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1. POPIS OZNAKA I KRATICA

ACR - Americko reumatolosko drustvo (engl. American College of Rheumatology);
ANF - antinuklearni faktor;

APC - antigen predocna stanica (engl. antigen presenting cell);

AOSD - adultni tip Stillove bolesti (engl adult-onset Still' disease);

CTLA-4 - kostimulacijska molekula CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen-4);
DMARDs - antireumatski lijekovi koji preinacuju bolest (engl. disease modifying

anthireumatic drugs);
ELISA - enzimski imunotest (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
EULAR - Europska liga za borbu protiv reumatizma (engl. European League Against

Rheumatism);
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GM-CSF - ¢imbenik poticanja granulocitnih i makrofagnih kolonija (engl. granulocyte -

macrophage colony - stimulating factor);

HLA - glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (engl. human leukocyte antigens);

GITR - TNF receptor induciran glukokortikoidima (engl. glucocorticocoid - induced TNF
receptor);

FOX P3 - transkripcijski ¢imbenik FoxP3 (engl. transcription factor forkhead box P3).

JIA - juvenilni idiopatski artritis;

IFN - interferoni

IL - interleukini

IL-18BP - protein koji veze IL-18 (engl. IL-18 binding protein);

ILAR - Medunarodna liga reumatoloskih udruzenja (engl. International League of

Association for Rheumatology);

IL-1Ra - antagonist receptora za interleukin 1 (engl. interleukin I receptor antagonist)

MHC - glavni kompleks gena tkivne podudarnosti u misa (engl. main histocompatibility
complex)

NSAID - nesteoridni protuupalni lijekovi (engl. non - steroidal antiinflammatory drugs);

RF - reumatoidni faktor;

RA - reumatoidni artritis;

STAT4 - engl. signal transducers and ativators of transcription;

TCR - antigenski receptor limfocita T (engl. T-cell receptor),

TGF - ¢imbenik transformacije rasta (engl. transforming growth factor);

TNF - ¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor);

TR, - inducirani regulacijski limfociti
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2.UVOD

2.1. Reumatske bolesti u djecjoj dobi

Reumatske bolesti u djecjoj dobi nisu tako rijetke, kako se to ranije pretpostavljalo, 1
obuhvacaju najmanje 110 bolesti muskuloskeletnog sustava. To su kroni¢ne, viSesustavne bolesti, a
klinicki se oc€ituju akutnom ili kroni¢nom upalom tkiva muskuloskeletnog sustava, krvnih Zila i
koze.

Homo sapiens obolijeva od reumatizma ve¢ tisu¢ama godina. Znaci kroni¢nog artritisa zamijeceni
su jo§ na kraljeZnici staroegipatskih mumija oko 8000 god. prije Krista." Medutim, reumatoidni
artritis smatra se ipak suvremenijom bole$c¢u, barem u Europi, gdje je prvi put opisan u 19. stoljecu,
iako je medu starosjediocima Sjeverne Amerike vjerojatno postojao i ranije.2 Isto tako spoznaje o
reumatskim bolestima u djece potjecu iz 19. stoljeca. 3

Etiologija tih bolesti ostaje i dalje nepoznata, iako su u posljednje vrijeme istraZivanja u podrucju
molekularne biologije i molekularne genetike omogucila veliki napredak u razumijevanju njihove
patogeneze. Javljaju se bitni pomaci u lijeCenju, osobito posljednjih 10-15 godina, kada je
uvodenjem preparata s ciljanim djelovanjem na odredene sekvence autoimunosnog upalnog procesa

(bioloski pripravci), pocela novo razdoblje u lijeCenju reumatskih bolesti.

2.2. Juvenilni idiopatski artritis (JIA)

Naziv «juvenilni idiopatski artritis» (JIA) obuhvaca heterogenu skupinu kroni¢nih upalnih

artritisa, koji pocinju u djec¢joj dobi 1 znatno se razlikuju od reumatoidnog artritisa (RA) odraslih.*
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To je najcesca reumatska bolest u djecjoj dobi, a takoder jedna od najces¢ih kronic¢nih bolesti djece,
te vazan uzrok invalidnosti djece. Tako su artritisi prvi put opisani krajem 19. stolje¢a,’ etiologija
bolesti jo§ je nepoznata. Istrazivanja vezana uz juvenilni idiopatski artritis prepuna su poteskoca
bilo zbog nedostatka suglasnosti vezane uz klasifikaciju i sam naziv bolesti, bilo zbog raznolikosti u
klini¢koj slici.

Sedamdesetih godina 20. stolje¢a dva su reumatoloSka drusStva, Americko reumatolosko drustvo
(ACR, engl. American College of Rheumatology) 1 Europska liga za borbu protiv reumatizma
(EULAR, engl. European League Against Rheumatism), predlozila dvije razliCite klasifikacije za
kroni¢ni artritis u djecjoj dobi, koje su neovisne o klasifikacijama koje se rabe za odrasle. Naziv
«juvenilni reumatoidni artritis» prihvatio je godine 1972. ACR, a sama je klasifikacija jo$
nadopunjavana godine 1976. Bolest je definirana upalom jednog ili viSe zglobova koja traje
najmanje 6 tjedana, a pocinje prije navriene 16. godine.®’ Postoje tri glavna tipa bolesti: sistemski,
oligoartikularni (ili pauciartikularni ili monoartikularni) i poliartikularni (tablica 1). Godine 1977.
EULAR predlaze novi naziv «juvenilni kroni¢ni artritis» koji se ponajprije rabi u Europi. Za
postavljanje dijagnoze upala jednog ili viSe zglobova mora trajati najmanje 3 mjeseca, a bolest
takoder mora poceti prije navrSene 16. godine. Klasifikacija EULAR u naziv juvenilni kroni¢ni
artritis osim tri osnovna tipa artritisa, koji su prema ACR kriterijima definirani kao juvenilni
reumatoidni artritis, ukljucuje jo$ i juvenilni ankilozantni spondilitis, juvenilni psorijatini artritis te
artropatije vezane uz upalne bolesti crijeva. Naziv «juvenilni reumatoidni artritis» odnosi se samo
na IgM artritis s pozitivnim nalazom reumatoidnog faktora (RF) (tablica 1).! Kao odgovor na takva
nesuglasja izmedu klasifikacije ACR i EULAR, godine 1994. Medunarodna liga reumatoloskih
udruZzenja (ILAR, engl. International League of Association for Rheumatology) predlaze naziv

«juvenilni idiopatski artritis» koji obuhvaca sedam bolesti koje poCinju prije navrSene 16. godine, a
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upala zgloba traje najmanje 6 tjedana. Kriteriji su nadopunjavani godine 1997., te je dodana i osma
bolest «drugi artritisi», a odnosi se na bolesnike koji se ne mogu uvrstiti ni u jednu kategoriju ili koji
se mogu uvrstiti u viSe kategorija. Izbjegavaju naziv “kroni¢ni” ili “reumatoidni”, jer je etioloSki

&imbenik jo§ nepoznat (tablica 1).”

Tablica 1. Usporedba razli€itih klasifikacija artritisa u djecjoj dobi

ACR EULAR ILAR
Juvenilni reumatoidni artritis Juvenilni kroni¢ni artritis Juvenilni idiopatski artritis
Sistemski Sistemski Sistemski
Poliartikularni Poliartikularni Poliartikularni tip RF-negativan
Juvenilni reumatoidni artritis Poliartikularni tip RF-pozitivan
Oligoartikularni Oligoartikularni Oligoartikularni tip
Perzistirajuci
Progireni
Juvenilni psorijati¢ni artritis Psorijaticni artritis
Juvenilni ankilozantni spondilitis Entezitisu pridruZeni artritis

Drugi artritisi

ACR: Americko reumatolosko drustvo, EULAR: Europska liga za borbu protiv reumatizma, ILAR: Medunarodna liga
reumatoloskih udruzenja, RF: reumatoidni faktor. (Preuzeto iz D)

2.2.1. Epidemiologija juvenilnog idiopatskog artritisa

Iako je JIA dosta ulestala bolest, stvarna incidencija bolesti joS je nepoznata. Prve
epidemioloske studije iz 80-ih godina 20. stolje¢a pokazale su prevalenciju od 0,16 do 1,10/10000 i
incidenciju od 0 do 9,2/100000."° Nedavno provedene studije takoder pokazuju znatnu razliku u
prevalenciji od 20 do 400/100000 i u incidenciji od 0,83 do 22,9/100000.*'" Takoder je pokazano
da se prevalencija razlicitih tipova JIA razlikuje s obzirom na geografsku i etni¢ku pripadnost. Tako
je, na primjer, oligoartikularni tip najceS¢i u bijeloj rasi u Europi i Sjevernoj Americi, dok je

poliartikularni tip najcesS¢i u crnoj rasi.'>"?
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JIA je definiran kao bolest koja zapocinje prije navrSene 16. godine. Rijetko se kada javlja prije
Sestog mjeseca Zivota, a najucestaliji je izmedu prve i tree godine. Dvaput je ucestaliji u djevojcica.
Tri su najce$¢a tipa: 1) oligoartikularni (javlja se priblizno u 56% do 60% bolesnika), 2)
poliartikularni (javlja se priblizno u 25% do 28% bolesnika), i 3) sistemski tip (javlja se priblizno u

10% do 12% bolesnika) (tablica 2).""

Tablica 2. Obiljezja bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) ovisno o tipu bolesti

POLIARTIKULARNI  OLIGOARTIKULARNI SISTEMSKI JIA

TIP TIP

Ucestalost 30% 60% 10%
Broj zahvacenih zglobova >5 <4 varijabilan
Dob pri postavljanju za vrijeme djetinjstva, vrlo rano u djetinjstvu za vrijeme cijelog
dijagnoze najcesce izmedu 1-3 god izmedu 1-2 god djetinjstva
Spol (Z:M) 3:1 5:1 1:1
Izvanzglobni simptomi rijetko nisu prisutni glavni simptomi bolesti
Pojava kroni¢nog uveitisa 5% 20% rijetko

RF + 10% (povecava se s rijetko rijetko

godinama) ‘
ANF + 40-50% 75-85%" 10%

E3 N VA ..
U djevojcica s uveitisom

ANF: antinuklearni faktor, EULAR, RF: reumatoidni faktor (preuzeto iz 11)

2.2.2. Oligoartikularni tip juvenilnog idiopatskog artritisa

Oligoartikularni tip JIA po definiciji je upala jednog do Cetiri zglobova tijekom prvih Sest
mjeseci bolesti. Razlikuju se dvije podskupine: a) perzistirajuci oligoartikularni tip, kod kojeg su u
daljnjem tijeku bolesti zahvacena Cetiri zgloba (u 90-95% oboljelih), i b) proSireni oligoartikularni
tip, gdje je nakon 6 mjeseci bolesti zahvaceno pet ili vise zglobova (u 5-10% oboljelih). Kriteriji

koji iskljucuju dijagnozu oligoartikularnog tipa su: pozitivna obiteljska anamneza na psorijazu



Jelusi¢, M. (2005.) Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u bolesnika s JTA 11

u prvom ili drugom koljenu, pozitivna obiteljska anamneza bolesti povezanih s HLA-B27
antigenom u prvom ili drugom koljenu, pozitivni RF, prisutnost sistemskog artritisa i pojava
artritisa u djevojéica poslije 8. godine Zivota s pozitivnim HLA-B27 antigenom.’

Oligoartikularni tip u vecini slucajeva zahvaca zglobove donjih ekstremiteta, i to najces¢e koljeno.

U viSe od polovice djece zahvacen je samo jedan zglob (monoartikularni tip) (slika 1).

Slika 1. Oteklina desnog koljenskog zgloba

Javlja se vrlo rano, izmedu prve i tre¢e godine Zivota i to tri puta ¢eS¢e u djevojcica. Priblizno 20%
bolesnika oboli i od kroni¢nog uveitisa, koji je u podetku najées¢e asimptomatski.'* U tih bolesnika
djevojcice obolijevaju 5 do 6 puta ceS¢e. U 60-80% bolesnika pozitivan je antinuklearni faktor
(ANF). Uveitis se obi¢no pojavi unutar prvih pet godina od postavljanja dijagnoze JIA, premda su
zabiljeZeni 1 slucajevi pojave uveitisa 10 godina nakon postavljanja dijagnoze15 (tablica 2).

Oligoartikularni tip jest bolest obi¢no blaZeg tijeka, a trajna je invalidnost rijetka.'’
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2.2.3. Poliartikularni tip juvenilnog idiopatskog artritisa

Poliartikularni tip JIA po definiciji je upala 5 ili viSe zglobova tijekom prvih 6 mjeseci
bolesti. Razlikuju se dva tipa: a) poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF (najmanje dva
pozitivna RF testa unutar posljednja tri mjeseca bolesti) i b) poliartikularni tip s negativhim
nalazom RF.”

Poliartikularni tip s negativnim nalazom RF najceSc¢e se razvija kao samostalni tip, ali moZe nastati i
1z sistemskog tipa JIA, a nerijetko nekontrolirani oligoartikularni tip, osobito proSiren, moZe prije¢i
u poliartikularni tip. Bolest se klini¢ki o€ituje simetricnom upalom zglobova, i to u pocetku velikih
zglobova: koljena, gleZnjeva, laktova i rucnih zglobova. Mali zglobovi Saka i stopala budu
zahvaéeni u kasnijem tijeku bolesti, no ponekad su zahvaéeni i na po&etku bolesti (slika 2a i 2b).".
Na zglobovima Saka ponajprije su zahvaceni proksimalni interfalangealni, te drugi i treci
metakarpofalangealni zglobovi (slika 2a). Nerijetko je zahvacen 1 temporomandibularni zglob, tako
da je smanjena oralna higijena vaZan problem u te tesko bolesne djece.'” Katkad je ve¢ pri
postavljanju dijagnoze prisutna atrofija miSic¢a i kontrakture zahvacenog zgloba.14 Javlja se u svim
dobnim skupinama, ali najéedée u predskolskoj i $kolskoj dobi. Ceiéi je u djevojéica nego u djedaka
(z : m=2,8 : 1). Karakteristi¢na je jutarnja ukocenost i slabost muskulature, koji se tijekom dana
mogu smanjiti. Bez lijeCenja bolest je progresivna (tablica 2) (slika 3).

Poliartikularni tip s pozitivnim nalazom RF javlja se ponajprije u djevojcica, i to obi¢no u kasnom
djetinjstvu ili adolescenciji. Bolest se klini¢ki ocituje simetricnom upalom malih zglobova Saka 1
stopala (slika 2a 1 2b). Razvija se vrlo slicno kao RA, uz ranu pojavu erozivnog sinovitisa 1
subkutanih (reumatoidnih) ¢vori¢a. Obi¢no se protegne u odraslu dob, te je uzrok tezoj ometanosti

zbog trajnog oiteéenja zglobova.'®
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Slika 2a. Oteklina oba radiokarpalna zgloba, metakarpofalangealnih zglobova II-V prsta, proksimalnih interfalangealnih
zglobova I-V prsta uz fleksijsku kontrakturu

Slika 2b. Oteklina oba talokruralna zgloba, te proksimalnih interfalangealnih zglobova II-V prsta, uz fleksijsku
kontrakturu
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Slika 3. Oteklina oba koljena, sko¢nih zglobova uz prisutne fleksijske kontrakture u djevojcice koja je neadekvatno
lijecena i kod koje nije provodena fizikalna terapija. Poremecaj rasta ekstremiteta uslijed osnovne bolesti

U pocetku bolesti ili tijekom egzacerebracija mogu biti prisutni 1 izvanzglobni simptomi, kao Sto su:
umjereno povisena tjelesna temperatura, hepatosplenomegalija i limfadenopatija. Moguca je pojava
1 malog perikardijalnog izljeva, dok su perikarditis 1 pleuritis vrlo rijetki. Kroni¢ni uveitis javlja se
znatno rjede nego u oligoartikularnom obliku.

Zahvacenost zgloba kuka javlja se priblizno u 50% djece. Nerijetko uzrokuje destrukciju ili
poremeceni razvoj glave femura i acetabuluma, Sto je glavni uzrok teze ometanosti u bolesnika s

JIA. Prema tome, zahvaéenost zgloba kuka predstavlja 10§ prognosti¢ki znak.'*!
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2.2.4. Sistemski tip juvenilnog idiopatskog artritisa

Sistemski tip JIA najrjedi je tip koji se javlja podjednako u djevojcica i djecaka. Bolest se u
pocetku ocituje teSkim op¢im i izvanzglobnim simptomima (tablica 2). Tipican je pocetak visoka
intermitentna vrucica (pseudosepti¢ka temperatura - tipicne temperaturne krivulje za sepsu, ali s
negativnim hemokulturama), koja traje ponekad tjednima, a najmanje 2 tjedna prema ILAR
kriterijima. Uz vrucicu redovito se javlja reumatoidni osip (eritematozne makule veli¢ine 2 do 5
mm),”** koji ne svrbi, a pojatava se i slabi zajedno s visinom vruéice. Veéinom zahvaca vrat i
gornje ekstremitete, a moZe se proSiriti i na ostale dijelove tijela (slika 4). Sto je dijete teZe
sistemski bolesno, to osip dulje perzistira i moZe se ponovno pojaviti pri svakoj egzacerebraciji

bolesti.'!

Slika 4. Osip kod sistemskog tipa JIA

Redoviti su izvanzglobni simptomi koji se u prvom redu ocituju splenomegalijom, a zatim

hepatomegalijom i generaliziranom limfadenopatijom. Bolesnici imaju i snaZne reakcije seroznih
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opni (pleuritis, perikarditis, rijetko peritonitis). Uz to se bolest ocituje opéim loSim stanjem,
klonulo$¢u, inapetencijom i gubitkom tjelesne mase sve do kaheksije ako se na vrijeme ne
dijagnosticira bolest. Artritis se obi¢no pojavi tek nakon nekoliko tjedana trajanja bolesti (tablica 2).
Opisani su slucajevi u kojih se artritis pojavio tek 10 godina nakon prvi op¢ih i izvanzglobnih
simptoma.'! Priblizno polovica djece sa sistemskim tipom JIA u potpunosti se oporavi. To su
bolesnici u kojih se javlja oligoartikularni tip. Druga polovica bolesnika u kojoj dolazi do
progresivnog zahvacanja sve veceg broja zglobova, ima znatno loSiju prognozu i dovodi do teSke

ometanosti bolesnika.>*%’

2.2.5. Etiologija i patogeneza juvenilnog idiopatskog artritisa

U razumijevanju patogeneze i etiologije JIA vazne su dvije spoznaje. Prvo, JIA je kao i
vec¢ina drugih reumatskih bolesti autoimunosna bolest. Poremecaj limfocita 1 patoloske
karakteristike kroni¢nog sinovitisa upucuju na mogucu stani¢no posredovanu patogenezu.%’29 S
druge strane mnogobrojna autoantitijela, imunosni kompleksi i aktivacija komplementa govori u
prilog moguceg poremecaja humoralne imunosti. Drugo, u patogenezi bolesti vaznu ulogu ima
genetska predispozicija bolesnika.”®. Razli¢iti tipovi JIA pokazuju ne-mendelski tip nasljedivanja,
pa je tako interakcija medu brojnim genima vaZna u nastanku bolesti. Godine 1974. prvi je put
utvrdena povezanost glavnog kompleksa gena tkivne podudarnost u covjeka — HLA (engl. human
leukocyte antigens) 1 to HLA-B27 1 oligoartikularnog (pauciartikularnog) tipa JIA, u prvom redu u
starijih djecaka u kojih se s vremenom razvije klini¢ka slika spondiloartropatije.31 Do danas je

utvrden veci broj alela HLA skupine I i II koji pokazuju povecanu ucestalost javljanja u bolesnika s

odredenim tipom JIA, te imaju prognosti¢ko znacenje (tablica 3.)
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Tablica 3. Povezanost alela glavnog kompleksa gena tkivne podudarnost (HLA) i1 juvenilnog

idiopatskog artritisa (JIA)

JIA HLA geni
Sistemski JIA Skupina IT (DR4)
Poliartikularni tip RF + Skupina IT (DR4)
Poliartikularni tip RF- Skupina II (DRS, DQ4, DP3)
Oligoartikularni tip Skupina I (A2)

Skupina II (DR8, DR5, DR6, DQ4, DP2)"

Juvenilni ankilozantni spondilitis Skupina I (B27)

"DR4, DR7 imaju zastitnu ulogu u oligoartikularnom tipu

Danas su osim antigena HLA, utvrdeni i drugi geni u podrucju i izvan podrucja HLA regije koji su
ukljuceni u patogenezu JIA (slika 5). Geni u podruc¢ju HLA regije su: niskomolekularni polipeptid —

LMP (engl. low molecular weight polypeptid),”=*

¢imbenik tumorske nekroze — TNF (engl. tumor
necrosis factor)35’ 1 TAP (engl. transporter associated with antigen processing).32 Geni izvan
podru¢ju HLA regije jesu: antigenski receptor limfocita T — TCR (engl. T-cell receptor),*®
interleukin 1-alfa (]L-loc)37, antagonist receptora za interleukin 1 (IL-lRa)38, interleukin 6 (IL-6)39,
interleukin 10 (IL-10)**, NRAMPI1 (engl. natural resistant-associated macrophage protein 1)*',

&imbenik inhibicije migracije makrofaga — MIF (engl. macrophage migration inhibitory factor)** i

interferon regulirajuéi ¢&imbenik-1 - IRF-1 (engl. interferon regulatory factor 1).*’
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Citokini
IL-1c
IL-6
IL-10
MIF
IFR1

TNFa

Slika 5. Geni izvan regije glavnog kompleksa gena tkivne podudarnosti u Covjeka — HLA (engl. human leukocyte
antigens) ukljuceni u patogenezu JIA. APC: antigen predoCna stanica (engl. antigen presenting cells); IL-1o:
interleukin lo; IL-6: interleukin 6, IL-10: interleukin 10; IRF-1: interferon regulirajuéi ¢imbenik-1 (engl. interferon
regulatory factor 1); MIF: Cimbenik inhibicije migracije makrofaga (engl. macrophage migration inhibitory factor),
TCR: antiger}14ski receptor limfocita T (engl. T-cell receptor); TNFou: ¢imbenik tumorske nekroze (engl. T-cell receptor)
(preuzeto iz ™).

2.3. Imunotolerancija

Imunotolerancija je specificna nereaktivnost organizma na odredeni antigen. Ta
nereaktivnost nije samo odsutnost reakcije na antigen, nego je steCeno stanje nastalo aktivnim
procesom nakon dodira imunoloSkog sustava s antigenom. Pritom dolazi do promjena u
specificnom klonu reaktivnih limfocita, koje vode njegovu uklanjanju ili inaktivaciji. Tolerancija
prema vlastitim antigenima zbiva se perinatalno u primarnim limfnim organima (tzv. centralna ili
perinatalna tolerancija), u vrijeme kad je imunosni sustav nezreo. Na taj nain nastaje tolerancija
samo prema antigenima koji su predoceni na timusnim epitelnim i predo¢nim stanicama u dovoljnoj

koncentraciji. Mnogi izvan timusni antigeni slabo se otpuStaju u cirkulaciju, tako da ne bivaju
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predoceni u timusu u dovoljnoj koncentraciji, pa se na njih stvara tolerancija u perifernim limfnim
organima, u reakciji sa zrelim imunokompetentnim stanicama (tzv. periferna tolerancija).**
Mehanizmi kojima moZe nastati tolerancija jesu: delecija klonova, anergija klonova, imunolosko
zanemarivanje, imunodevijacija u imunoprivilegiranim mjestima, preusmjerivanje imunoreakcije,
djelovanje facilitacijskih protutijela i blokada ¢imbenika te djelovanje supresijskih mehanizama.
Poremeéaj tih mehanizama uzrokuje nastanak autoimunosne bolesti*’. Do danas je poznato da
priblizno 5% stanovniStva boluje od neke autoimunosne bolesti*’. Tako je etiologija autoimunosnih
bolesti joS nepoznata, mnoga istrazivanja dokazala su da su upravo limfociti T klju¢ni medijatori u
autoimunosnim bolestima (o inzulinu ovisan dijabetes, autoimunosni tiroiditis i autoimunosni
gastritis s pernicioznom anemijom)®. Dokazano je takoder, da se i u zdravoj osobi «skrivaju»
potencijalno patogeni autoreaktivni limfociti T (engl. self-reactive). Na primjer, klonovi
autoreaktivnih limfocita T, nakon in vitro podrazivanja vlastitim molekulama., lako se mogu
izolirati iz periferne krvi zdrave osobe®’. Prema tome, jedno od trenuta¢no kljucnih pitanja u
imunologiji je razjaSnjenje stvaranja potencijalno Stetnih (ili katkad korisnih) autoreaktivnih
limfocita T u fizioloSkim zbivanjima i u bolestima, te njihovo «prilagodavanje» da se izbjegne
nastanak autoimunosne bolesti.

Limfociti T, koji nastaju od nezrelih progenitorskih stanica koStane srzi, sazrijevaju u timusu
procesom genske preuredbe varijabilnog i konstantnog dijela antigenskog receptora limfocita T
(TCR). Genska se preuredba, temelji na intenzivhom preslagivanju mnogo stotina gena zametne
loze, na kombinacijama nastalim spajanjem tih gena, somatskoj mutaciji 1 dodatnoj varijabilnosti
radi povezivanja dvaju polipeptidnih lanaca u jedinicu za prepoznavanje. Dogada se vrlo rano u
procesu sazrijevanja limfocita T, prije izlaganja anitgenu, te dovodi do stvaranja goleme Sirine

repertoara specifi¢nosti receptora za antigen (vise od 10® T-limfocitnih receptora). Vise od 95%
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zrelih limfocita T ima na povrSini receptor izgraden od o i B lanaca (TCR-o3, TCR I), dok manji
broj (<10%) ima receptor sastavljen od lanaca y i 8 (TCR-yd, TCR II).**’

Tijekom sazrijevanja limfocita T zbiva se pozitivna i negativna selekcija. Pozitivna selekcija
podrazumijeva da ¢e sazrijeti samo oni klonovi limfocita T kojih antigen specifi¢ni receptor
prepoznaje 1 veze slabim afinitetom vlastite peptide u sprezi s vlastitim molekulama glavnog
kompleksa gena tkivne podudarnosti - MHC (engl. Main Histocompatibility Complex) bilo klase I
(CD8") ili klase I (CD4"), dok ¢e ostali limfociti odumrijeti. Negativna selekcija znac¢i da ¢e
odumrijeti, procesom programirane stani¢ne smrti (apoptoze), oni klonovi limfocita T koji u sklopu
molekule MHC prepoznaju i vezu jakim afinitetom vlastite peptide, a preZivjet ¢e oni koji ne
prepoznaju vlastiti peptid.*** Na periferiju u obliku zrelih limfocita T odlazi manje od 5% stanica,
a vise od 95% odumire u timusu i to procesom apoptotitke smrti.* Medutim, ti su se mehanizmi
selekcije pokazali nedovoljnim u kontroli autoreaktivnih limfocita T, tj. spreCavanja nastanka

autoimunosnih bolesti.

Do danas su provedena brojna istrazivanja s ciljem otkri¢a mehanizma imunotolerancije koji
bi «ako dode do njegova poremecaja», izravno uzrokovao autoimunosnu bolest, odnosno koji bi
«kada je pojacan» izravno sprije¢io nastanak autoimunosne bolesti. Eksperimentalni Zivotinjski
modeli pokazali su da odstranjenje ili inaktivacija regulacijskih limfocita T (CD4"CD25") uzrokuje
gubitak imunotolerancije 1 time nastanak brojnih autoimunosnih bolesti, dok s druge strane

obnavljanje te populacije stanica sprje¢ava nastanak tih procesa.* %>’
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2.4. Regulacijski limfociti T

Regulacijski limfociti T kontroliraju imunoloSki odgovor na vlastite 1 strane antigene. Prvi
su put opisani krajem sedamdesetih godina 20. stoljeéass, ali zbog nemogucnosti da se do kraja
objasni mehanizam kojim dovode do regulacije/supresije zaboravljeni su do kraja osamdesetih
godina 20 stolje¢a®. Tek su nedavno regulacijski limfociti T ponovno probudili veliko zanimanje
mnogobrojnih znanstvenika, budu¢i da se smatra da te stanice imaju klju¢nu ulogu u regulaciji

4548366061 gamo mali dio, priblizno 6-15%, CD4" limfocita T &ne regulacijski

autoimunosti.
limfociti T, tj. CD4" limfociti koji na povrsini imaju receptor za IL-2 (IL-2R) alfa-lanac (CD
25).48.56.6061 Postoje dvije grupe regulacijskih limfocita T: prirodeni (engl. naturally occuring) i
inducirani. Prirodeni su regulacijski limfociti T (CD4"CD25") antigen nespecifi¢ni, djeluju izravno
na druge limfocite T (limfocit T-limfocit T interakcija) i na taj nacin inhibiraju njihovu aktivaciju.
Inducirani regulacijski limfociti T (CD4"CD25" ili CD8") stvaraju imunosupresivne citokine, kao

Sto je IL-10, te na taj nacin djeluju na druge limfocite T ili antigen predo¢ne stanice, a u pojedinim

su slu¢ajevima antigen specifi¢ni*® (tablica 4).

2.4.1. Prirodeni regulacijski limfociti T

Prirodeni regulacijski limfociti T (CD4"CD25%) da bi poceli supresivno/regulacijsko
djelovanje, potrebno je da budu aktivirani putem svojega receptora - TCR, ali kad su jedanput
aktivirani, oni dalje suprimiraju aktivaciju limfocita T neovisno o antigenu i ponovnoj reaktivaciji

52,55,62,63

receptora TCR.”* Nastaju u timusu i to u podru&ju timusnog epitela (tablica 4). Dio su

normalne diferencijacije limfocita u timusu jer se izrazaj CD25 pojavljuje za vrijeme sazrijevanja
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limfocita kada timociti, koji su dvostruko pozitivne stanice (CD4"CD8"), gube jednu od
koreceptorskih molekula i postaju jednostruko pozitivne stanice (CD4"CD8). Smatra se da do
izrazaja CD25 dolazi u trenutku aktivacije tih stanica za vrijeme procesa koji se zove promijenjena
(engl. altered) negativna selekcija. CD4" limfociti T koji su sazrijeli u CD25" limfocite T na svojoj
povrsini imaju receptor TCR koji ima srednji afinitet za vlastite antigene. Taj je afinitet nedovoljan
za negativnu selekciju, ali s druge strane i prejak da bi dopustio da ti limfociti dodu na periferiju.
Kao rezultat aktivacije tih stanica u timusu, CD4*CD25" limfociti T supresivni su i anergi¢ni. lako
su anergiCni, Sto znai da u in vitro za vrijeme stimulacije antigenom ne dolazi do njihove
proliferacije, oni suprimiraju aktivaciju i proliferaciju drugih CD4*CD25" ili CD8" limfocita T na
antigen nespecificni nacin putem limfocit T - limfocit T interakcije (tj. izravnog dodira s ciljnim

. o 50-57
limfocitima).

Prirodeni regulacijski limfociti T osim jakog izraZzaja CD25 molekule, imaju
takoder i izrazaj drugih kostimulacijskih molekula: CD103, CD122, CD152 (prijasnji naziv CTLA-
4, engl. cytotoxic T lymphocyte antigen-4), TNF receptora induciranog glukokortikoidima - GITR
(engl. glucocorticocoid-induced TNF receptor) i transkripcijskog ¢imbenika FOX P3 (engl.
transcription factor forkhead box P3).**® Izrazaj CCR4 osnovno je obiljeZje regulacijskih limfocita

T,* te se ve¢ od prije smatra da limfociti T koji izrazavaju CCR4 u sinovijalnoj tekuéini bolesnika s

JIA mogu imati protuupalno djelovanje.®
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Tablica 4. Karakteristike regulacijskih limfocita T

Prirodeni regulacijski limfociti T Inducirani regulacijski limfociti

(TR) T (TRy).

Karakteristike

Fenotip CD4*CD25" CD4*CD25"

Anergi¢nost + +
Mehanizam djelovanja

limfocit T-limfocit T + +

limfocit T-APS - ?

putem citokina - +

antigena specifi¢nost - -
"APS: antigen predo¢na stanica

2.4.2. Inducirani regulacijski limfociti T

Aktivacija, in vitro ili in vivo, migjih ili humanih CD4" limfocita T u prisutnosti IL-10
uzrokuje nastanak specifi¢nih klonova limfocita T koji proizvode znacajnu koli¢inu IL-10, IFN-y,
Cimbenika transformacije rasta - TGF-B (engl. transforming growth factor) i IL-5.9%7 Groux i
suradnici pokazali su da ti specificni klonovi limfocita T, koji se nazivaju regulacijski limfociti tipa
1 (TR;), inhibiraju antigen-specifi¢ni imunoloski odgovor putem luéenja IL-10 i TGF-B (tablica
4).% Inducirani regulacijski limfociti T opisani su u nekoliko eksperimetalnih modela
transplantacije i autoimunosnih bolesti kao Sto su: sloZena teSka imunodeficijencija, upalne crijevne
bolesti, autoimunosni dijabetes 1 autoimunosni encelelomijelitis.66'71
Levings 1 suradnici otkrili su utjecaj 1 drugih citokina na diferencijaciju naivnih limfocita T u
inducirane regulacijske limfocite T. Pokazali su, da su za diferencijaciju naivnih CD4" limfocita T
iz periferne krvi, koji su stimulirani putem njihovih receptora - TCR u odsutnosti antigen predo¢nih

stanica, potrebni i IL-10 i INF-y , ali ne i TGF-B.”* Barrot i suradnici dokazali su da je moguéa

diferencijacija CD4" limfocita T u inducirane regulacijske limfocite T nakon ponovljene stimulacije
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antigenom ili nespecifi¢ne anti-CD3 stimulacije in vitro, uz prisutnost deksametazona, vitamina D3,
anti-IL-12, IFN-y i IL-4 antitijela.”

Jos uvijek nije poznato koji je to stani¢ni dodir ili topljivi ¢imbenik potreban da inducirani
regulacijski limfocit T suprimira aktivnost pomo¢nickih limfocita. Dieckmann i suradnici govore o
«kataliti¢koj» ulozi regulacijskih limfocita T. Pokazali su da pod utjecajem regulacijskih limfocita
T, CD4"CD25" limfociti postaju anergi¢ni. Takoder regulacijski limfociti T poticu i sintezu IL-10 u
tim limfocitima. Ti anergi¢ni CD4"CD25 limfociti dovode zatim do supresije proliferacije
singeni¢nih CD4" limfocita T putem IL-10, koji je neovisan o izravnom stani¢nom dodiru. Prema
tome, smatra se da se supresija dogada u dva uzastopna koraka: prvi je o stani¢cnom dodiru ovisna
«transmisija» anergije iz regulacijskih limfocita T na druge limfocite T, drugi je neovisan o
stani¢nom dodiru, a supresija drugih pomo¢nickih limfocita posredovana je citokinima.”*"

Obje populacije regulacijskih limfocita, prirodeni i inducirani, djeluju inhibitorno na druge limfocite
T putem limfocit T - limfocit T interakcije (dodira s ciljnim limfocitima) i/ili putem
imunosupresivnih citokina, anergi¢ni su, ne luce IL-2, za vlastitu aktivaciju potreban im je TCR,
mogu nastati bez prisutnosti profesionalnih antigen predo€nih stanica, te potiCu antigen-
nespecifiénu supresiju drugih limfocita T (tablica 4).*%7

Do danas se vrlo malo zna o molekularnim mehanizmima nastanka regulacijskih limfocita. McHugh
i suradnici usporedivali su, tehnologijom DNA microarray, razli€it izrazaj gena izmedu
CD4"CD25" i CD4"CD25" limfocita T. Otkrili su da je 29 gena razlidito izraZeno u stanju mirovanja
izmedu tih dviju populacija, dok je 77 gena razli¢ito izraZeno za vrijeme aktivacije. Veéina gena
koji pokazuju poja¢an izrazaj u populaciji CD4"CD25" limfocita T upucuju na prijasnji aktivirani

fenotip (CD45RB™" (CD45R0), CD152 (CTLA-4), CD103, OX-40 i 4-1BB (CD137)). Takoder,

dokazali su pojacan izraZaj kemokina CC (MIP-low i MIP-1f), proupalnog proteina IL-17 i
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imunosupresivnog citokina IL-10. No ipak, smatra se da ni jedan od tih gena nije presudan za
nastanak i djelovanje regulacijskih limfocita T. Mnogi su stani¢ni i povrSinski receptori poja¢ano
izraZzeni na CD4"CD25" limfocitima T, ukljudujuéi i GITR, ¢lana obitelji TNF receptora. Pokazano
je da su protutijela na GITR sprijecila supresijsko djelovanje regulacijskih limfocita T, pa se smatra
da GITR ima kostimulacijsku ulogu u aktivaciji supresijskog djelovanja regulacijskih limfocita T.”’
Nedavnim otkricem da je transkripcijski ¢imbenik Foxp3, obvezatan za razvoj i djelovanje
regulacijskih limfocita T, uCinjen je velik iskorak u razumijevanju molekularne osnove tih stanica
(slika 6).”**!" Pokazano je da u miSa i ljudi izrazaj mRNA za Foxp3 znatno poviSen unutar
regulacijskih limfocita T u timusu i na periferiji®’, te da je retroviralna transdukcija naivnih
CD4°CD25 limfocita T s Foxp3 dovoljna da potakne nastanak regulacijskih limfocita T
(CD4*CD25%).2%#! Osteéenje gena za Foxp3 sprjetava nastanak regulacijskih limfocita T, te se u
miSa razvija smrtonosna autoimunosna bolest.*' Mutacije gena za Foxp3 odgovorne su za nastanak
limfoproliferativnih bolesti u miSa, te za poliendokrinopatiju, enteropatiju i X-vezani nasljedni
sindrom u ljudi.*?

Pokazano je da je TGF-B glavni ¢imbenik koji poti¢e Foxp3 na promjenu perifernih naivnih

limfocita T (CD4*CD25") u regulacijske limfocite T (CD4*CD25%) (slika 6).%%°
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Timus

Periferija

Slika 6. Povezanost razlicitih populacija regulacijskih limfocita T.

CD4" limfociti T koji izraZavaju Foxp3 napustaju timus kao funkcionalno potpuno zreli regulacijski limfociti T. Na
periferiji se, u dodiru s antigenom, CD4"Foxp3™ limfociti T, diferenciraju ili u efektorske limfocite T (Tg) ili u
regulacijske limfocite T (Tg). Nastanak induciranih regulacijskih limfocita T (Tr;) potpomognut je IL-10, dok TGF-8
pojacava djelovanje Foxp3 (preuzeto iz ’*).

2.4.3. Indukcija i regulacija limfocita T nezrelim dendritickim stanicama

Budu¢i da se centralna tolerancija, koja odstranjuje potencijalno Stetne autoreaktivne
limfocite T, pokazala nedovoljna, periferni mehanizmi preuzeli su vaznu ulogu supresije
autoreaktivnih limfocita. Dendriticke su stanice profesionalne antigen predo¢ne stanice, koje imaju
izvanrednu sposobnost stimulacije nezrelih limfocita T i1 zapocinjanja primarnog imunoloskog
odgovora.87 Najnovija istraZivanja dokazala su da dendriti¢ke stanice imaju jednu od klju¢nih uloga
u imunoloskom sustavu: a) djeluju kao efektorske stanice u prirodenoj imunosti prema mikrobima,

b) reguliraju T - limfocitni odgovor, i ¢) poticu perifernu toleranciju tako Sto ili dovode do anergije
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efektorskih CD4" i CD8" limfocita ili poti¢u diferencijaciju nezrelih limfocita T u regulacijske
limfocite T koji luge IL-10. ¥° Razli¢ite uloge dendriti¢kih stanica ovise o njihovoj subpopulaciji,
podrijetlu i stadiju zrelosti. Postoje dvije subpopulacije: a) mijeloi¢ne (M-DC) i b) plazmocitoidne
dendriti¢ke stanice (P-DC).”**'"? Mijeloi¢na subpopulacija, u kojoj morfoloski prevladavaju
monociti, okarakterizirana je izraZajem mijeloi¢nih biljega CD13, CD33, -2 integrina CD11c, ILT
1 (engl. the activatory immunoglobulin-like trnascript receptors), niskom razinom CD123 (receptor
za IL-3), sposobnoS¢u lucenja IL-12.74193%% Plazmocitoidna subpolacija nema mijeloi¢nih biljega,
a morfoloski je okarakterizirana plazma stanicama, te izrazajem CD4 (inhibitorni ILT3 receptor),
CD62L, CD123, lu¢enjem INF-y.”*?'939597 § gbzirom na svoju sposobnost da induciraju ili Thl ili
Th2, mijeloi¢ne i plazmacitoidne dendriticke stanice se dijele na DC1 i DC2.%*

Jonuleit i suradnici pokazali su da djelovanje dendriti¢kih stanica ovisi o stadiju zrelosti, odnosno
da nezrele i zrele dendriticke stanice poticu stvaranje potpuno razliitog fenotipa limfocita T.
Proupalni Thl odgovor potaknut je zrelim dendritickim stanicama, dok je s druge strane,
polarizacija prema neproliferativnim, induciranim regulacijskim limfocitima T potaknuta nezrelim
dendriti¢kim stanicama. U radu su stimulirali nezrele (naivne) alogeni¢ne CD4" limfocite zrelim
(CD83") i nezrelim (CD83") dendriti¢kim stanicama. Ponovljena stimulacija zrelim dendritickim
stanicama rezultirala je jakom ekspanzijom aloreaktivnih limfocita T i nastankom isklju¢ivo Thl. S
druge stane, nakon ponovljene stimulacije nezrelim dendritickim stanicama nastaju inducirani
regulacijski limfociti T (TR;). Vrlo nizak proliferativni odgovor tih limfocita ne moZe se poboljSati
ni ponovnom stimulacijom zrelim dendritickim stanicama, ni IL-2. Stimulacija CD4" limfocita
zrelim dendritickim stanicama dovodi do pojacanog izrazaja CD154 (CD40 ligand), CD69 1 CD70,
te luCenja velikih koli¢ina INF-y i IL-2, odnosno tipi¢nog Thl citokinskog profila. CD4" limfociti

koji su aktivirani nezrelim dendritickim stanicama pojacavaju izrazaj CD152 (CTLA-4). Nakon
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prve stimulacije ti limfociti pokazuju ThO citokinski profil (stvaraju umjerene koli¢ine i INF-y 1 IL-
4), no nakon ponovljene stimulacije zrelim dendritickim stanicama, ti limfociti gube sposobnost
sinteze INF-y, IL-2 i IL-4, ali lu¢e znatno vece koliine IL-10, i time imaju karakteristican TR,
citokinski profil. U ko-kulturi induciranih regulacijskih limfocita T i aloreaktivnih Th1, pokazano je
da inducirani regulacijski limfociti T gotovo u potpunosti inhibiraju antigenom potaknutu
proliferaciju Thl i to izravnim dodirom izmedu Thl i TR; (TR;/Thl interakcija preko povrSine ili
topljivih molekula - o dodiru ovisna supresija). Na osnovi provedenih eksperimenata nije se mogla
iskjuciti ni uloga IL-10, TGF-f i CTLA-4 u supresiji Thl, no uporaba neutraliziraju¢ih
monoklonskih protutijela na IL-10, TGF- B i CTLA-4 nije zaustavila inhibitorni ucinak induciranih
regulacijskih limfocita T. Takoder, dokazano je da inhibicijski ucinak induciranih regulacijskih
limfocita T antigen-nespecifi¢an i moze se djelomice (priblizno 70%) sprijeciti velikim koli¢inama
IL-2.%

Dhodapkar 1 suradnici pokazali su da nakon subkutane aplikacije nezrelih mijeloi¢nih dendritickih
stanica zajedno s influenza matrix peptidom dolazi do stvaranja antigen specifiénih CD8"
regulacijskih limfocita T koji proizvode IL-10 1 inhibiraju CD4*Th.”

Za razliku od mijeloi¢nih dendritickih stanica koje, isklju¢ivo ovisno o stadiju zrelosti, poticu
stvaranje regulacijskih limfocita, CDI11c-plazmocitoidne dendriticke stanice, aktivirane IL-3 i
CD40-ligandom, poti¢u diferencijaciju CD8" limfocita T u CD8" regulacijske limfocite T koji lude
IL-10. Ti CD8" regulacijski limfociti T, sli¢no kao i inducirani regulacijski limfociti T, anergi¢ni su
i suprimiraju primarni T - limfocitni odgovor putem IL-10."%

Danas se vjeruje da upravo nezrele mijeloi¢ne dendriti¢ke stanice imaju vaznu ulogu u odrZavanju
periferne tolerancije. Naime, u odsutnosti “opasnog signala” (upale), te stanice migriraju u

regionalne limfne ¢vorove gdje mogu uciniti snoSljivim limfocite T tako $to poti¢u njihovu
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diferencijaciju u regulacijske limfocite T. Prema toj hipotezi, nezrele mijeloi¢ne dendritiCke stanice
djeluju poput “policajaca” u imunoloSkom sustavu koji odrzava toleranciju prema vlastitim

. 101,102
antigenima.

2.5. Profil citokina u JIA

Suvremena se istraZzivanja JIA usredotoCuju na mreZzu citokina koja je ukljuCena u

103-110

imunoloski odgovor. U srediStu su zanimanja citokini koje luCe limfociti T, a mogu se

razvrstati u dvije osnovne skupine — Thl i Th2, ovisno o tome koji ih razred pomo¢nickih stanica

oo 111,112
luéi.

Limfociti Thl i Th2 nastaju od zajednicke prethodnicke stanice ThO, koja luci IL-2
potreban za njihovu diferencijaciju. Diferencijaciju ThO u Th1 poti¢e IL-12, dok diferencijaciju ThO
u Th2 potice IL-4 (slika 7). S druge strane IL-4 koci prijelaz ThO u Thl, a INF-y koc¢i prijelaz ThO u
Th2. Unutarstani¢ne bakterije 1 njihovi proizvodi, te unutarstani¢ni paraziti aktiviraju makrofage
koji su glavni izvor IL-12. Neki mikrobi izravno potiCu makrofage na lucenje IL-12, dok drugi
poticu lucenje 1L-12 neizravno; na primjer, virusi i neke bakterije stimuliraju NK-stanice (engl.
natural killer cells) da pojac¢ano luce INF-y, koji potiCe makrofage na lucenje IL-12. IL-12 se veze
za receptor na aktiviranim limfocitima T, aktivira prijenos signala preko specifine signalne
molekule STAT4 (engl. signal transducers and ativators of transcription) i time potice
diferencijaciju ThO u Thl (slika 7). Sam IL-12 takoder potice sintezu INF-y u limfocitima T, NK-
stanicama, makrofazima 1 limfocitima B. Danas je poznato da jo§ jedan citokin, IL-18, stimulira
sintezu INF-y u limfocitima T 1 NK-stanicama. Prema tome mreZa citokina pozitivnom povratnom

ST . - 113118
spregom usmjeruje imunoreakciju u Thl-smjeru.
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IL-4 potice diferencijaciju ThO u Th2, preko signalne molekule STAT6. Budu¢i da su, prema
danas$njim spoznajama, Th2 limfociti glavni izvor IL-4, joS se istraZuje koji je to zapravo drugi
izvor IL-4 koji potice diferencijaciju ThO u Th2. Istrazivanja su pokazala da aktivirani limfociti T
lu¢e manju koli¢inu IL-4 za vrijeme pocetne aktivacije. Druge stanice, kao §to su mastociti, bazofili,
eozinofili i NK1* T-limfociti, takoder lu¢e IL-4. Pokazano je da ¢ak i male razine IL-4 u podetku
imunoloSkog odgovora, mogu nadjacati signal za Th1 diferencijaciju, 1 biti dovoljne za prijelaz ThO

u Th2 (slika 7).!13118
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Slika 7. Diferencijacija ThO u Th1 i Th2. Preuzeto iz '*

Glavni citokini Thl, koje lu¢i razred pomo¢ni¢kih limfocita Thl, jesu: IL-2, IFN-y i TNF-B. Oni
djeluju proupalno i poticu stvaranje stani¢nog efektorskog kraka imunosne reakcije, tj. aktivaciju
makrofaga i efektorskih CD8" citotoksi¢nih limfocita T (slika 8). Tome nasuprot, citokini Th2-

skupine, u koje ubrajamo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 i TGF-B, imaju protuupalno djelovanje te
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poticajno djelovanje na limfocite B $to znaci da promi¢u humoralni oblik imunosti (slika g).! 119
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Slika 8. Djelovanje citokina Th1 i Th2. Pune strelice oznacavaju stimulacijski u¢inak (+); isprekidane strelice inhibitorni
ucinak (-). Ljubicaste strelice oznagavaju citokine Thl, a crvene Th2. Preuzeto iz.'

U dosadasnjim istrazivanjima doslo se do pretpostavke da ravnoteZa, odnosno neravnoteza izmedu
proupalnih 1 protuupalnih citokina ima vaznu ulogu u izljeCenju, odnosno daljnjoj progresiji 1

kroniGnosti RA i JIA (slika 9).'2"12>!1%



Jelusi¢, M. (2005.) Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u bolesnika s JIA 33

PoviSene razine citokina Th1 1 manjak citokina Th2 (posebice IL-4 ) u serumu, sinovijalnoj tekucini

120, 122,126

1 sinoviji, opisane su u zadnjim istrazivanjima RA i JIA (slika 9).

INF-y
IL-2

IL-1B

IZLIJECENJE BOLESTI  PROGRESIJA, KRONICNOST BOLESTI

Slika 9. Ravnoteza/neravnoteza citokina u juvenilnom idiopatskom artritisu (JIA)

No, u pojedinih tipova JIA identificiran je i1 suprotan profil citokina, odnosno poviSene razine
citokina Th2.'"'*” Na primjer, Murray 1 suradnici ¢eS¢e su detektirali mRNA IL-4 u bolesnika s
oligoartikularnim tipom u usporedbi s bolesnicima s poliartikularnim tipom JIA. Takoder su ¢esce
detektirali mRNA IL-4 i IL-10 u ne-erozivnom tipu bolesti u usporedbi s erozivnim tipom. Na
temelju tih rezultata zakljucili su da se IL-4, vjerojatno u kombinaciji s IL-10, odnosno citokini Th2
GeSée detektiraju u sinoviji bolesnika s ogranienom destrukcijom zgloba.''”'*’ Raziuddin i
suradnici pokazali su da je u sistemskom tipu bolesti jace izlu¢ivanje citokina IL-4 i IL-10, ali ne i

citokina IFN-y1 IL-2 iz stimuliranih mononuklearnih stanica periferne krvi.'?
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2.5.1. Interleukin 10 (IL-10)

Interleukin-10 prvi je put opisan kao proizvod misjih Th2 limfocita nakon stimulacije s
lecitinom. U miSa glavni izvor IL-10 unutar B-limfocitne populacije su oni limfociti B koji
izrazavaju CD5 (B1) i CD11 (Mac-1). Misji keratinociti takoder proizvode I.-10."8
Humani IL-10 proizvode Th2 limfociti, CD8" limfociti, B-stani¢ni limfomi, monociti nakon
stani¢ne aktivacije potaknute bakterijskim lipopolisaharidima i mastocitima (slika 8). Sintezu IL-10
u monocitima inhibiraju IL-4 1 sam IL-10.'1!18
Gen za humani IL-10 nalazi se na kromosomu 1, graden je od 4 eksona, a proizvod je toga gena
protein u obliku homodimera veli¢ine 160 aminokiselina, molekulske mase 18 kDa. Humani i misji
IL-10 u potpunosti su istovjetni u 73% aminokiselina.'*®
Do danas je kloniran misji receptor za IL-10. To je protein veli¢ine priblizno 110 kDa, na koji se
specificno veZze IL-10. Po gradi sli¢i receptorima za interferon. CD nomenklatura za receptor je
CDw210,113-118.128

2.5.1.1. Bioloski u¢inci IL-10. IL-10 inhibira kostimulacijske aktivnosti mnogih antigen predo¢nih

stanica (makrofaga, B-limfocita i dendritickih stanica), smanjuje aktivaciju limfocita T i izluCivanje
IL-2, INF-y i TNF-B. Iako pojacava sintezu imunoglobulina, on djeluje i kao imunosupresivni
citokin na makrofage (smanjuje izlu€ivanje IL-1, TNF 1 IL-6) i stani¢nu imunost. Smanjujuci
izlu¢ivanje INF-y od strane makrofaga, on blokira diferencijaciju limfocita ThO u Thl te
proliferaciju CD8" limfocita, dok ne ometa diferencijaciju Th2 (slika 8). Potrebno je istaknuti da je
taj utjecaj IL-10 na diferenciranje citokinskog profila limfocita T posredan jer se dogada preko
antigen predocne stanice i to neovisno o tome je li antigen procesiran ili je u intaktnom obliku.

Dakle, IL-10 svoje selektivno djelovanje na Thl limfocite i na CD8" limfocite ostvaruje preko
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odredenog tipa antigen predocnih stanica potrebnih za odgovaraju¢u stimulaciju tih limfocitnih
subpopulacija.'*®

Limfociti B koji izraZzavaju molekulu CD5 glavni su izvor IL-10 unutar B-limfocitne populacije. To
je neobic¢na skupina stanica koja se u misa nalazi u peritonejskoj Supljini. Smatra se da predstavljaju
samoobnavljajuéu populaciju stanica &iju ulogu regulira upravo IL-10.''311%128

IL-10 inhibira in vivo 1 sekreciju TNF-at 1 na taj nain zaStiCuje organizam od smrtonosnog
djelovanja endotoksina u septickom Soku.'”® On djeluje poput «kostimulatora» u procesu
proliferacije mastocita (u prisutnosti IL-3 i/ili IL-4) i limfocita. Sam nema utjecaja na proliferaciju
mastocita, dok u kombinaciji s IL-4 ima isti utjecaj kao i sam IL-3. Optimalan razvoj mastocita
postignut je zajednickim djelovanjem IL-3, IL-4 i IL-10. Smatra se da IL-10 ima odredenu ulogu u
nastanku mastocitoze, koja se ¢esto zamjecuje nakon infekcije parazitima, tako $to pojacava ucinak
IL-3 i IL-4."* IL-10, takoder, djeluje kao «kostimulator» u procesu razvoja zrelih i nezrelih timocita
(zajedno s 1L-2, IL-4 1 IL-7)."** Ima vaZnu ulogu 1 u regulacijskim limfocitima T, odnosno
inducirani regulacijski limfociti T lu€e imunosupresivne citokine, kao Sto je IL-10, te na taj nacin
djeluju na druge limfocite T ili antigen predo¢ne stanice. **

Gen koji kodira jedan od proteina Epstein - Barrova virusa, BCRF]1, vrlo je slican genu za IL-10. Na
razini proteina istovjetnost je neSto manja (84%), pa je i specificna aktivnost tzv. virusnog IL-10
niZa u usporedbi s humanim IL-10. Jedan od nacina kojim Epstein-Barr virus interferira s obranom
domacina od infekcije tim virusom objasnjava se upravo preko proizvodnje virusnog IL-10. Naime,
virusni IL-10 proizvodi se u EBV-inficiranim B-limfocitima za vrijeme produktivne faze EBV
proliferacije. Smatra se da taj virusni IL-10 suprimira antivirusnu imunoreakciju specificno

inhibirajuéi sintezu INF-y i ostalih citokina koji bi ina&e ubili virusom zaraZenu stanicu.''®'?
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2.5.2. Interleukin 18 (IL-18)

Sekrecija citokina Th1 i Th2, tj. usmjerenje limfocita T u Thl ili Th2 oblik, ovisi ponajprije
o razini IL-12 i INF-y (Thl), odnosno IL-4 (Th2), no potrebno je takoder istraziti i druge citokine
koji su ukljuceni u njihovo lucenje, regulaciju 1 diferencijaciju imunoloSkog odgovora. Nedavno je

pokazano da citokin IL-18 stimulira sintezu INF-y i time pojacava Thl-imunosni odgovor (slika

8).129’130

129,130 . .
%139 Gen za humani IL-18 nalazi se na

IL-18 opisan je kao ¢imbenik indukcije sinteze IFN-y.
kromosomu 11, a proizvod toga gena je neglikolizirani protein veli¢ine 193 aminokiselina,
molekulske mase 24 kDa. Humani 1 mi§ji IL-18 u potpunosti su istovjetni u 65% aminokiselina, dok
je istovjetnost sa ze&jim IL-18 puno veéa i iznosi 91%.'**

Aktivni IL-18 nastaje, slicno kao IL-1B, iz vece molekule tzv. pro-IL-18, cijepanjem IL-1pB-
konvertazom u makrofagima, monocitima, Kupfferovim stanicama, dendritickim stanicama,
keratinocitima, sinovijskim fibroblastima, stanicama kore nadbubreZne Zlijezde, osteoblastima,

g . g 128-132
hondrocitima i astrocitima.

Receptor za IL-18 je heterodimer ¢iji jedan lanac veze IL-18, a drugi prenosi signal u stanicu preko
nekoliko signalnih molekula: za IL-1R vezane kinaze (IRAK), za TNFR-vezanog faktora 6, NF-kB 1
MyD88.'?®

Protein koji veze IL-18 (IL-18BP, prema engl. IL-18 binding protein) nedavno je identificiran kao
specifi¢ni inhibitor bioaktivnosti IL-18. Iako se IL-18BP ne podudara s membranskim receptorom

za IL-18, on pokazuje jak afinitet za IL-18, te se ponasa kao topivi receptor.'*!*

Dokazano je da
IL-18BP selektivno i ucinkovito smanjuje indukciju INF-y 1 IL-8 potaknutu s IL-18, a in vitro

smanjuje aktivaciju transkripcijskog ¢imbenika nuklearnog faktora kB (NK-xB)." 30132133 Stoga, €ini
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se da je imunoloski odgovor posredovan s IL-18 odreden, zapravo, ravnotezom izmedu IL-18 i IL-
18BP.

2.5.2.1. Biolo$ki ucinci IL-18. Danas je poznato da IL-18 ima Sirok raspon bioloSkih aktivnosti,

posebice na limfocitima. IL-18 stimulira sintezu INF-y u T-limfocitima i NK-stanicama, sintezu IL-
2 1 GM-CSF (¢imbenik poticanja granulocitnih 1 makrofagnih kolonija, engl. granulocyte -
macrophage colony-stimulating factor) 1 posljedi¢nu proliferaciju aktiviranih T-limfocita, pojacava
citotoksiCnu aktivnost NK-stanica i usmjeruje, zajedno s IL-12, imunosnu reakciju prema

proupalnom (Th1) odgovoru (slika 8).128

Nedavno je otkriveno da djeluje kao okidac (engl. trigger)
u kaskadi upalnih citokina, uklju¢ujué¢i IL-1B i kemokine, tako $to poti¢e limfocite T i NK-stanice
na izluGivanje TNF-o.'”®"%1*2  Takoder, inhibira proizvodnju IL-10 u stimuliranim
(konkanavalinom) perifernim mononuklearnim stanicama. Od velike je vaznosti istraZivanje uloge
IL-18 u mnogim patoloskim stanjima. Na primjer, u zaraznim bolestima ima odlucujucu ulogu u
poticanju upalnog odgovora za vrijeme bakterijske sepse, koji moZe uzrokovati oSteCenja jetara i
zatajenje mnogobrojnih organa.** S druge strane, kao i drugi proupalni citokini, ima vaznu ulogu u
obrani domacina, Sto je i pokazano na Zivotinjskom eksperimentalnom modelu u kome je
preventivno davanje IL-18 sprijeCilo eksperimentalno izazvanu bakterijsku infekciju (pluénu i
diseminiranu infekciju izazvanu Cryptococcus neoformans).'” Pokazao se vaZan i u supresiji
alergije buduci da potice aktivirane limfocite B na luc¢enje INF-y koji inhibira stvaranje IgE.136
Njegov abnormalni izraZaj povezan je s razvojem dijabetesa tipa 1."*’ Pojatano luGenje IL-18
nadeno je u bolesnika s Crohnovom bole§é¢u.'*® Ima zastitnu ulogu u nastanku kroni¢nog GVHD
(engl. graft versus host disease), a pokazano je da njegova inhibicija povecava smrtnost izazvanu

akutnim GVHD nakon transplantacije kostane srzi.'”®



Jelusi¢, M. (2005.) Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u bolesnika s JIA 38

Uz navedena djelovanja smatra se da ima vaznu ulogu u RA. On sinergisticki s IL-12 i IL-15 potice
lucenje INF-y u sinoviji, a takoder i sebe samoga. Pri tome vazno je poznavati tri ¢injenice. Prvo,
luc¢enje GM-CSF i NO (dus$i¢nog oksida) iz makrofaga potaknuto je IL-18 i nije ovisno o IL-12 i IL-
15, Sto je u suprotnosti s njihovim sinergistickim djelovanjem na lu¢enje TNF-a.. Drugo, NO
inhibira IL-1B-konvertazu, ¢ime je blokiran nastanak aktivnog IL-18. Prema tome IL-18, na taj
nacin $to poti¢e luCenje NO, smanjuje svoju aktivnost. Trece, lucenje IL-18 iz sinovijalnih
fibroblasta pojatavaju IL-1B i TNF-o.'*14?

Lokalna aktivacija makrofaga dovodi do luc¢enja IL-1, TNF-a i metaloproteinaza u upalnoj leziji. Ta
je aktivacija posredovana citokinima i imunosnim kompleksima, ali u prvom redu ovisi o stani¢nom
dodiru aktiviranih limfocita T ili sinoviocita."**"** Kao i IL-15, IL-18 pojagava stani¢ni dodir u
upalnom tkivu, na primjer,. u sinoviji u RA. Takoder povecava izrazavanje adhezivnih molekula,
aktivnost ciklooksigenaze te otpuitanje glikozaminoglikana.'®

Saha i suradnici dokazali su aktivnu IL-1B-konvertazu u ljudskoj zglobnoj hrskavici.'* IL-1pB-
konvertaza znacajno je poviSena u bolesnika s osteoartritisom, a dovodi do luéenja i aktivnog IL-1f3
i IL-18. U sinovijalnoj tekucini bolesnika s RA nadena je znacajno poviSena razina IL-18."*1%U
nedavno provedenoj studiji, Olee 1 suradnici pokazali su da IL-18 poti¢e proupalni 1 katabolicki
odgovor u normalnoj ljudskoj hrskavici.'*' Prema ovom istraZivanju, blokada IL-18 bila bi vrlo
obecavajuca u lijeCenju RA, no to treba uzeti s velikim oprezom. Treba uzeti u obzir da IL-18 potice
luéenje NO koji blokira aktivnost IL-1B-konvertaze. Prema tome, njegova blokada pojacala bi
aktivnosti IL-1B-konvertaze i time sazrijevanje IL-18 i IL-1P, $to sve poti¢e upalu i destrukciju
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tkiva. Takoder, on inhibira osteoklastnu formaciju, = tako da blokiranje aktivnosti IL-18 mozZe

imati dugotrajan u¢inak na metabolizam kosti, i mozda ¢ak uzrokovati osteoporozu.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Temeljni ciljevi istraZivanja bili su sljedeci:

1.

ispitati razinu proupalnog IL-18 1 protuupalnog IL-10 citokina u serumu i nadtalogu podrazenih
limfocita, te udio 1 broj regulacijskih limfocita T u perifernoj krvi bolesnika s JIA u usporedbi s
kontrolnom skupinom djece;

ispitati razinu citokina IL-10 i IL-18 te udio i broj regulacijskih limfocita T u bolesnika s JIA
ovisno o fazi i tipu bolesti (oligoartikularni tip, poliartikularni tip i sistemski tip);

ispitati razliku u profilu secerniranih citokina i razliku u udjelu i broju regulacijskih limfocita T
izmedu pojedinih tipova JIA ovisno o fazi bolesti;

ispitati odnos razine proupalnog i protuupalnog citokina, te broja i udjela regulacijskih limfocita
T u aktivnoj fazi i1 remisiji JIA u odnosu prema laboratorijskim nalazima koji u praksi sluze za
ocjenu upalne aktivnosti bolesti (brzini sedimentacije eritrocita, razini C-reaktivnog proteina,
anemiji, trombocitozi, disproteinemiji s poviSenom razinom y-globulina i o2-globulina);
usporediti profil secerniranih citokina iz seruma i sinovijalne tekuc¢ine u manjoj skupini

bolesnika u kojoj je u€injena dijagnosticka 1 terapijska punkcija zgloba.
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4. ISPITANICI I METODE RADA

4.1. Ispitanici

U istrazivanje je ukljuceno 50-ero djece s dijagnozom JIA koja su primljena na lijeCenje u
Kliniku za pedijatriju, KBC Zagreb, u vremenu od prosinca 2002. do prosinca 2004. godine, a u
kojih je dijagnoza postavljena na temelju ILAR kriterija iz godine 1997.° Bolesnici su podijeljeni u
tri skupine ovisno o tri najcesc¢a tipa JIA: 1) oligoartikularni tip; 2) poliartikularni tip; i 3) sistemski
tip JIA. U svih je bolesnika u€injena analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u
serumu i u nadtalogu kultura podraZzenih limfocita. U njih 16 (16/50, 32%) s oligoartikularnim
tipom ucinjena je i dijagnosticka i terapijska punkcija zgloba, ¢ime je omogucena istodobna analiza
razine citokina u sinovijalnoj tekucini (slika 10a 1 10b). U 34-ero djece ucinjena je joS 1 analiza
broja regulacijskih limfocita T (definiranih kao CD4*CD25"* i CD4*CD25** CCR4*)**5+333664
perifernoj krvi. Kontrolnu skupinu ¢inilo je 23-oje djece, koja nisu imala klini¢ko-laboratorijskih

znakova upale, a kojima se zbog drugih (neupalnih) bolesti uzimala venska krv za dijagnostiku.

U svih bolesnika uzeta je venska krv u aktivnoj fazi bolesti i u remisiji, odnosno u fazi mirovanja.
Aktivna faza bolesti definirana je bolnim, oteCenim i toplim zglobom s ograni¢enim opsegom
kretnje u zglobu, te poviSenom tjelesnom temperaturom u sistemskom tipu (uz isklju¢enje moguce

infekcije).
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N

Slika 10a. Dijagnosticka punkcija koljenskog zgloba

Slika 10b. Terapijska punkcija koljenskog zgloba (intraartikularno davanje kortikosteroida)

Analiza citokina i regulacijskih (CD4°CD25"" i CD4"CD25""CCR4") limfocita T u&injena je u

Zavodu za imunologiju Klini¢kog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb i Laboratoriju
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za molekularnu imunologiju Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga (Medicinski fakultet

SveuciliSta u Zagrebu).

4.2. Metode rada

4.2.1. Anamneza i fizikalni pregled

U svih je bolesnika ucinjena rutinska reumatoloSka obrada (anamneza, fizikalni pregled i
laboratorijske pretrage) na osnovi koje je postavljena dijagnoza. U anamnezi je osobita pozornost
bila usmjerena na tegobe (bol, oteklina, toplina, poremecena funkcija) 1 vrijeme njihove pojave (npr.
jutarnja ukocenost karakteristicna je za JIA), te podatke vezane za tjelesnu temperaturu (u
reumatskim bolestima poviSena tjelesna temperatura nastupa obi¢no u prijepodnevnim satima,
temperature nisu kontinuirane, ve¢ pseudosepicne ili povremene 1 njihova je pojava vezana i uz
pogorsanje osnovne bolesti, odnosno egzacerebracije). Potanka obiteljska anamneza uzeta je u svih

bolesnika. U fizikalnom pregledu osobita pozornost bila je usmjerena na sustav organa za kretanje.

4.2.2. Laboratorijske pretrage

U svih bolesnika analizirani su sljedeci laboratorijski pokazatelji:
- brzina sedimentacije eritrocita (SE);
- hematokrit (Htc), hemoglobin (Hb), broj trombocita (Trc) 1 broj leukocita (L) u perifernoj krvi;

- elektroforeza serumskih proteina (frakcije y-globulin i ai2-globulin);
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- serumska razina imunoglobulinskih razreda (IgG, IgA i1 IgM);

- serumska razina C-reaktivnog proteina (CRP) (turbidimetrijski);

- hepatogram (aspartat transaminaza (AST), alanin transaminaza (ALT), y-glutamil-transpeptidaza
(y-GT) i alkalna fosfataza(AF);

- serumska razina reumatoidnog faktora (RF) (turbidimetrijski);

- titar anti-nuklearnih protutijela (ANF) (indirektnom imunofluorescencijom);

- te razina citokina u serumu 1 nadtalogu kultura podrazenih limfocita in vitro (vide infra).

Navedeni pokazatelji izmjereni su prilikom postavljanja dijagnoze bolesti (aktivna bolest) i u

remisiji bolesti. Svi uzorci analizirani su na isti nacin, s pomocu postupaka uobicajenih u Klinickom

zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, KBC Zagreb.

4.2.3. Analiza citokina u serumu i kulturi podrazenih limfocita in vitro

Venska krv vadena je u kuSalice koje kao antikoagulans sadrZavaju natrijev EDTA, uvijek
izmedu 9 i 10 sati prije podne. Sinovijalna tekuc¢ina dobivena je punkcijom zgloba i potom

prebacena u kusalice s natrijevim EDTA.

Uzorci periferne krvi i sinovijalne tekuc¢ine centrifugirani su brzinom 3500 okretaja u minuti
tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je nadtalog (plazma, odnosno bistra sinovijalna
tekucina) aspiriran i pohranjen u kriotube (Nunc, Danska) za pohranu na —70 °C.

Za koncentracije citokina u nadtalogu kultura podrazenih limfocita rabljene su mononuklearne
stanice periferne krvi izdvojene na gradijentu fikola (Histopaque-1077, Sigma, St.Louis, SAD).
Puna je krv razrijedena hranjivim medijem RPMI 1640 u omjeru 1:1, a nakon toga nadslojena na

fikol u omjeru fikol/razrijedena krv — 2:3. Uzorak je potom centrifugiran na 2000 okretaja u minuti,
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tijekom 20 minuta, na sobnoj temperaturi. S pomoc¢u Pasteurove pipete pokupljen je mononuklearni
prsten. Nakon toga su mononuklearne stanice dva puta isprane medijem RPMI1640
centrifugiranjem tijekom 5 minuta na 2000 okretaja u minuti i zatim resuspendirane u kompletnom
mediju RPMI1640 koji je sadrzavao 10% fetalnog teleceg seruma, 100 U/mL penicilina i 0,1
mg/mL streptomicina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). Stanice su zatim izbrojene u Buerker-
Tuerckovoj komorici, a udio Zivih stanica odreden je s pomocu tripanskog modrila. Koncentracija
Zivih stanica postavljena je na 2,5x10°/mL, a po 1 mL suspenzije prenesen je u pojedini bunari¢
ploce koja sadrzava 24 bunarica (24-well plate, Corning, Corning, NY, SAD). Pri tome je uzorak
svakog bolesnika bio zasijan u ukupno Cetiri bunari¢a: u dva je dodan forbol-ester u obliku forbol-
miristat-acetata (PMA, Sigma) u konac¢noj koncentraciji 0,5 ug/mL, a dva su bunari¢a stanice
uzgojene bez dodatka PMA. Stanice su inkubirane tijekom 48 sati na temperaturi od 37 °C u
atmosferi s 5% CO,. Nakon isteka inkubacije, nadtalog kultura izdvojen je centrifugiranjem

(1000xg tijekom 5 minuta) i ¢uvan u kriotubama na —70 °C do analize.

Koncentracije citokina IL-10 i IL-18 u uzorcima seruma, sinovijalne teku¢ine i nadtaloga kultura
podraZenih limfocita izmjerene su pomocu enzimskog imunotesta (ELISA) (Human IL-10
Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, MN, SAD; Human IL-18 ELISA Kit, Medical &
Biological Laboratories Co., Naka-ku Nagoya, Japan). Osjetljivost testa ELISA iznosila je 0,5
pg/mL za IL-10 1 12,5 pg/mL za IL-18. Postupci su provedeni u skladu s naputcima proizvodaca
absorbancije o€itane na spektrofotometru za mikrotitarske plocice (Bio-Rad 680; Bio-Rad, Hercules

(CA), SAD).
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4.2.4. Postupak izravnog bojenja leukocita

Za analizu izraZaja stani¢nih biljega proto¢nom citometrijom uzeto je po 100 uL pune krvi
od svakog wuzorka. Rabljena su monoklonska protutijela, miS-anti-Covjek, konjugirana s
fluorescentnim bojama, a usmjerena na sljedece biljege: anti-CD4/FITC (PharMingen, San Diego,
CA, USA), anti-CD25/PE-Cy5 (PharMingen), CCR4/PE (PharMingen). KoriStena su i sljedeca
izotipska kontrolna protutijela: IgG1/FITC (PharMingen), IgG1/PE-Cy5 (PharMingen), IgG1/PE
(PharMingen). Stanice u uzorku obojene su sljede¢im volumenima protutijela: 20 uL CD4/FITC, 20
uL CD25/PE-Cy5, 5 uL CCR4/PE). Uzorak je zatim prodrman na drmalici, a potom inkubiran 15
minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon inkubacije u uzorak je dodano 2 mL komercijalno
dostupne otopine za liziranje eritorcita (FACS lysing solution, Becton Dickinson) te je uzorak
inkubiran tijekom 10 minuta, na sobnoj temperaturi, u mraku. Krv je potom centrifugirana (900xg
tijekom 3 minute), nadtalog odliven, a stani¢ni talog resuspendiran u 2 mL PBS-a (engl. phospate
buffered saline) i centrifugiran na 900xg tijekom 3 minute. Nadtalog je ponovno bacen, a stanice su
resuspendirane u 0,5 ml PBS-a, te odmah analizirane na proto¢nom citometru (FACSCalibur, BD
Biosciences) s pomoc¢u racunalnog programa CellQuest (BD). Prikupljeno je 200 000 dogadaja od
svakog uzorka, a tijekom analize stani¢ne su populacije ograniavane u odnosu na ne-obojene

uzorke te na signal izotipskih kontrolnih protutijela.
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4.3. Statisticka analiza

Podaci su najprije obradeni deskriptivnim metodama, prikazani tablicno i graficki, a
distribucije kvantitativnih obiljeZja testirane na normalnost Kolmogorov-Smirnovljevim testom
(razina p<0,05 smatrana je znacajnom) i na homogenost varijanci razli¢itih grupa. Za prikaz
podataka rabile su se mjere centralne tendencije i rasprSenosti primjerene nadenim raspodjelama
(medijan 1 raspon te centilne vrijednosti u slu¢aju raspodjela koje nisu normalne, a aritmeticka

sredina i standardna devijacija u slu¢aju normalnih raspodjela).

Za testiranje razlike kvantitativnih varijabli izmedu dviju (viSe) skupina ispitanika upotrijebljen je
Studentov t-test (analiza varijance), a u slucaju da raspodjele nisu normalne, rabio se
neparametrijski Mann-Whitneyjev U test (Kruskall-Wallis ANOVA). Za testiranje razlike zavisnih
skupova podataka rabio se Studentov t-test za zavisne uzorke ili neparametrijski Wilcoxonov test za

zavisne uzorke.

Za statistiCku obradu podataka upotrijebljen je statisticki paket STATISTICA.'""
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5. REZULTATI

5.1. Pregled osnovnih podataka ispitanika

Analiza proupalnog (IL-18) 1 protuupalnog (IL-10) citokina ucinjena je u 50-ero djece s JIA,
prosjecne dobi 5,5 godina (1 — 18); 31 djevojcica i 19 djecaka. Dvadesetpetero djece (25/50, 50%)
imalo je oligoartikularni tip, 15-ero (15/50, 30%) poliartikularni tip i desetero djece (10/50, 20%)
sistemski tip JIA (tablica 5). U njih 34 (20 s oligoartikularnim tipom, devet s poliartikularnim tipom
i pet sa sistemskim tipom JIA), 23 djevojica i 11 djecCaka, uCinjena je jo§ i analiza broja
regulacijskih limfocita T (CD4"CD25"" i CD4"CD25""CCR4") u perifernoj krvi. Kontrolnu skupinu
¢inilo je 23-oje djece, prosjecne dobi 7 godina (2 — 16); 14 djevojCica 1 9 djecaka. Kontrolna

skupina statisticki se nije razlikovala prema spolu i dobi od skupine bolesnika.

Tablica 5. Osnovni podaci o 50-ero bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA)

Dob bolesnika u vrijeme
Skupine Broj ispitanika Spol postavljanja dijagnoze u
godinama
Oligoartikularni tip JIA" 25 16Z:9m 4(1-13)
Poliartikularni tip JTA 15 13Z2:2m 72-18)
Sistemski tip JIA 10 27:8m 72-11)
Ukupno 50 312:19m 5,5(1-18)
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5.2. Analiza laboratorijskih nalaza u bolesnika s JIA u aktivnoj fazi i u remisiji

bolesti

Osnovi laboratorijski nalazi aktivne bolesti: sedimentacija eritrocita, C-reaktivni protein i
broj trombocita bili su statisticki znacajno visi u bolesnika s JIA aktivnoj fazi u odnosu prema
kontrolnoj skupini, dok su koncentracije hemoglobina 1 hematokrita bile znacajno niZe u odnosu
prema kontrolnoj skupini (ANOVA; P < 0.05) (tablica 6).

Usporeduju¢i laboratorijske nalaze izmedu tipova JIA u aktivnoj fazi dobili smo da su razina C-
reaktivnog proteina, brzina sedimentacije eritrocita, broj leukocita, broj trombocita i razina IgG bili
znacajno visi, dok su koncentracije hemoglobina i hematokrita bile znacajno niZe, u sistemskom
tipu u odnosu prema oligoartikularnom i poliartikularnom tip JIA (ANOVA i Student-Newman-
Keulsov post hoc test; P < 0.05) (tablica 6). Razina y-globulina bila je znacajno viSa u
poliartikularnom tipu u odnosu prema oligoartikularnom 1 sistemskom tip JIA (ANOVA i Student-
Newman-Keulsov post hoc test; P = 0,032). Koncentracija Zeljeza i razina kreatin fosfokinaze (CK)
bile su znacajno najnize u sistemskom tipu (ANOVA i Student-Newman-Keulsov post hoc test; P =
0,004). Nije nadena razlika izmedu tipova JIA u hepatogramu (aspartat transaminazi, alanin
transaminazi, y-glutamil-transpeptidazi i alkalnoj fosfatazi) (tablica 6).

Reumatoidni faktor (RF) bio je pozitivan u petero djece (5/25, 20%) s oligoartikularnim tipom,
sedmero djece (7/15, 46,6%) s poliartikularnim i u dva djeteta (2/10, 20%) sa sistemskim tipom JIA,
dok je antinuklearni faktor (ANF) bio pozitivan u 13-ero djece (13/25, 52%) s oligoartikularnim
tipom, devetero djece (9/15, 60%) s poliartikularnim i samo u jednog djeteta (1/10, 10%) sa

sistemskim tipom JIA. Pozitivna oba faktora (ANF i RF) nadena su u troje djece (3/25, 8%) s
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oligoartikularnim tipom i u sedmero djece (7/15, 46,6%) s poliartikularnim tipom JIA, tj. u sve
djece u koje je bio pozitivan RF (tablica 6).

U remisiji bolesti nije nadena razlika u laboratorijskim nalazima izmedu bolesnika (neovisno o tipu)
i kontrolne skupine, dok su u sistemskom tipu JIA brzina sedimentacije eritrocita, broj leukocita i
broj trombocita bili znacajno viSi u odnosu prema oligoartikularnom i poliartikularnom tipu

(ANOVA i Student-Newman-Keulsov post hoc test; P < 0.05) (tablica 61 7).



Jelusi¢, M. (2005.) Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u bolesnika s JIA 50

Tablica 6. Osnovni laboratorijski nalazi u 50 bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) u

aktivnoj fazi bolesti 1 u kontrolnoj skupini (prikazani kao medijan (raspon), osim y-globulina 1 02-

globulina koji su prikazani aritmetickom sredinom 1 standardnom devijacijom (SD))

KONTROLNA OLIGO POLI SISTEMSKI SVI
SKUPINA JIA JIA JIA BOLESNICI
S JIA
CRP (mg/L) 10 7.8 50 94,5 32,7
(2-18) 0-41) (1-239) (25,1- 249,5) (0 -249,5)
SE (mm/h) 2,9 (0-21,8) 23 (4-175) 35 (21-117) 89 (76 — 156) 23 (3-156)
Htc (L/L) 0,37 0,35 0,30 0,28 0,34
(0,34 - 0,40) 0,32-0,41) (0,19 -0,39) (0,28 — 0,33) 0,19-0,41)
Hb (g/dL) 129 (118 — 139) 119 (96 - 138) 107 (56-133) 95 (89-112) 114 (56-133)
L (x 10°/L) 6,7 6 7.2 19 7,7
4,1-13) “4-8) (3,4-9,6) (14,8 — 30,6) (3,4 -30,6)
Trc (x 10°/L) 276 368 233 608 326
(143 — 445) (282 — 465) (171 — 547) (400 — 689) (171 - 689)
y - globulin (%) n.o. 18+4 21+5 17+3 19+5
o - globulin (%) n.o. 10+2 10+2 15+2 11+3
IgG (g/L) n.o. 12,3 20,1 16,4 15,8
9,1 -17,6) (14,5 -23,1) (5,83 - 26,8) (5,83-26,8)
IgA (g/L) n.o 0,91 1,91 1,13 1,13
(0,48 — 2,26) (1,16 -3,56) (0,80-1,74) (0,48-3,56)
IgM (g/L) n.o. 0,98 0,90 0,95 0,98
(0,85 -1,98) (0,79 - 1,98) (0,31 -2,52) (0,31-2,52)
AST (U/L) n.o. 33 (20 -158) 22 (17 - 308) 15 (14 - 25) 24,5 (14 - 308)
ALT (U/L) n.o 21 (9-117) 16 (9 - 437) 10 (9 -29) 15 (9 - 437)
AF (U/L) n.0 188 (117 -236) | 122(53-186) | 178 (62-318) | 152 (53 -318)
Ukupni bilirubin n.0 8,4(42-203) | 7.5(7-12,6) 9(7-21,5) | 84(4,9-215)
(U/L)
Y-GT (U/L) n.o. 11 (8 -34) 10 (8 —58) 12 (10-17) 12 (8 - 58)
CK (U/L) n.o 136 (64 - 344) 56 (21 - 96) 26 (16 — 125) 78 (16 - 344)
LDH (U/L) n.o. 477 (358 —609) | 363 (315 -558) | 447 (433-636) | 432 (233 -636)
Fe (umol/L) n.o 8(4-24) 5(1-20) 312-3) 4(1-24)
RF +, broj n.o. 5 (20%) 7 (46,6%) 2 (20%) 14 (28%)
bolesnika (%)
ANF +, broj n.o 13 (52%) 9 (60%) 1 (10%) 23 (46%)
bolesnika (%)

AF: alkalna fosfataza, ANF: antinuklearni faktor, ALT: alanin transaminaza, AST: aspartat transaminaza, CK: kreatin
fosfokinaza, CRP: C-reaktivni protein, Htc: hematokrit, Hb: hemoglobin, L: leukociti, LDH: laktat dehidrogenaza, n.o.:
nije odredeno, RF: reumatoidni faktor, SE: sedimentacija eritrocita, Trc: trombociti, Y-GT: y-glutamil-transpeptidaza.
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Tablica 7. Osnovni laboratorijski nalazi u 50 bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) u
remisiji bolesti (prikazani kao medijan (raspon), osim ‘y-globulina i a2-globulina koji su prikazani

aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom (SD))

OLIGO JIA POLI JIA SISTEMSKI SVI BOLESNICI
JIA S JIA
CRP (mg/L) 1,5(0-15) 1,9(0-6,2) 3(1-7.8) 2(0-15)
SE (mm/h) 93-20) 8(8-23) 15 (7-45) 10 (3 - 45)
Htc (L/L) 0,35 (0,28 — 0,47) 0,37 (0,24 -0,39) | 0,36 (0,29 - 0,38) 0,36 (0,24 - 0,47)
Hb (g/dL) 122 (89 - 139) 125 (95 - 135) 128 (94 - 132) 114 (95 - 139)
L (x 10°L) 54@33-117) 6,2 (4,1 -139) 8(5,6-17) 6,7 (3,3-17)

Trc (x 10°/L)

272 (205 - 532)

250 (145 - 674)

393 (323 - 644)

312 (145 - 674)

Y - globulin (%) 14+2 19+6 13+2 15+3
(normala

o. - globulin (%) 11+1 9+1 13+£2 111
AST (U/L) 29 (15-128) 22 (20 -30) 24 (15-128) 24 (15-128)
ALT (U/L) 17 (11 -107) 40 (10 - 56) 13 (9-30) 20 (6 - 107)
AF (U/L) 157 (118 —239) 122 (63 —204) 82 (60 - 318) 143 (60 - 318)
Y-GT (U/L) 12 (9 -20) 11 (8-35) 13 (11 -40) 13 (8 - 40)
Ukupni bilirubin 8,5 (4,9 -20,3) 6 (5,4-10,6) 85(5,6-11,1) 8,4 (4,9-20,3)
(C?IiTéIZiJ/L) 52,5 (44 -101) 63 (12-96) 93,5 (14 - 200) 62,5 (12 - 200)
LDH (U/L) 368 (217 — 460) 386 (324 - 694) 411 (345 -489) 402 (217 - 694)

AF: alkalna fosfataza, ALT: alanin transaminaza, AST: aspartat transaminaza, CK: kreatin fosfokinaza, CRP: C-
reaktivni protein, Htc: hematokrit, Hb: hemoglobin, L: leukociti, LDH: laktatdehidrogenaza, SE: sedimentacija
eritrocita, Trc: trombociti, Y-GT: y-glutamil-transpeptidaza.
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5.3. Primijenjeni lijekovi u bolesnika s JIA

U cetvero djece s JIA (dvoje s oligoartikularnim tipom i dvoje s poliartikularnim tipom JIA)
uzeta je periferna krv pri samom postavljanju dijagnoze prije pocetka lijeCenja, dok su samo dva
bolesnika, i to sa sistemskim tipom JIA u remisiji bolesti bili bez ikakvih lijekova. Nesteroidni
protuupalni lijekovi (NSAID od engl. non-steroidal antiinflammatory drugs) u vecini slucajeva
ibuprofen u dozi od 30 mg/kg, najéesce su primjenjivani lijekovi, bilo sami, bilo u kombinaciji s
drugima lijekovima. Sedamnaestero bolesnika (17/50, 34%) u aktivnoj fazi i 20-ero (20/50, 40%) u
remisiji je uzimalo samo nesteroidne protuupalne lijekove, dok je Cetvero bolesnika (4/50, 9%) u
aktivnoj fazi uz nesteroidne protuupalne lijekove uzimalo kortikosteroide, tzv. “veznu” terapiju
(metilprednizolon u dozi od 1-2 mg/kg, uz polagano smanjivanje doze) u intervalu dok se ne ocituje
ucinak antireumatskih lijekova koji preinacuju bolest (DMARDs od engl. disease modifying
anthireumatic drugs) (tablica 8a). Dvanaestero bolesnika u aktivnoj fazi (12/50, 24%) i 13-ero
bolesnika u remisiji bolesti (13/50, 26%) uzimalo je kombinaciju NSAID i DMARDs (methotrexate
u dozi od 5-30 mg/m*/tjedan ili 0,3-1,0 mg/kg/tjedan) (tablica 8a). Bolesnici sa sistemskim tipom, te
jedan bolesnik s vrlo teSkim poliartikularnim tipom JIA, u lijeCenju su uzimali jo§ 1

imunosupresivne lijekove (azathioprine, cyclosporine) u dozi od 2-3 mg/kg (tablica 8b).
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Tablica 8a. Primijenjeni lijekovi u bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) u aktivnoj

fazi i u remisiji bolesti

Primijenjeni lijekovi (broj bolesnika)
Tipovi JIA Bez terapije NSAID NSAID + MP NSAID + MTX
Aktivna | Remisija | Aktivna - Aktivna - Aktivna | Remisija
Remisija Remisija
faza faza faza faza

Oligo JTA 2 - 13 13 2 - 8 8

Poli JIA > i 4 5 2 i 4 4

Sistemski JIA ) 2 ) 2 ) ) ) 2
Ukupno 4 2 17 20 4 - 12 14

*NSAID: nesteroidni protuupalni lijek, MP: metilprednizolon, MTX: methotrexate

Tablica 8b. Primijenjeni lijekovi u bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) u aktivnoj

fazi i u remisiji bolesti

Primijenjeni lijekovi (broj bolesnika)
Tipovi JIA NSAID + MP+MTX NSAID + MP+IS NSAID + MTX+IS NSAID +
P MTX+MP+IS
Aktivna ... Aktivna .. Aktivna ... Aktivna ...
Remisija Remisija Remisija Remisija
faza faza faza faza
Oligo JIA ) 4 ) ) ) ) ) )
Poli JTA 3 5 | | i i i
Sistemski JTA 4 ) 5 3 ) ) 1 1
Ukupno 7 9 5 4 1 - 1 1

*NSAID: nesteroidni protuupalni lijek, MP: metilprednizolon, MTX: methotrexate, IS: imunosupresivni lijek
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5.4. Analiza IL-10 u serumu, sinovijalnoj tekuéini i nadtalogu Kkultura

nestimuliranih i stimuliranih limfocita

Razina IL-10 u serumu bolesnika s JIA (neovisno o tipu bolesti) u remisiji bolesti bila je
znacajno viSa od kontrolne skupine (Wilcoxonov test; P = 0,004), dok je i razina u aktivnoj fazi bila
znatno viSa, ali ne statisticki znaCajna. U nadtalogu kultura nestimuliranih i stimuliranih limfocita
razina IL-10 u svih bolesnika bila je viSa u odnosu prema kontrolnoj skupini, i u aktivnoj fazi i u
remisiji bolesti. (Wilcoxonov test; P < 0,001) (tablica 9).

Nije nadena znacajna razlika izmedu aktivne faze i remisije bolesti u razini IL-10 u serumu
bolesnika s JIA, kao ni u nadtalogu kultura nestimuliranih i stimuliranih limfocita. Razina IL-10 u
nadtalogu kultura nestimuliranih i stimuliranih limfocita bila je znacajno viSa od razine IL-10 u
serumu svih bolesnika, i u aktivnoj fazi i u remisiji bolesti (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P <
0,001). U remisiji bolesti razina IL-10 u nadtalogu kultura stimuliranih limfocita bila je znacajno
viSa nego u nadtalogu kultura nestimuliranih limfocita (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P <

0,001), dok nije bilo razlike u aktivnoj fazi (tablica 9).

Tablica 9. Razina IL-10 u serumu i nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita u 50

bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) 1 u kontrolnoj skupini

IL-10 [pg/mL] u nadtalogu IL-10 [pg/mL]. Y nz}dta!ogu
. IL-10 [pg/mL] u serumu o . kultura nestimuliranih
Skupine kultura stimuliranih limfocita . .
limfocita
Aktivna faza Remisija Aktivna faza Remisija Aktivna faza Remisija

Kontrolna no 1,9 ot 2.8 ot 2,2
skupina o (0,6 —2,8) o 2,0-94) o (1,2-3,1)

Bolesnici s 3,2 39 7.5 15,6 6,4 99
JIA 0-327) (0,4-16,3) 1,1 -12,2) (3,5-68,8) 0,1 -394) 1,1 -57,0)

* ..
n.o.: nije odredena
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Bolesnici sa sistemskim tipom JIA u remisiji bolesti imali su znacajno viSu razinu IL-10 u serumu u
odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini (ANOVA i Student-Newman-Keulsov post
hoc test; P = 0,003), dok nije bilo razlike u aktivnoj fazi bolesti (tablica 10). U nadtalogu kultura
stimuliranih limfocita razina IL-10 u remisiji bolesti bila je znacajno viSa u bolesnika s
poliartikularnim tipom JIA u odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini (ANOVA 1
Student-Newman-Keulsov post hoc test; P = 0,027), dok u aktivnoj fazi nije nadena razlika. U
nadtalogu kultura nestimuliranih limfocita bolesnici sa sistemskim tipom JIA u aktivnoj fazi imali
su znacajno visu razinu IL-10 u odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini (ANOVA i

Student-Newman-Keulsov post hoc test; P = 0,002), dok u remisiji nije bilo razlike (tablica 10).

U sinovijalnoj tekucini bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA razina IL-10 (18,55 (1,64 — 67,64)
pg/mL) bila je znacajno visa od razine 1L-10 u serumu (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P =
0,001) i u nadtalogu kultura nestimuliranih limfocita (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P =
0,043), dok nije bilo razlike izmedu razine IL-10 u sinovijalnoj tekucini i u nadtalogu kultura

stimuliranih limfocita (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P = 0,581) (tablica 10).
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Tablica 10. Razina IL-10 u serumu 1 nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita u 50

bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) (ovisno o tipu bolesti) i u kontrolnoj skupini

IL-10 [pg/mL] u nadtalogu IL-10 [pg/mL] u nadtalogu
. IL-10 [pg/mL] u serumu S, . kultura nestimuliranih
Skupine kultura stimuliranih limfocita . .
limfocita
Aktivna faza Remisija Aktivna faza Remisija Aktivna faza Remisija
Kontrolna " 1,9 " 2,8 "
skupina* n.o. 0.6-2.8) n.o. (2.0-9.4) n.o. 2,17 £0,63
Oligoartikularni 3,1 4,7 7,6 14,8 4,7 9,6
tip JIA 0-32,7) 0,4-16,3) 1,9-564) (3,5-168,8) (0,1 -394 (1,2-57)
Poliartikularni 2,9 3,1 6.3 18,7 34 9,9
tip JIA (0-15,5) (0,5-10) 1,1-222) (7,2-54,7) 23-17,5) (2,8-30,3)
Sistemski tip 5.5 7,1 9.7 14,4 17,8 16,1
JIA 0-11,7) (2,3-15,6) (2,4-27,7) (3,6 -34.,8) (6,7-38,5) (1,7-31,2)

* ..
n.o.: nije odredena

Nije nadena povezanost izmedu razine IL-10 u serumu, kao ni u nadtalogu kultura stimuliranih i

nestimuliranih limfocita, i laboratorijskih nalaza aktivne bolesti (sedimentacije eritrocita, C-

reaktivnog proteina, anemije, trombocitoze, disproteinemije s poviSenom razinom y-globulina 1 02-

globulina).

Ispitivanjem odnosa razine IL-10 i titra ANF nadena je povezanost pozitivnog titra ANF i razine IL-

10 u serumu bolesnika s JIA u aktivnoj fazi, odnosno bolesnici s pozitivnim titrom ANF imali su

viSe razine IL-10 u serumu u odnosu prema bolesnicima u kojih titar ANF nije bio pozitivan (Mann-

Whitneyjev U test; P = 0,031), dok u remisiji nije nadena povezanost (Mann-Whitneyjev U test; P =

0,386). U nadtalogu kultura nestimuliranih i stimuliranih limfocita nije nadena povezanost razine

IL-10 s titrom ANF ni u aktivnoj fazi, ni u remisiji bolesti. Takoder nije nadena povezanost razine

IL-10 u serumu i nadtalogu kultura nestimuliranih i stimuliranih limfocita s RF, ni u aktivnoj fazi ni

u remisiji bolesti.
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5.5. Analiza IL-18 u serumu, sinovijalnoj tekuéini i nadtalogu Kkultura

stimuliranih i nestimuliranih limfocita

Razina IL-18 u serumu bolesnika s JIA (neovisno o tipu bolesti) nije se razlikovala od
kontrolne skupine, ni u aktivnoj fazi (Mann-Whitneyjev U test; P = 0,535), ni u remisiji bolesti
(Mann-Whitneyjev U test; P = 0,258). U aktivnoj fazi bolesti razina IL-18 u serumu svih bolesnika
bila je znacajno viSa nego u remisiji bolesti (Wilcoxonov test za zavisne uzorke; P < 0,001) (tablica
11). Razina IL-18 u nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita bila je ispod praga

detekcije kita.

Tablica 11. Razina IL-18 u serumu 50 bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) i u

kontrolnoj skupini

IL-18 [pg/mL]
Skupine u serumu
Aktivna faza Remisija
Kontrolna -
skupina* n.o. 321 (199 - 392)
Bolesnici
S JIA 268 (89 —9081) 224 (75 —4430)

"n.0.: nije odredena

Razina IL-18 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom JIA bila je zna¢ajno viSa nego u bolesnika s
drugim tipovima JIA, i u aktivnoj fazi i u remisiji (ANOVA i Student-Newman-Keulsov post hoc
test; P < 0,001), dok nije nadena znacajna razlika u razini IL-18 izmedu oligoartikularnog tipa JIA,
poliartikularnog tipa JIA 1 kontrolne skupine (tablica 12). Iako se razina IL-18 u bolesnika sa

sistemskim tipom JIA znacajno smanjila u remisiji bolesti (Studentov t-test za zavisne uzorke; P =
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0,004), i dalje je ostala nekoliko puta viSa u usporedbi s drugim tipovima JIA (ANOVA i Student-
Newman-Keulsov post hoc test; P < 0,001) (tablica 12).
Razina IL-18 u sinovijalnoj tekucini (247 (23 — 832) pg/mL) nije se razlikovala od razine IL-18 u

serumu bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA (Studentov t-test; P = 0,995) (tablica 12).

Tablica 12. Razina IL-18 u serumu u 50 bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) (ovisno

o tipu bolesti) 1 u kontrolnoj skupini

IL-18 [pg/mL] u serumu

Skupine Aktivna faza Remisija
I;(()Slt)ri(r)llar:ka no.k 321 (199 — 392)
olig?iall)rtjiﬁlarni 255 (89 - 4342) 201 (76 — 842)
POlifi‘;ﬁJli‘iami 263 (126 - 3027) 249 (85 - 962)
SiSteJ“IIZki tip 5323 (3628 — 9081) 2647 (557 - 4430)

* ..
n.o.: nije odredena

Treba istaknuti dva zasebna nalaza. Prvo, od 10 bolesnika sa sistemskim JIA, samo je jedan imao i
izvanzglobne simptome (hepatosplenomegaliju i limfadenopatiju), te su u njega izmjerene i bitno
viSe razine IL-18 u aktivnoj fazi bolesti (9081 pg/mL) (Tablica 12).

Drugo, u dva bolesnika, jednog s poliartikularnim tipom s pozitivnim RF (uz pozitivan titar ANF),
te drugog s oligoartikularnim perzistiraju¢im tipom JIA, razine IL-18 u serumu nisu se razlikovale
od bolesnika sa sistemskim tipom JIA (3027 pg/mL (oligoartikularni tip) i 4342 pg/mL

(poliartikularni tip) (Tablica 12).

Razina IL-18 u serumu bolesnika bila je proporcionalna brzini sedimentacije eritrocita (Pearsonov

test; r = 0,55; P < 0,001), razini C-reaktivnog proteina (Pearsonov test; r = 0,49; P < 0,001), broju
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trombocita (Pearsonov test; r = 0,47; P < 0,01), broju leukocita (Pearsonov test; r = 0,73; P<0,001) 1
razini o2-globulina (Pearsonov test; r = 0,52; P < 0,001), dok je bila obrnuto proporcionalna
koncentraciji hemoglobina (Pearsonov test; r = -0,47; P < 0,001), koncentraciji hematokrita
(Pearsonov test; r = -0,38; P = 0,006) i koncentraciji IgG (Pearsonov test; r = -0,28; P = 0,042). Nije
nadena povezanost izmedu razine IL-18 i razine y-globulina (Pearsonov test; r = -0.11; P = 0,455).

Nije nadena povezanost razine IL-18 s titrom ANF u aktivnoj fazi (Mann-Whitneyjev U test; P =
0,307), ni u remisiji bolesti (Mann-Whitneyjev U test; P = 0,449), kao ni s RF u aktivnoj fazi

(Mann-Whitneyjev U test; P = 0,289), niti u remisiji bolesti (Mann-Whitneyjev U test; P = 0,087).

5.6. Analiza CD4", CD4'CD25" i regulacijskih limfocita T (CD4°CD25"" i

CD4"CD25""CCR4") u perifernoj krvi

Limfociti CD4*, CD4"CD25" i regulacijski (CD4"CD25™" i CD4"CD25""CCR4") limfociti
T izraZeni su kao udio (postotak od ukupnog broja limfocita) i kao broj (/mm?).
Kontrolna skupina imala je zna¢ajno visi broj i udio CD4*CD25" i CD4"CD25""CCR4" limfocita
T u odnosu prema bolesnicima s JIA (neovisno o tipu) u remisiji bolesti (Mann-Whitneyjev U test;
P < 0,001), dok u aktivnoj fazi nije bilo razlike (tablica 13a i 13b). Nije nadena razlika u broju i
udjelu CD4" i CD4"CD25" izmedu bolesnika i kontrolne skupine, ni u aktivnoj fazi, ni u remisiji
bolesti (tablica 13a i 13b). Takoder, u bolesnika s JIA nije nadena razlika u broju i udjelu CD4",
CD4"CD25", i CD4'CD25™ i CD4"CD25""CCR4" izmedu aktivne faze i remisije bolesti (tablica

13ai 13b).
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Tablica 13a. Udio limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi 34 bolesnika s juvenilnim idiopatskim

artritisom (JIA) i u kontrolnoj skupini

CDh4* CD4*'CD25" CD4*'CD25"" CD4'CD25" CCR4*
Skupine Aktivna ... Aktivna ... Aktivna .. Aktivna ...
Remisija Remisija Remisija Remisija
faza faza faza faza
. 39,3 6.1 (34— . 0,26 0,24
Kontrolna n.o. (25,3 - n.o.” 9’4) ’ n.o. 0,13 — n.o. 0,11 -
46,8) ’ 1,01) 0,88)
Bolesnici s 38,3 (18 37.4 6,9 (12— 6,6 (1,9 — 0,31 0,17 0,27 0,16
TIA ~51.9) (13,2 - 17.2) 16.4) 0,01 - 0,02 - 0,01 — (0,02 —
’ 54,4) ’ ’ 0,97) 0,69) 0,96) 0,58)

* ..
n.o.: nije odreden

Tablica 13b. Broj limfocitnih subpopulacija (/mm®) u perifernoj krvi 34 bolesnika s juvenilnim

idiopatskim artritisom (JIA) 1 u kontrolnoj skupini

CD4* CD4'CD25" CD4'CD25™" CD4'CD25"™ CCR4"
Skupine Aktivna ... Aktivna - Aktivna ... Aktivna -
Remisija Remisija Remisija Remisija
faza faza faza faza
Kontrol - 1022 (55 * 147 (12 - * 8,8 (0,8 — * 7,8 (0,7 -
ontrolna n.o. _2111) n.o. 205) n.o. 24.8 n.o. 23.9)
Bolesnici s (1118290— 990 (55 210 (29 180 (36 84(0,2-|5603-178(0,2-15,1(0,3-
JIA 3234) —2726) - 776) - 757) 35,1) 51,8) 33,7 46,3)

* ..
n.o.: nije odreden

Broj CD4" limfocita u remisiji bolesti bio je znacajno visi u bolesnika sa sistemskim tipom JIA u
odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini (ANOVA i Student-Newman-Keulsov post
hoc test; P = 0,005), dok u remisiji bolesti nije nadena razlika (tablica 14b). Takoder, bolesnici sa
sistemskim tipom JIA imali su zna¢ajno visi broj i udio CD4"CD25" limfocita u usporedbi s djecom
s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA i kontrolnom skupinom, u aktivnoj fazi i u remisiji
(ANOVA i Student-Newman-Keulsov post hoc test; P < 0,001) (tablica 14a i 14b). Udio
CD4"CD25" limfocita u djece s poliartikularnim tipom JIA u remisiji bolesti bio je znacajno visi

nego u djece s oligoartikularnim tipom i kontrolne skupine (ANOVA i Student-Newman-Keulsov
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post hoc test; P < 0,001), dok u aktivnoj fazi nije nadena razlika. Udio CD4'CD25"" i
CD4"CD25"™"CCR4" u oligoartikularnom i poliartikularnom tipu JIA u remisiji bolesti bio je
znacajno snizen u odnosu prema kontrolnoj skupini (ANOVA i Student-Newman-Keulsov post hoc
test; P = 0,009), dok za vrijeme aktivne faze bolesti nije bilo znacajne razlike (tablica 14a i 14b).
Broj CD4"CD25"" limfocita u remisiji bolesti bio je poviSen u djece sa sistemskim tipom JIA u
odnosu prema djeci s oligoartikularnim 1 poliartikularni tipom (ANOVA 1 Student-Newman-
Keulsov post hoc test; P = 0,042), dok u aktivnoj fazi nije nadena razlika (tablica 14b).

Bududi da su broj CD4"CD25™" limfocita i razina IL-10 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom
JIA u remisiji bolesti bili poviSeni u odnosu na druge tipove, a osim populacije prirodenih
regulacijskih limfocita T, postoji i populacija induciranih regulacijskih limfocita T, koji luce IL-10,
analizirana je povezanost broja regulacijskih (CD4"CD25™") limfocita i razine IL-10 u serumu, koja
je statisticki znacajna (Pearsonov test; r = 0,34; P = 0,039). Na osnovi tih rezultata moZemo
pretpostaviti da su to inducirani regulacijski limfociti ija je razina, prema tome, poviSena u remisiji

bolesti u bolesnika sa sistemskim tipom JIA.
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Tablica 14a. Udio limfocitnih subpopulacija u perifernoj krvi 34 bolesnika s juvenilnim idiopatskim

artritisom (JIA) (ovisno o tipu bolesti ) i u kontrolnoj skupini

CDh4* CD4*'CD25" CD4*'CD25"" CD4'CD25" CCR4*
Skupine Aktivna ... Aktivna ... Aktivna .. Aktivna ...
Remisija Remisija Remisija Remisija
faza faza faza faza
i 39,3 . 6.1 (34— i 0,26 0,24
Kontrolna n.o. (25,3 - n.o. 9’4) ’ n.o. 0,13 - n.o. 0,11 -
46,8) ’ 1,01) 0,88)
40,3 38,5 0,15 0,11 0,15 0,10
Oligo JIA | (182 | (13,2— g,;(z a i Ef 5()1’9 -1 01-  [(,03- |©01- |(0,03-
51,9) 50) ’ ’ 0,97) 0,69) 0,96) 0,58)
41,3 31,5 0,29 0,11 0,23 0,11
Poli JTA (28,1 - (23,8 - ?;Z 1()4 6 - 1’279()3 8- (0,05 - (0,02 - (0,05 - (0,02 -
49,5) 50,2) i i 0,78) 0,58) 0,61) 0,52)
Sistemski tip | 40,2 (18 36,4 10,4 (4,9 | 8,4(4,4 - 0,23 0,18 0,23 0,16
1A _453) 24,7 - _172) 16.4) 0,02 - 0,02 — 0,02 — 0,02 —
’ 54,4) ’ i 0,76) 0,47) 0,73) 0,42)

* ..
n.o.: nije odreden

Tablica 14b. Broj limfocitnih subpopulacija (/mm®) u perifernoj krvi 34 bolesnika s juvenilnim

idiopatskim artritisom (JIA) (ovisno o tipu bolesti) i u kontrolnoj skupini

CD4* CD4'CD25* CD4"CD25™ CD4"CD25™ CCR4*
Skupine Aktivna ... Aktivna ... Aktivna ... Aktivna ...
Remisija Remisija Remisija Remisija
faza faza faza faza
Kontrolna o 1022 (55 o 147 (12 o 8,8 (0,8 — o 7,8 (0,7 -
o -2111) o —295) o 24,8 o 23,9)
Oligo JTA 913 (189 | 898 (487 | 123 (29 146 (36 4 (0,2 2,70,4- 14,2 2,6 (0,4 -
—3234) - 1731) -367) -279) -33) 16,6) -32,7) 14)
Poli JIA 889 (358 | 693 (129 | 147 (65 120 (33 6,2(1,2-1150,3-1]58(1,2-]15(0,3-
—2617) —1087) -611) —406) 19,7 23) 18,1) 20,6)
Sistemski tip (1863718_ 985 (55— | 412 (228 | 473 (123 | 9,7(09- | 5 (0,6 9,70,9-14,5(0,6 -
JIA 2738) 2726) -1776) -1757) 35,1) -51,8) 33,7) 46,3)

* ..
n.o.: nije odreden

Ispitivanjem odnosa broja i udjela CD4*CD25*, CD4*CD25"" i CD4*CD25""CCR4" u aktivnoj fazi
i remisiji bolesti, u odnosu prema laboratorijskim nalazima aktivne bolesti (brzini sedimentacije

eritrocita, razini C-reaktivnog proteina, anemiji, trombocitozi, disproteinemiji s poviSenom razinom
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v-globulina i o2-globulina), nadena je jedino povezanost CD4"CD25" s razinom C-reaktivnog
proteina (Pearsonov test; r = 0,55; P < 0,001).
Nije nadena povezanost broja i udjela CD4"CD25", CD4*CD25"" i CD4*CD25""CCR4" s titrom

ANF i RF, ni u aktivnoj fazi ni u remisiji bolesti.
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6. RASPRAVA

6.1. IL-18 i IL-10 u bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom

JIA predstavlja grupu klinicki heterogenih poremecaja, ¢ija je to¢na etiologija jo§ nepoznata.
Imunopatogeneza ove bolesti nastoji se razjasniti ve¢ duZe vrijeme, a prema novim spoznajama
vaznu ulogu u imunopatogenezi imaju citokini, odnosno njihovo poremeceno lucenje. Jos uvijek
nije poznat kljucni medijator (citokin) za odredene tipove JIA koji bi bio pokazatelj aktivnosti
bolesti, te utjecao na izljecenje, to jest daljnju progresiju i kroni¢nost bolesti.

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 50-ero djece s JIA (25 s oligoartikularnim tipom, 15 s
poliartikularnim tipom i 10 sa sistemskim tipom), prosjecne dobi 5,5 godina (1 — 18); 31 djevojCica
1 19 djecaka, te 23-oje djece u kontrolnoj skupini (prosjecne dobi 7 godina (2 — 16). U svih je
analizirana razina proupalnog (IL-18) i protuupalnog citokina (IL-10) u perifernoj krvi i u nadtalogu
kultura podrazenih limfocita. U 16 bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA ucinjena je i istodobna

analiza citokina u sinovijalnoj teku¢ini.

Na osnovi naSih rezultata moZemo zakljuciti:

Serumske razine IL-18 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA bile su znacajno poviSene u
odnosu prema bolesnicima s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom, u aktivnoj fazi i u remisiji
bolesti, dok nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu bolesnika s oligoartikularnim i
poliartikularnim tipom JIA i kontrolne skupine. Nasi su rezultati u skladu s nedavno objavljenim
radovima gdje je znacajno povisena razina IL-18 u serumu takoder nadena samo u sistemskom tipu

JIA,"® te u adultnom tipu sistemskog JIA ili Stillove bolesti (AOSD, od engl adult-onset Still'
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disease)."*"'*® Od ukupno analiziranih 10 bolesnika sa sistemskim JIA, samo je jedan imao i
izvanzglobne simptome: hepatosplenomegaliju i limfadenopatiju, te su u njega izmjerene i bitno
viSe razine IL-18. Maeno i suradnici takoder su pokazali da je razina IL-18 u serumu bolesnika sa
sistemskim JIA viSa u onih bolesnika koji imaju hepatosplenomegaliju, perikarditis, pleuritis i
povisene vrijednosti feritina, nego u bolesnika sa sistemskim JIA kojima je artritis glavno obiljeZje.
Za vrijeme njihove studije dva su bolesnika umrla od diseminirane intravaskularne koagulacije 1
sindroma aktivacije makrofaga (MAS, engl. macrophage activation syndrome). U oba bolesnika
izmjerene su ekstremno poviSene razine IL-18 (200.000 pg/mL), Sto upucuje na to, da takve razine
IL-18 mogu biti povezane s poveéanim rizikom smrti."*®

U misjem modelu endotoksi¢nog Soka poviSene razine IL-18, ve¢inom podrijetla iz Kuppferovih
stanica i aktiviranih makrofaga, bile su povezane s teskim oSteéenjem jetara.'* U bolesnika s
hemofagocitnom limfohistiocitozom, obiljeZenom hiperaktivacijom makrofaga i limfocita T uz
pojacano lucenje citokina INF-y, TNF, IL-2, IL-12, IL-1, IL-6 i ¢imbenika poticanja granulocitno-
makrofagnih kolonija (M-CSF, od engl. macrophage-colony stimulating factor), razine 1L-18 u
serumu bile su znaCajno poviSene u odnosu prema zdravim ispitanicima, dok je izrazaj mRNA IL-
18 bio pojacan samo u slezeni, ali ne na mononuklearnim stanicama periferne krvi, koStanoj srzi niti
jetrima.' Uzimajuéi u obzir ta dva rada, a znajuéi da se sistemski tip JIA u podetku bolesti
ve¢inom ocituje teSkim opcéim i izvanzglobnim simptomima, kao S§to su splenomegalija,
hepatomegalija i generalizirana limfadenopatija, moguce je da monociti iz periferne krvi budu
raspodijeljeni u retikuloendotelni sustav (slezenu, jetra i limfne ¢vorove), u kojem funkcionalno
sazrijevaju u zrele makrofage koji produciraju IL-18. Na taj bismo nacin mogli objasniti izrazito
povecanu serumsku razinu IL-18 u naSeg bolesnika sa sistemskim tipom JIA 1 izvanzglobnim

simptomima.
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U istrazivanju smo dokazali povezanost razine IL-18 1 laboratorijskih pokazatelja aktivne bolesti, tj.
brzine sedimentacije eritrocita, razine C-reaktivnog proteina, anemije, trombocitoze i razine o2-
globulina, a nismo uspjeli dokazati povezanost s titrom ANF i RF.

Razina IL-18 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA znacajno se smanjuje za vrijeme remisije bolesti,
no jo$ je nekoliko puta viSa u odnosu prema drugim tipovima JIA. Stoga, dok su laboratorijski
pokazatelji aktivnosti bolesti u remisiji u granicama referentnih vrijednosti, razina IL-18 u serumu
bolesnika sa sistemskim tipom JIA jo$ je znacajno poviSena u odnosu prema kontrolnoj skupini. To
pokazuje da je za vrijeme kliniCki «mirne» faze bolesti joS uvijek prisutna upalna aktivnost.
Navedeni rezultati upucuju na to da je serumska razina IL-18 znatno bolji i informativniji «marker»
aktivnosti bolesti u bolesnika sa sistemskim tipom JIA.

U radu Maena i suradnika razina IL-18 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom JIA povezana je
jedino s razinom feritina u serumu, ali ne 1 s razinom C-reaktivnog proteina, ni s brojem bolnih i

otecenih zglobova. 146

U nekoliko do danas objavljenih radova o ulozi IL-18 u bolesnika s RA,
nadena je znacajna povezanost razine IL-18 i laboratorijskih pokazatelja aktivne bolesti (brzine
sedimentacije eritrocita i razine C-reaktivnog proteina),''>' dok Bresnihan i suradnici u svojem
radu to nisu uspjeli dokazati.'*?

U dva bolesnika s artikularnim tipom bolesti (u jednog s oligoartikularnim perzistiraju¢im tipom i u
drugog s poliartikularnim tipom s pozitivnim RF) nadene su izrazito poviSene razine IL-18 u
perifernoj krvi, jednake onima u sistemskom tipu JIA. Oba su bolesnika imala pozitivan titar ANF.
Klinickim pracenjem bolesnika uvidjeli smo da u vrlo kratkim razdobljima dolazi do relapsa

osnovne bolesti. Prema tome, poviSene razine IL-18 u perifernoj krvi u bolesnika s

oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA mogle bi biti pokazatelj tezeg tijeka bolesti i time
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loSije prognoze. Da bismo potvrdili ovu hipotezu, bit ¢e potrebno daljnje pracenje bolesnika,
odnosno pracenje tijeka njihove osnovne bolesti.
Opcenito se smatra da cirkuliraju¢i citokini ne odraZavaju stvarnu razinu citokina u zahvac¢enim

.. 104,121,126,153
organima ili tkivima.”" "

Tako je, na primjer, pokazano da je u bolesnika s RA nadena
znacajno povisena razina IL-18 u sinovijalnoj tekucini, te mRNA IL-18 u sinoviji, u odnosu prema
razini u serumu, te da je bioaktivnost IL-18 u zahvac¢enim zglobovima bolesnika povezana s
aktivno$éu bolesti.' U suprotnosti s navedenim radovima je na¥ rad u kojem se razina IL-18 u
sinovijalnoj tekucini nije razlikovala od razine IL-18 u serumu bolesnika s oligoartikularnim tipom
JIA.

Na osnovi iznesenih rezultata mozemo zakljuciti da je IL-18 ukljucen u patogenezu sistemskog tipa
JIA. Toc¢na etiologija sistemskog tipa JIA jo$ je nepoznata, no presudna se smatra aktivacija

makrofaga.'*®

Iako su prijasnje studije pokazale da su proupalni citokini (IL-6, IL-1p i TNF-o)
ukljuceni u patogenezu sistemskog tipa JIA, P Jjos se traga za klju¢nim medijatorom. IL-18 potice
limfocite T, NK-stanice (od engl. natural killer) i makrofage na lucenje proupalnih citokina, te se
zbog toga vjeruje da ima vaznu ulogu u sistemskom tipu JIA i adultnom tipu Stillove
bolestj, 146-147.148

Takoder smo zakljucili da glavno mjesto proizvodnje IL-18 nije ciljni organ (upalom zahvacen
zglob), nego da je sustavna proizvodnja IL-18 vjerojatno vazna u patogenezi sistemskog tipa JIA.
Danas je tek u zacetku otkrivanje glavnog izvora poviSene sinteze IL-18. Makrofagi se smatraju
glavnim izvorom poviSene sinteze IL-18 u adultnom tipu Stillove bolesti,"*” dok Maeno i suradnici
vjeruju da tu ulogu u sistemskom tipu JIA ima koStana srz."> Da bi se pronaSao izvor znatno

povisene razine IL-18, u djevojke oboljele od sistemskog tipa JIA i sindroma aktivacije makrofaga

za vrijeme obdukcije uzeti su uzorci slezene, jetara, limfnih ¢vorova, pluca i koStane srzi, koji su
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imunohistoloski obojeni s monoklonskim antitijelom na IL-18. Samo je u koStanoj srZi naden
poviseni broj stanica koje izraZavaju IL-18. Na temelju dobivenog rezultata zakljucili su da je

L " N . o 155
vjerojatno koStana srz osnovni organ u patogenezi sistemskog JIA.

Prema tome, znacajno
povisena razina IL-18 u perifernoj krvi podrijetlom iz koStane srZi, povecava moguénost da koStana
srz sadrzava obilje proupalnih citokina potaknutih IL-18. Ta je hipoteza potpomognuta i radovima o
nekoliko tipova virusa, kao Sto su: varicella ili parvovirus B19, koji poticu supresiju koStane srzi,

Sto moze dovesti do kratkotrajne klini¢ke remisije u djece s tvrdokornim sistemskim tipom

JLA.156’157

Za razliku od razine IL-18 u serumu bolesnika s JIA (neovisno o tipu bolesti), koja se nije
razlikovala od kontrolne skupine, razina IL-10 u serumu bolesnika u remisiji bila je znacajno viSa
od kontrolne skupine, dok je u aktivnoj fazi ona bila bitno viSa, ali ne i statisticki znacajna (Sto se
dijelom moZe objasniti velikom varijabilno$¢u uzoraka). Buduci da su prema dosadasnjim radovima
razine vecine citokina, ukljucujuci 1 IL-10, u serumu vrlo niske, gotovo nemjerljive,120’121’152’158
odlucili smo se za analizu citokina i u nadtalogu kultura stimuliranih (s PMA) i nestimuliranih
limfocita kako bismo lakse uvidjeli postoji li uistinu usmjerenje limfocita T u Th1, odnosno Th2. Za
razliku od razine IL-10 u serumu bolesnika koja je samo u remisiji bila statisticki viSa u odnosu
prema kontrolnoj skupini, razina IL-10 u nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita i
u remisiji i u aktivnoj fazi bila je statisticki znacajno viSa od kontrolne skupine. NaZalost, razina IL-
18 u nadtalogu kultura stimuliranih 1 nestimuliranih limfocita bila je ispod praga detekcije kita, Sto

moZemo objasniti jedino na taj nain da aktivirani makrofagi, a ne podrazeni limfociti, ve¢inom

Iuce IL-18.
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Usporedujuéi razliku u razini IL-10 izmedu pojedinih tipova JIA, nadena je znacajno poviSena
razina IL-10 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom JIA u remisiji bolesti. U nadtalogu kultura
nestimuliranih limfocita razina IL-10 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA bila je u aktivnoj fazi
znacajno visa u odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini. Nasi su rezultati u skladu s
radom Raziuddina i suradnika koji su pronasli zna€ajno povisene razine IL-10 u kulturi stimuliranih
(anti-CD3, anti-CD 28, anti-CD3/anti-CD28) i nestimuliranih mononuklearnih stanica periferne krvi
u bolesnika sa sistemskim tipom JIA u aktivnoj fazi bolesti u odnosu prema zdravoj djeci i
bolesnicima s RA.'%

Uspjeli smo dokazati povezanost razine IL-10 i titra ANF u aktivnoj fazi, odnosno bolesnici s
pozitivnim titrom ANF imali su viSe razine IL-10 u serumu u aktivnoj fazi u odnosu prema
bolesnicima s negativnim titrom ANF, dok Murray i suradnici nisu nali povezanost ANF i IL-10.""
Nismo pronasli povezanost laboratorijskih nalaza aktivne bolesti i razine IL-10.

Za razliku od IL-18, u sinovijalnoj tekucini razina IL-10 bila je znacajno viSa od razine IL-10 u
serumu bolesniku s oligoartikularnim tipom JIA. Nedostatak je naSeg rada Sto svi bolesnici u kojih
je ucinjena punkcija zgloba imaju oligoartikularni tip JIA, te nismo u moguénosti ispitati postoji li
razlika u razini IL-10 u sinovijalnoj tekucini izmedu oligoartikularnog i poliartikularnog tipa. Do
sada je objavljeno samo nekoliko radova o razini IL-10 u sinovijalnoj tekucini i/ili sinoviji
bolesnika s JIA. U radu Scole i suradnika nije nadena znacajna razlika u izrazaju mRNA IL-10 u
sinoviji izmedu bolesnika s teSkim poliartikularnim tipom JIA i kontrolne skupine, $to moZze
upucivati na gubitak regulacije u teSkim i kroni¢nim tipovima bolesti.'* Murray i suradnici
odredivali su razinu mRNA IL-10 u sva tri tipa JIA, te su pokazali da je izrazaj mRNA IL-10 u
sinovijalnoj tekucini i sinoviji manji u bolesnika sa sistemskom tipom JIA, dok nije bilo razlike

izmedu bolesnika s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA. Ce$ée su detektirali mRNA IL-



Jelusi¢, M. (2005.) Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina u bolesnika s JIA 70

10 u bolesnika s ne-erozivnim artritisom nego u bolesnika s erozivnim artritisom.'"” Takoder je
odredivan i izrazaj mRNA IL-10 u sinovijalnoj teku¢ini bolesnika s RA, koji je bio znacajno visi u
odnosu prema kontrolnoj skupini (bolesnicima s uricnim artritisom), te je bio povezan s razinom C—
reaktivnog proteina i brzinom sedimentacije eritrocita. Bolesnici s vrlo teSkim RA, koji je
odgovarao stadiju IV prema Steinbrockerovim kriterijima,"”” imali su niske razine mRNA IL-10 u
odnosu prema IL-12 (Thl) 1 izrazito poviSene razine C-reaktivnog proteina, brzinu sedimentacije
eritrocita i broja trombocita. Zakljucili su da je smanjena sinteza IL-10 u bolesnika s vrlo teSkim RA
vjerojatno povezana s progresijom i/ili aktivnoS$cu bolesti.'®

Na osnovi naSih rezultata moZzemo zakljuciti da su limfociti u ciljnom tkivu, odnosno u upalom
zahvacenom zglobu, glavni izvor IL-10. Stoga u bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA, koji u
vecini sluCajeva imaju blagi, rijetko destruktivan artritis s dugim razdobljima remisije i dobrom
prognozom bolesti, nalazimo poviSene razine IL-10 u sinovijalnoj tekuéini jer IL-10 nastoji
suprimirati upalni proces u zglobu. S druge strane, na osnovi do danas objavljenih radova,' 122160
moZemo pretpostaviti da u teZim, destruktivnijim tipovima bolesti (poliartikularnim) on sam nije
dovoljan da bi suprimirao kroni¢ni, destruktivni artritis, te je potrebno sinergisticko djelovanje s
drugim protuupalnim citokinima.

U radu smo pokazali da se razine proupalnog (IL-18) citokina i protuupalnog (IL-10) citokina u
serumu bolesnika s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom ne razlikuju od kontrolne skupine, pa
njihova analiza u serumu u bolesnika s artikularnim tipovima JIA ne moZe biti korisna smjernica za
utvrdivanje aktivnosti bolesti, odnosno ne moZe predstavljati prognosticki ¢imbenik na temelju
kojeg bi se mogao odrediti intenzitet bolesti 1 odgovor na lijeCenje.

Razlicito od oligoartikularnog 1 poliartikularnog tipa JIA, razine IL-18, koji stimulira Th1 imunosni

odgovor, u serumu bolesnika sa sistemskim tipom znacajno su viSe od razina IL-10 (Th2), i u
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aktivnoj fazi 1 u remisiji bolesti, te moZemo zakljuciti da u sistemskom tipu JIA prevladava Thl
odgovor, §to je u skladu s veéinom do danas objavljenih istrazivanja.'**'**'®! No s druge strane,
neki radovi pokazuju da je u sistemskom tipu JIA identificiran suprotan profil citokina, odnosno
dominantni Th2 plrofil.m’162 Okamoto i suradnici pokazali su da je razina i IL-2 (Thl) i IL-4 (Th2)
u bolesnika sa sistemskim tipom JIA u aktivnoj fazi bolesti znacajno visa u odnosu prema zdravoj
djeci, dok je omjer Th1/Th2 limfocita u bolesnika zna¢ajno manji nego u zdrave djece, odnosno u
aktivnoj fazi bolesti znacajno je poviSena razina Th2 limfocita, a time je omjer Th1/Th2 smanjen.
Prema tome, ravnoteZa citokina u bolesnika sa sistemskim tipom JIA naruSena je i usmjerena u
dominantni Th2 profil.'®® Takoder su i Raziuddin i suradnici pokazali da je u sistemskom tipu
bolesti jace izlu¢ivanje citokina Th2 skupine (IL-4 i IL-10) iz stimuliranih mononuklearnih stanica
periferne krvi.'?

Nase istrazivanje zajedno s drugim istraiivanjimalzz’l25’126’161'163

upucuje na to da citokini
imaju razli¢ite uloge u pojedinim tipovima JIA, te je moguce da odraZavaju heterogenost tipova
JIA. Zbog toga ¢e biti potrebna daljnja istraZivanja specifi¢nih citokina, medu kojima smatramo da
je to IL-18 za sistemski tip JIA, da bi se odredila razli¢ita uloga citokina u pojedinim tipovima JIA,
odnosno razli€iti patogenetski mehanizam izmedu, a moZzda i unutar tipova JIA, Sto ¢e pridonijeti

objasnjenju velike raznolikosti izmedu pojedinih tipova ove bolesti, a time i boljem planiranju

terapije.
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6.2. Uloga regulacijskih limfocita T u juvenilnom idiopatskom artritisu

JIA je viSesustavna autoimunosna bolest. Danas je poznato da regulacijski limfociti T imaju
glavnu ulogu u homeostazi imunosnog sustava. Vazni su u odrZavanju tolerancije 1 time
sprjeCavanja nastanka autoimunosti, odnosno njihovo odstranjenje uzrokuje nastanak mnogobrojnih

48,56,60,61 e ) .
P20 Danas se vrlo malo zna o ulozi tih limfocita u JIA. Buduéi da smo u

autoimunosnih bolesti.
radu istrazivali ulogu protuupalnog, imunosupresivnog citokina IL-10, koji luc¢e i inducirani
regulacijski limfociti T, navelo nas je da nastavimo istraZivanje u smjeru daljnjeg razjasnjenja
patogeneze bolesti, odnosno uloge regulacijskih limfocita T u JIA.

U istrazivanje je bilo ukljuceno 34-ero djece s JIA (20 s oligoartikularnim tipom, devet s
poliartikularnim tipom i pet sa sistemskim tipom JIA) i 23-0je djece u kontrolnoj skupini. Bolesnici
sa sistemskim tipom JIA imali su znacajno visi udio CD4"CD25" limfocita, u aktivnoj fazi i u
remisiji bolesti, u odnosu prema djeci s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA, te kontrolnoj
skupini. Udio CD4"CD25" limfocita u djece s poliartikularnim tipom JIA u remisiji bio je zna¢ajno
vi$i nego u djece s oligoartikularnim tipom i kontrolne skupine. Taj poveéani udio CD4*CD25"
limfocita u sistemskom 1 poliartikularnom tipu JIA upucuje na to da je za vrijeme klinicki mirne
faze bolesti 1 dalje prisutna upalna aktivnost imunoloSkog sustava.

Suprotno naSim ocekivanjima, nismo nasli razlike u regulacijskim limfoctima T (definiranim kao
CD4'CD25™ i CD4*CD25"™CCR4") 5335384 j7medu kontrolne skupine i bolesnika s JIA za
vrijeme aktivne faze bolesti. S druge strane, kontrolna skupina imala je viSe regulacijskih limfocita
T nego djeca s JIA u remisiji bolesti. Izmedu tipova JIA, broj CD4"CD25™" limfocita bio je povisen

u djece sa sistemskim tipom JIA za vrijeme remisije bolesti. NaSi rezultati upucuju na to da bi

smanjenje regulacijskih limfocita T za vrijeme remisije bolesti moglo uciniti bolesnike sklonim
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gubitku imunotolerancije 1 time uzrokovati aktivaciju bolesti. MoZemo pretpostaviti da jedanput kad
je aktiviran autoimunosni proces, regulacijski limfociti T, i usprkos svojemu povecéanju, viSe ga ne
mogu kontrolirati. Da bismo mogli objasniti svoje rezultate, kao i pretpostavke, potrebno je dalje
nastaviti istrazivanje u koje ¢e biti ukljucen veci broj bolesnika.

Do danas su objavljena samo dva rada koja govore o ulozi regulacijskih limfocita T u artritisu. U
prvom radu, Cao i suradnici ispitivali su postojanje regulacijskih (CD4"CD25"") limfocita T u
ciljnim organima (zahvacenim zglobovima) u bolesnika s RA. Nisu pronasli razliku u regulacijskim
limfocitima T izmedu bolesnika i zdravih ispitanika, dok je broj regulacijskih limfocita T u
sinovijalnoj tekuc¢ini u bolesnika s RA bio znacajno visi u odnosu prema perifernoj krvi. Autori
smatraju da imunosni sustav upravo porastom broja regulacijskih limfocita T u upalom zahvac¢enim
zglobovima nastoji djelovati na autoimunosne reakcije i na samu upalu u ciljnim organima.'® No
kako je pokazano u ovom radu, taj je porast broja joS nedovoljan da bi se sprijecila upala. U drugom
radu, koji je zapravo jedini do sada objavljeni rad o ulozi regulacijskih (CD4"CD25"") limfocita T u
bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA, odredivala se razlika u razini regulacijskih limfocita T
izmedu proSirenog i perzistirajuéeg oligoartikularnog tipa JIA. U objema skupinama bolesnika
razina regulacijskih limfocita T bila je znacajno niZa u perifernoj krvi u odnosu prema zdravim
ispitanicima, dok je s druge strane razina regulacijskih limfocita T u perifernoj krvi bolesnika bila
znacajno niza nego u sinovijalnoj tekucini bolesnika. U znacajnom veéem broju, i u perifernoj krvi i
sinovijalnoj teku¢ini, nadeni su regulacijski limfociti T u perzistirajuéem u odnosu prema
proSirenom oligoartikularnom tipu, te su zakljucili da regulacijski limfociti T imaju vaznu ulogu u
odredivanju bolesnikove «sudbine» tj. usmjeravanja bolesti bilo prema povoljnom, benignom

perzistirajuéem, bilo prema znatno nepovoljnijem, proSirenom oligoartikularnom tipu J A1
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Na osnovi rezultata tih dvaju radova moZemo pretpostaviti da lokalna imunosupresija putem
regulacijskih limfocita T utjeCe na aktivnost bolesti i njezinu daljnju progresiju. To bi znacilo da
povecanjem broja regulacijskih limfocita T u upalom zahvaéenim zglobovima, imunosni sustav
pokuSava regulirati autoimunosnu reakciju i upalu u ciljanim organima. No, ako je to uistinu tako,
namece se pitanje: zasto usprkos nazocnosti regulacijskih limfocita T u zglobu nastaje kroni¢na
upala 1 autoimunosna reakcija? Postoji nekoliko hipoteza: prva, nazo¢nost regulacijskih limfocita T
odgada ili sprjecava progresiju prema erozivnoj upali; druga, regulacijski limfociti T uzrokuju
supresiju imunosnog sustava te na taj nacin onemogucuju da se upala povuce 1 time dovode do
neprekidne kroni¢ne upale; i treCe, unato¢ njihovu povecanju, jo§ nije dovoljno regulacijskih
limfocita T da se suzbije upala.'™ Bit ¢e potrebne jo§ mnogobrojne studije da se odredi uloga
regulacijskih limfocita T u razli¢itim stadijima aktivnosti bolesti, kao i u kroni¢noj upali. Takoder
od velike je vaZnosti otkriti jesu li te supresijske stanice prisutne i u stani¢nim infiltratima u

166

sinoviji, budu¢i da je njihovo regulacijsko djelovanje ovisno o dodiru. ™ Imunohistokemijska

bojenja bioptata sinovije upucuju na to da izrazaj limfocita T u infiltratima nije znatan,'®” $to
upozorava na bitno manju razinu regulacijskih limfocita T u sinoviji u odnosu prema sinovijalnoj

tekucini.

Osim prirodenih regulacijskih limfocita T opisana je i druga skupina tzv. inducirani
regulacijski limfociti T (TR;) koji inhibiraju antigen - specificni imunoloski odgovor putem
sekrecije IL-10 1 TGF-[?).48’71’72 U naSem istraZivanju naden je poviSeni broj regulacijskih limfocita T
(CD47CD25™) u bolesnika sa sistemskim tipom JIA za vrijeme remisije bolesti. Takoder, nadena je
i zna€ajno poviSena razina IL-10 u serumu bolesnika sa sistemskim tipom JIA u remisiji bolesti,

koja je povezana s brojem regulacijskih limfocita T (CD4"CD25™"). Na osnovi tih rezultata moZemo
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pretpostaviti da su to inducirani regulacijski limfociti ¢ija je razina, prema tome, poviSena u remisiji
bolesti u bolesnika sa sistemskim tipom JIA. Iako su dostupni podaci o lucenju imunosupresivnih
citokina IL-10 i TGF-B i njihovoj ulozi u supresiji putem regulacijskih limfocita T vrlo sporni,
radovi Kleera i Fontenota pokazuju da je izraZzaj FoxP3 povezan s povefanjem mRNA IL-10 u
regulacijskim limfocitima T.*"'® Kleer i suradnici pokazali su da regulacijski (CD4*CD25%")
limfociti T iz sinovijalne tekucine u bolesnika s oligoartikularnim tipom JIA imaju pojacani izraZaj
mRNA IL-10 u usporedbi s onima iz periferne krvi i s CD4"CD25" limfocitima T iz sinovijalne
tekucine, Sto upucuje na aktivnu ulogu IL-10 za vrijeme supresije upale regulacijskim limfocitima T
u zglobovima bolesnika.'® Prijasnje studije o povezanosti IL-10 i artritisa upuéivale su da je
nedostatak IL-10 za vrijeme upale jedan od mogu¢ih mehanizama koji dopusta da se dalje nastavlja

upala u zglobu.'®'7°

Mozemo zakljuciti da su potrebna jo§ mnogobrojna istraZivanja regulacijskih limfocita T
koja bi omogucila bolje razumijevanje imunotolerancije, a time i1 mehanizma nastanka
autoimunosnih bolesti. Do danas su otkrivene dvije populacije regulacijskih limfocita T, Sto nas
navodi na razmisljanje da mozda postoji jo$S subpopulacija. Takoder otkriven je i veci broj biljega

ve . e 1. . . 45.48
na povrsini regulacijskih limfocita T,™

no smatramo da je potrebna identifikacija specifi¢nih
biljega za odvojene populacije regulacijskih limfocita T kako bi njihova fizioloska uloga u

razli¢itim bolestima bila to¢no odredena.
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6.3. Nove smjernice u lije¢enju bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom

Nekoliko nedavno provedenih klini¢kih studija bavi se problemom prognoze djece s JIA, te
utjecaja bolesti na psihosocijalno funkcioniranje odraslih koji su u dje&joj dobi oboljeli od JIA.'""
"y djece s JIA ne nastaje uvijek «trajna remisija», znatan broj djece nastavlja s epizodama artritisa
u odrasloj dobi, te se teza ometanost zbog trajnog oSte¢enja zglobova javlja u priblizno 40%
bolesnika.'”* Djeca s pozitivnim nalazom RF i ona oboljela od sistemskog tipa JIA s kroni¢nim
sinovitisom imaju bitno lo§iju prognozu.'” Studija Frencha i suradnika pokazala je poveéani
mortalitet odraslih koji su u dje¢joj dobi oboljeli od JIA, za Sto smatraju da je odgovorna pojava i
drugih autoimunosnih bolesti u tih bolesnika, no za toc¢an razlog trebat ¢e daljnje pracenje
bolesnika.'”* Prema tome, cilj lijeCenja nije viSe samo suzbiti boli nego i zaustaviti i1 lijeciti
autoimunosnu upalu, ¢ime se sprjeCava nastanak ireverzibilnih promjena ciljnih tkiva i trajne
invalidnosti. Uz medikamentozno lijeCenje svakako je bitno odrZavanje funkcionalnog statusa
lokomotornog sustava §to se postiZe redovitom fizikalnim vjeZbama. Ne postoje podaci koji govore
da se djeci s JIA treba zabraniti sudjelovanje u aktivnostima za koje se oni osjecaju sposobnim da
mogu obavljati. Iz te skupine treba izuzeti djecu s nestabilnom vratnom kraljeznicom koju treba
odgovoriti od sudjelovanja u aktivnostima (sportu) u kojima postoji rizik za teSku ozljedu
kraljezni¢ne moZzdine. 175,176
Kako napreduju istrazivanja patogeneze reumatskih bolesti, tako se javljaju i bitni pomaci u njihovu
lijecenju, osobito posljednjih 10-15 godina. U prvoj polovici 20. stolje¢a gotovo svi tradicionalni
temeljni lijekovi za reumatske bolesti slu¢ajno su otkric¢e. Iznimka su sulfasalazin, koji je ciljano

sintetiziran za lijeGenje RA, i auranofin kao modifikacija parenteralnih pripravaka soli zlata.'”’

Skoro pola stolje¢a paleta antireumatika nije se bitno mijenjala. Tek su devedesetih godina 20.
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stoljea istrazivanja u podru¢ju molekularne biologije i molekularne genetike omogucila velik
napredak u razumijevanju patogeneze reumatskih bolesti, ¢ime pocinje novo razdoblje u lijeenju
reumatskih bolesti. Uvode se preparati s ciljanim djelovanjem na odredene sekvence autoimunosnog
upalnog procesa, tzv. bioloski preparati. Cilj je bioloSke terapije ponovna uspostava imunoloske
homeostaze, Sto se nastoji posti¢i na nekoliko nacina: izravnom infuzijom citokina (npr.
rekombinantni IL-10), poticanjem ili blokadom lucenja citokina (kortikosteroidi), vezanjem za
topljive citokine (npr. blokada TNF-o), kompetitivnim vezanjem za receptore (npr. IL-1Ra) 1
inhibicijom signalne transdukcije (leflunomid). Blokada citokina postala je osnova bioloske terapije,
a postignuta je uporabom monoklonskih neutraliziraju¢ih protutijela, rekombinantnih topljivih
citokinskih receptora i drugih proteina koji veZu citokine (engl. cytokine binding proteins).'”® Danas
na trziStu, za lijeCenje JIA, postoje tri anticitokinska lijeka: etanercept (Enbrel), infliximab
(Remicade) i anakinra (Kineret).'” Etanercept je fuzijski protein graden od dvaju istovjetnih lanca:
rekombinantnog topljivog receptora (p75) koji je fuzioniran s Fc regijom humanog IgG1. On veze
cirkuliraju¢e molekule TNF-a i limfotoksin (TNF-f), te inhibira njihovo djelovanje."”"*" Infiximab
je monoklonsko protutitijelo klase IgG1 usmjereno protiv TNF-q,, ali ne djeluje na TNF-[."7%!7182183
Anakinra je rekombinantni neglikolizirani oblik humanog IL-1Ra koji vezu¢i se kompetitivno za IL-
1Ra, blokira biolosku aktivnost IL-1."%""'® Provode se i mnoga istraZivanja drugih bioloSkih
pripravaka kao $to su: monoklonska protutijela na molekule na povrSini limfocita T: CD4 (anti-
CD4), na molekule na povrSini limfocita B: CD20 (anti-CD20), na aktivacijske antigene: CD25
(anti-TAC), na adhezijske molekule: ICAM-1/LFA-1 interakcija (anti-CDIla receptor), na
komplement: C5 (anti-C5) i na kostimulacijske molekule: CD40L (anti-CD40L). Istrazuju se
takoder i bioloski pripravci koji djeluju na kostimulacijske molekule izmedu limfocita T i predo¢nih

stanica (CD28/B7 interakcija, (CTLA —4 Ig)) i bioloSke tvari usmjerene na interakciju antigen -
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MHC - TCR. Istrazivanja provedena o primjeni rekombinantnog IL-10 u bolesnika s RA 1 JIA nisu
dala ocekivane rezultate,'® dok s druge strane istraZivanja vezana za monoklonska protutijela na
receptor IL-6 u bolesnika s RA i sistemskim tipom JIA vrlo su obe¢avajuéa.'®

Do danas je opisano nekoliko proupalnih citokina (IL-1, IL-6, TNF-oia) za koje se smatra da su
ukljudeni u patogenezu sistemskog tipa JIA.''**1871% pokazano je pojadano luenje IL-1 iz
mononuklearnih stanica periferne krvi,'®’ poviSene razine IL-6 i topljivog IL-6R u perifernoj krvi,'®®
povezanost poviSene razine IL-6 u serumu i trombocitoze,108 te povisene razine IL-1fb, TNF-a, IL-

154,189,190

6 i IL-7 u perifernoj krvi bolesnika sa sistemskim tipom JIA. Jo$ nije utvrden kljucni

medijator (citokin) sistemskog tipa JIA. Nage istraZivanje, kao i istraZivanje Maena i suradnika,'*®
upucuje na to da bi sustavno lucenje IL-18 moglo biti vrlo vazno u patogenezi sistemskog tipa JIA,
te bi u bolesnika s teSkim sistemskim JIA, u kojih nema odgovora na primijenjenu standardnu
terapiju, bioloski pripravci koji neutraliziraju IL-18 bili puno djelotvornija terapija, nego ona koja se
postize anti-TNF-o pripravcima. Nedavno su zapoceti klini¢ki pokusi dva bioloSka pripravka za
neutralizaciju IL-18: a) rekombinantni IL-18BP (rIL-18BP) (trenutacno se provodi faza Ila pokusa u
bolesnika s psorijazom i faza I u RA), i b) anti IL-18 protutijelo (ABT-325), ¢ija je faza I klinickog
pokusa za primjenu u autoimunosnim bolestima pocela u svibnju 2003. godine, a sada se ocekuje
pocetak faze I.""!

Sposobnost regulacijskih limfocita T da kontroliraju imunoloski odgovor €ini ih izvrsnom metom za
razvoj nove terapije. Ohrabruje cinjenica da manipulacija TCR 1 kostimulacijskih signala

(molekula) pojacava djelovanje regulacijskih limfocita T in vivo.'**'* No ipak bit ée potrebna jo¥

mnogobrojna istraZivanja da bi se pocelo lije¢enje regulacijskim limfocitima T.
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Klini¢ke studije o bioloski pripravcima daju nam nadu da ¢e upravo bioloSka terapija imati glavni
utjecaj na tijek i ishod bolesti. Nastoje se proSiriti indikacije za uporabu bioloskih pripravaka i na
bolesnike s blazim tipovima bolesti. Takoder, vjeruje se da ¢e bioloSka terapija u osnovi promijeniti

danasnje lijecenje svih kroni¢nih autoimunosnih bolesti.
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7. ZAKLJUCCI

1. Serumska razina IL-18 u sistemskom tipu JIA znacajno je poviSena u odnosu prema
oligoartikularnom i poliartikularnom tipu bolesti i u aktivnoj fazi i u remisiji bolesti, dok se
razina IL-18 u oligoartikularnom i poliartikularnom tipu ne razlikuje od kontrolne skupine
ispitanika. Razina IL-18 u sinovijalnoj tekucini ne razlikuje se od one u serumu, $to govori u
prilog da je sustavna proizvodnja IL-18 vjerojatno vazna u imunopatogenezi sistemskog tipa
JIA.

2. Razina IL-18 u bolesnika povezana je s laboratorijskim nalazima aktivne bolesti, tj. s
ubrzanom sedimentacijom eritrocita, poviS§enom razinom C-reaktivnog proteina, anemijom,
trombocitozom i s poviSenom razinom o2-globulina.

3. Razina IL-18 u sistemskom tipu JIA znacajno se smanjuje tijekom remisije bolesti, no i dalje
ostaje poviSenom u odnosu prema drugim tipovima JIA i kontrolnoj skupini. To pokazuje da
je za vrijeme klini¢ki «mirne» faze bolesti jo§ prisutna upalna aktivnost. Navedeni rezultati
nedvosmisleno upucuju na to da je serumska razina IL-18 znatno bolji i informativniji
pokazatelj aktivnosti bolesti u bolesnika sa sistemskim tipom JIA.

4. Razina IL-10 u serumu i nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita bolesnika
s JIA visa je nego u kontrolnoj skupini ispitanika.

5. U bolesnika s oligoartikularnom tipom JIA razina IL-10 u sinovijalnoj tekucini znacajno je
viSa od razine IL-10 u serumu, $to govori da su limfociti u ciljnom tkivu, odnosno u upalom
zahvac¢enom zglobu, glavni izvor IL-10.

6. Serumske razine IL-18 1 IL-10 u bolesnika s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA

ne razlikuju se znacajno od nalaza kontrolne skupine, Sto govori da analiza tih citokina u
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artikularnim tipovima JIA ne moZe biti korisna smjernica za utvrdivanje aktivnosti bolesti,
odnosno vazan prognostic¢ki ¢imbenik.

7. Budu¢i da IL-18 stimulira Th1l-imunosni odgovor, nalaz njegove povisene razine u odnosu
prema razini IL-10 (Th2) u sistemskom tipu JIA govori da u tom tipu bolesti prevladava Th1
imunosni odgovor.

8. Udio i broj regulacijskih limfocita T (CD4"CD25" i CD4*CD25""CCR4") u perifernoj krvi
bolesnika s JIA u aktivnoj bolesti ne razlikuje se od nalaza kontrolne skupine. Medutim,
udio i broj CD4"CD25™ znacajno se razlikuje izmedu pojedinih tipova JIA tijekom remisije
bolesti: dok se u sistemskom tipu JIA nalazi znaCajno poviSenje broja CD4"CD25™
limfocita u krvi, udio CD4'CD25"" i CD4'CD25"CCR4" u oligoartikularnom i
poliartikularnom tipu JIA znacajno je sniZzen u odnosu prema kontrolnoj skupini. Vaznost
tog nalaza bit ¢e moguce interpretirati tek daljnjim pra¢enjem bolesnika, odnosno pra¢enjem
tijeka njihove osnovne bolesti.

9. U sistemskom tipu JIA znagajno je povisen broj CD4"CD25™" limfocita T i serumska razina
IL-10 tijekom remisije bolesti. Statisticki znaCajna povezanost tih dvaju nalaza mogla bi

upucivati da je rije¢ o regulacijskim limfocitima T koji ujedno izlucuju IL-10.
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9. SAZETAK

Analiza proupalnog (IL-18) i protuupalnog (IL-10) citokina i regulacijskih limfocita T (Tgr) u

bolesnika s juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA)

Uvod: Juvenilni idiopatski artritis (JIA) viSesustavna je autoimunosna bolest. Unato¢ mnogim
istrazivanjima klju¢nih medijatora u JIA, imunopatogeneza jos je nepoznata. Cilj rada bio je istraZziti
ulogu regulacijskih limfocita T (Tgr), kao i IL-18 1 IL-10, predstavnika proupalnih i protuupalnih

citokina.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je bilo uklju¢eno 50-ero djece s dijagnozom JIA (prosjecne dobi
5,5 godina (1-18); 31 djevojcica i 19 djecaka; 25-ero s oligoartikularnim tipom, 15-ero s
poliartikularnim tipom 1 desetero sa sistemskim tipom JIA) i 23-oje djece kontrolne skupine
(prosjecne dobi 7 godina (2-6)). U svih bolesnika uzeta je venska krv u aktivnoj fazi 1 u remisiji
bolesti. U 16 bolesnika s oligoartikularnim tipom uzeta je 1 sinovijalna teku¢ina. Broj Tr
(definiranih kao CD4"CD25™" i CD4"CD25""CCR4") analiziran je proto¢nom citometrijom.
Koncentracije citokina IL-18 i IL-10 u uzorcima seruma, sinovijalne tekuc¢ine i nadtaloga kultura
stimuliranih (s forbol-miristat-acetatom) i nestimuliranih limfocita izmjerene su pomocu
komercijalnih ELISA kitova.

Rezultati: Serumske razine IL-18 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA bile su znacajno poviSene u
odnosu prema drugim tipovima JIA, u aktivnoj fazi i u remisiji bolesti (P < 0,001), dok nije nadena
znacajna razlika izmedu bolesnika s oligoartikularnim i poliartikularnim tipom JIA i kontrolne
skupine. Iako se razina IL-18 u bolesnika sa sistemskim tipom JIA znafajno smanjila u remisiji

bolesti (P = 0,004), i dalje je ostala nekoliko puta viSa u usporedbi s drugim tipovima JIA (P <
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0,001). Serumske razine IL-10 u bolesnika s JIA bile su viSe nego u kontrolnoj skupini, medutim
razlika je bila statisticki znacajna samo u remisiji bolesti (P = 0,004), dok su razine IL-10 u
nadtalogu kultura stimuliranih i nestimuliranih limfocita bolesnika bile znacajno vise i u aktivnoj
fazi 1 u remisiji bolesti u odnosu prema kontrolnoj skupini (P < 0,001). U sinovijalnoj teku¢ini
razina IL-10 znacajno je viSa od one u serumu (P = 0,001). Broj i udio CD4"CD25"" limfocita u
bolesnika s JIA povetavao se s aktivnoS¢u bolesti (od 0,16% do 0,30% ukupnih limfocita),
dostizuéi nalaz kontrolne skupine (0,39%). Nije naden dosljedan uzorak broja i udjela CD4"CD25™
i CD4"CD25""CCR4" limfocita s obzirom na tip ili fazu bolesti.

Zakljucak: Navedeni rezultati govore u prilog vaznoj ulozi IL-18 u patogenezi sistemskog tipa JIA.
Razina IL-18 povezana je s laboratorijskim nalazima sustavne upale, a ostaje poviSenom i za
vrijeme remisije bolesti, Sto upucuje na to da se IL-18 proizvodi sustavno, dok su limfociti u upalom
zahva¢enom zglobu glavni izvor IL-10. Nalaz visokih razina proupalnih medijatora (IL-18) zajedno
s niskim razinama protuupalnih medijatora (IL-10 i Tr) u remisiji bolesti upucuje na to da za
vrijeme «klini¢ki mirne» faze postoji aktivnost imunoloSkog sustava, te da remisija ne smije biti
zanemarena kao S$to je to danas. Stoga, nove smjernice u lijeCenju JIA i srodnih bolesti trebaju biti
usmjerene ne samo na supresiju upale u aktivnoj fazi, nego i na kontrolu imunosnog sustava u

remisiji bolesti.
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10. SUMMARY

Analysis of pro-inflammatory (IL-18) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines and regulatory

T (Tr) cells in patients with juvenile idiopathic arthritis (JIA)

Introduction: Juvenile idiopathic arthritis (JIA) is multisystemic autoimmune inflammatory disease.
Although various factors have been proposed as the key mediators, immunopahtogenesis of JIA is
still not clear. The aim of my study was to elucidate the role of regulatory T cells (Tr) as well as
interleukin (IL)-18 and IL-10, as representatives of pro-inflammatory and anti-inflammatory

cytokines, respectively.

Patients and Methods: Fifty children with JIA (mean age 5.5 years (range: 1 — 18); 31 girls, 19 boys;
25 with oligoarticular JIA, 15 with polyarticular JIA and 10 with systemic JIA) and 23 healthy
children (mean age 7 years (range: 2 — 16)) were enrolled. Blood samples from patients were
obtained in active and inactive phase of disease. Synovial fluid samples were collected from 16
patients with oligoarticular JIA. The levels of Tg (defined as CD4"CD25"" or CD4*CD25""CCR4")
were analysed by flow cytometry. Concentrations of IL-18 and IL-10 were determined in blood
serum, synovial fluid, and supernatants of phorbol-myristate-acetate -stimulated and unstimulated
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) using commercial ELISA kits.

Results: Serum levels of IL-18 in systemic JIA were significantly higher than in other forms of
disease, both in active and inactive phase (P < 0.001), while the IL-18 levels in children with
oligoarticular and polyarticular JIA were comparable to the healthy controls. Although the
concentrations of IL-18 in systemic JIA decreased significantly during remission (P = 0.004), they

remained several-fold higher than in the other groups (P < 0.001). JIA patients had higher
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concentrations of IL-10 in serum than healthy children, but the difference was significant only
during the remission (P = 0.004). On the other hand, PBMC of JIA patients produced more IL-10 in
both active and inactive phase of disease (P < 0.001). In addition, more IL-10 was detected in
synovial fluid than in blood serum (P = 0.001). The proportion and number of CD4"CD25"*
lymphocytes in children with JIA increased with activity of the disease (from 0.16% to 0.30% of
total lymphocytes), approaching the levels found in healthy children (0.39%). No consistent pattern
of CD4"CD25™ and CD4"CD25""CCR4" lymphocyte counts was found regarding the subtype of
JIA or phase of disease.

Conclusion: These results underline the importance of IL-18 in the pathogenesis of systemic JIA.
The levels of IL-18 correlated rather well with the other indicators of systemic inflammation and
were relatively high even during clinical remission. It seems that the IL-18 was produced
systemically while the inflamed joints were the main site of production of IL-10. High
concentrations of pro-inflammatory factors (IL-18) together with lower levels of anti-inflammatory
mediators (IL-10 and Tr) in inactive phase of disease, indicates that even in clinical remission there
is activity of the immune system and that this “silent” phase should not be neglected, as it is usually.
These findings imply that new strategies of clinical management of JIA and related disorders should
be focused not only on suppression of overt inflammation in active phase, but on control of immune

process in remission as well.
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