GSTs u sklopu JIA i drugih upalnih

reumatskih bolesti.
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9. SUMMARY

Glutathione S-transferase gene polymorphisms
as an early predictor of methotrexate effectiveness

in the treatment of juvenile idiopathic arthritis

Sanda Huljev Frkovi¢

PhD Thesis 2022

Introduction: Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is the most common rheumatic
disease of childhood. Early control of the inflammatory process in JIA correlates
with more favourable treatment outcomes. The effectiveness of the MTX, the first-
line drug in JIA treatment is heterogeneous, with a proportion of more than 30% of
children without effect in terms of achieving remission. Since an assessment of the
MTX effects requires a period of 3—6 months of continuous administration, in more
than 30% of children the possibility of early remission and favourable outcome of
treatment is reduced. The aim of the research was to investigate the value of the
determination of GSTM1 and GSTT1 genes deletion polymorphisms as the

predictor of the MTX treatment effectiveness in JIA patients.

Subjects and methods: The study included 109 JIA patients: 46 patients who had
achieved stable clinical remission for a minimum of 6 months during MTX therapy
and 63 patients who did not achieve stable clinical remission during MTX therapy.
In all patients enrolled in the study, the deletion polymorphisms of the GSTM1 and

GSTT1 genes were determined.

Results: No statistically significant differences in the distribution of deletion
polymorphisms were found between the JIA patient study groups. Deletion
polymorphism of the GSTM1 gene was detected in 40/63 (63.5%) subjects who
did not achieve remission during MTX therapy and 27/46 (58.7%) subjects who
achieved remission during MTX therapy. Deletion polymorphism of the GSTT1
gene was detected in 14/63 (22.2%) subjects in whom remission was not achieved
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during MTX therapy and in 8/46 (17.4%) subjects in whom remission was
achieved during MTX therapy. The combination of deletion polymorphisms for the
GSTM1 and GSTT1 genes was detected in 8/63 (12.7%) subjects in whom
remission was not achieved during MTX therapy and in 6/46 (13.0%) subjects in
whom remission was achieved during MTX therapy. No statistically significant
differences were found in the distribution of deletion polymorphisms or their
combinations between the investigated groups.

The differences between the deletion polymorphisms of the GSTM1 and GSTT1
genes in the group of children in whom remission was not achieved during MTX
therapy were further analyzed. In a subgroup of affected children in which one or
more bDMARD changes were needed to achieve remission, positive genotype
GSTM1 gene polymorphism was statistically significantly more frequently
detected: 64.3% to 28.6%; P = 0.026.

Conclusion: According to this study, the determination of GSTM1 and GSTT1
gene deletion polymorphisms does not help in the distinction of JIA patients who
will not achieve remission during MTX therapy. However, the statistically
significantly more frequent occurrence of positive polymorphism of GSTM1 gene in
a subgroup of children in which one or more changes of bDMARD were needed to
achieve remission compared with the subgroup of children in whom remission was
achieved by initial bDMARD, opens new horizons in GST gene polymorphism

research in JIA and other inflammatory rheumatic diseases.
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