UNIVERZITET U NISU
MEDICINSKI FAKULTET

Dragana S. Lazarevi¢

UTICAJ POLIMORFIZMA Fokl GENA ZA VITAMIN D
RECEPTOR | TNFo—308 GENA ZA FAKTOR NEKROZE
TUMORA NA TEZINU | ISHOD BOLESTI KOD DECE
SA JUVENILNIM IDIOPATSKIM ARTRITISOM

DOKTORSKA DISERTACIA

Nis, 2016.



UNIVERSITY OF NIS
FACULTY OF MEDICINE

Dragana S. Lazarevi¢

INFLUENCE OF VITAMIN D RECEPTOR Fokl AND TUMOR
NECROSIS FACTOR TNFa-308 GENE POLYMORPHISM
ON SEVERITY AND LONG TERM OUTCOME
IN JUVENILE IDIOPATHIC ARTHRITIS

DOCTORAL DISSERTATION

Nis, 2016.



ZAHVALNICA

Posebnu zahvalnost dugujem svojoj mentorki prof. dr Jeleni Vojinovi¢ na stalnoj i
strucnoj pomoci koja je nesebicno ulozila svoje znanje, strucnost i iskustvo dajuci dragocene
sugestije i komentare i svojim primerom nesvakidasnje energije mi je pomogla u realizaciji

dela svojih profesionalnih ambicija.

Zahvaljujem prim. dr sci med. Gordani Susi¢ sa Instituta za reumatologiju u Beogradu

na predusretljivosti i saradnji tokom izrade doktorata.

Zahvaljujem prof. dr Tatjani Jevtovié-Stoimenov sa Medicinskog fakulteta u Nisu na

strucnoj pomoci i nesebicnoj saradnji tokom izvodenja molekularnog dela istraZivanja.

Veliku zahvalnost dugujem doc. dr Jeleni Basi¢ sa Medicinskog fakulteta u Nisu, Sto mi
je pruzila nesebicnu pomoc, uvela u polje medicinske genetike i pomogla u izvodenju

genetskog dela istrazivanja.

Prof. dr Srdanu Pasi¢u sa Medicinskog fakulteta u Beogradu dugujem zahvalnost na

kolegijalnoj podrsci tokom izrade doktorata.

Zahvaljujem se profesorima i kolegama iz Naucnoistrazivackog centra za biomedicinu,
Medicinskog fakulteta u Nisu, bez cije pomoci ne bih mogla da ostvarim osnovnu zamisao
ovog istrazivanja.

Ova doktorska disertacija je uradena u okviru projekta Ministarstva nauke Republike
Srbije “Preventivni, terapijski i eticki pristup preklinickim i klinickim istraZivanjima gena i
modulatora redoks celijske signalizacije u imunskom, inflamatornom i proliferativnom

odgovoru celije”, broj 41018, ciji je rukovodilac prof. dr Dusica Pavlovic.

Dr Dragana Lazarevi¢



Mentor

Naslov:

Rezime:

Nauéna oblast:

Naucna
disciplina:

Kljuéne reci:

UDK:

CERIF
klasifikacija:

Tip licence
Kreativne
zajednice:

Podaci o doktorskoj disertaciji

Prof. dr Jelena VVojinovi¢, redovni profesor, Medicinski fakultet, Univerziteta u Nisu

Uticaj polimorfizma Fokl gena za vitamin D receptor i TNF-a-308 gena za faktor
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Cilj istrazivanja bio je ispitivanje uticaja polimorfizma Fokl gena za vitamin D receptor
(VDR) i TNF-a -308 gena za faktor nekroze tumora (TNF-a) na dugotrajni ishod
le¢enja bioloskim lekovima kod dece sa juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA).
Retrospektivno su analizirani podaci JIA pacijenata koji se kontinuirano prate kroz
registar bioloske terapije tokom 6 godina pracenja. Svim pacijentima uzorkovana je krv
za izolaciju dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) i genetsko testiranje na prisustvo
TNF-a (G-308A) i Fokl VDR polimorfizma. Aktivnost bolesti i remisija su definisani
pomoc¢u ACR Pedi kriterijuma. Rezultati istrazivanja su pokazali da izmedu razli¢itih
JIA podtipova nije postojala statisticki znacajna razlika u distribuciji TNF-a-308 i Fokl
VDR genetskih polimorfizma. Pacijenti sa -308 GG (p=0,004) i GA (p=0,026)
genotipom, za TNF-0-308 polimorfizam, su ¢esc¢e postizali dobar klinicki odgovor u
odnosu na one sa -308 AA genotipom nakon 36 meseci pracenja. Pacijenti sa FF
(p=0,006) i Ff (p=0,036) genotipom, za Fokl VDR polimorfizam, su nakon primene
bioloske terapije imali nizu aktivnost bolesti i ¢eS¢e su postizali povoljan klini¢ki
odgovor u poredenju sa nosiocima ff genotipa na kraju opservacionog perioda.
Prisustvo -308 TNF-a polimorfizma nije imao statisticki zna¢ajan uticaj na postizanje
remisije, za razliku od Fokl polimorfizma Kkoji je imao statisti¢ki znacajnog uticaja na
mogucnost postizanja remisije tokom SestogodiSnjeg perioda pracenja. Pacijenti sa
homozigotnim prisustvom ff genotipa statisticki znacajno nisu postizali pozitivni
terapijski odgovor na primenu bioloskih lekova dok su pacijenti sa heterozigotnim
prisustvom Ff genotipa statisticki Ce$¢e postizali remisiju tokom Sestogodisnjeg
pracenja (x*=6,52, p=0,038). Nosioci TNF-a-308 AA genotipa i VDR ff genotipa imaju
manju verovatnocu za postizanje maksimalnog terapijskog odgovora ¢ak i uz primenu
bioloske terapije.
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LISTA SKRACENICA
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I UVOD

1.1. Definicija juvenilnog idiopatskog artritisa

Juvenilni idiopatski artritis (JIA) po definiciji predstavlja pojavu hroni¢nog upalnog
procesa jednog ili viSe zglobova koji traje najmanje 6 nedelja 1 javlja se kod deteta pre
njegovog navrSenog 16. rodendana (1, 2). Predstavlja naj¢eS¢e reumatolosko oboljenje decjeg
uzrasta, od koga oboli svako hiljadito dete (3), ali prava incidenca bolesti jos uvek nije
poznata. U Evropi i Americi oboli 7 do 21 dece na 100 000 dece godisnje (4). Nazalost podaci
o incidenci u naSoj zemlji jo§ uvek ne postoje. Hroni¢na upala zgloba tj. artritis podrazumeva
upalu zgloba i okolozglobnih struktura. Klinicki se manifestuje kao prisustvo najmanje dva od
tri sledeca simptoma: otok, bol na palpaciju i ograni¢en obim pokreta zgloba (5). U de¢jem
uzrastu artritisi mogu predstavljati ozbiljan diferencijalno dijagnosticki problem jer se javljaju
kao deo klini¢ke slike razli¢itih bolesti i patoloskih stanja. Pravilnu dijagnozu je moguce
postaviti samo na osnovu dobro uzete anamneze 1 klinickog pregleda uz poznavanje
specifinosti klinicke prezentacije zglobnih tegoba u razli¢itim oboljenjima.

JIA je ranije bio nazivan razliCitim terminima: juvenilni reumatoidni artritis (JRA) i
juvenilni hroniéni artritis, koji su bili aktuelni sve do kraja proslog veka. Internacionalna liga
za borbu protiv reumatizma (ILAR) je usvojila savremeni naziv "juvenilni idiopatski artritis" i
nove dijagnosticke i klasifikacione kriterijume jo§ 1994. godine, koji su do sada revidirani ve¢
dva puta, aktuelan je onaj iz 2001. godine (1, 6). Ovaj naziv potencira idiopatski karakter ovih

hroni¢nih oboljenja koja se javljaju u de¢jem uzrastu.

1.2. Etiopatogeneza JIA

Etiologija bolesti jo§ uvek nije do kraja razjaSnjenja. Danas je poznato da delovanje
specificnih infektivnih patogena ili delovanje nekih od faktora spoljne sredine u genetski
predisponiranih osoba mogu dovesti do izmenjene regulacije imunog odgovora koji pokrece
nespecifi¢nu sistemsku zapaljensku reakciju i dovodi do ispoljavanja karakteristi¢ne klinicke
slike pojedinih podtipova JIA (7, 8). Jasna genetska uslovljenost i povezanost sa pojavom JIA
nije utvrdena, ali dokazi o bitnoj naslednoj komponenti postoje, obzirom da su brojne
porodi¢ne studije pokazale povecanu prevalencu pojave JIA kod bliskih srodnika (9). Ukoliko

bi genetska predispozicija jedino bila presudna za nastanak bolesti, onda bi se o¢ekivalo da su
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jednojajéani blizanci u podjednakom riziku za razvoj JIA, medutim dokazano je da ukoliko
jedan od blizanaca ima JIA kod drugog se moze ocekivati pojava bolesti u 25-40% slucajeva
(10). Ovakvi podaci na indirektan nacin dokazuju da osim genetske skolonosti u procesu
etiopatogeneze veliki znacaj pripada i trigger faktorima (najéeS¢e su to faktori spoljne

sredine) da li ¢e se bolest manifestovati (11).

1.2.1. Genetska heterogenost JIA

Dosadasnje mnogobrojne studije i istrazivanja na genima histokompatibilnosti su
dokazala znacaj povezanosti pojedinih HLA lokusa sa pojavom JIA ili njihov protektivni
efekat na nastanak JIA (12). Do danas je utvrden veéi broj alela HLA skupine I (HLA A-2 i
HLA B27) i Il (HLA DRB1) koji pokazuju povecanu ucestalost javljanja u bolesnika s
odredenim podtipom JIA i imaju prognosticki znacaj. HLA B27 je prvi genetski faktor za koji
se dokazalo da je udruzen sa pojavom oligoartikularnog oblika artritisa kod decaka, kod kojih
to moze biti prva manifestacija kasnijeg nastanka kliniCke slike artritisa udruzenog sa
entezitisom. Studije su pokazale udruzenost HLA:A2 genskog alela sa ¢e$¢im nastankom
oligoartikularnog i poliartikularnog RF negativnog artritisa. Takode se ukazuje na povezanost
HLA DRB1:01, DRB1:08, nDRB1:11, DRB1:13, DPB1:02 i DQB1:04 sa oligoartikularnim
oblikom, DRB1:08 i DPB1:03 sa poliartikularnim RF negativnim oblikom JIA, dok je
poliartikularni RF pozitivni oblik bolesti udruzen sa DRB1*04, DQA1*03 1 DQB1*03
haplotipom. Ces¢e prisustvo HLA DRB1*01, DQA1*010, DQB1:05 kao i HLA B27
haplotipa prisutno je kod obolelih od psorijaznog artritisa i artritisa udruzenog sa entezitisom,
dok je kod sistemskog oblika JIA dokazano c¢esce prisustvo HLA-DRB1*11 (13).
Interesantno je da su istrazivanja dokazala protektivni efekat pojedinih haplotipova poput
HLA DRB1*04 i DRB1*07 na nastanak oligoartikularnog oblika bolesti (11,14). lzuzev HLA
antigena utvrdeni su i drugi geni u podrucju i izvan podru¢ja HLA regije koji su ukljuceni u
patogenezu JIA (15), te se danas zna da vazan genetski uticaj na pojavu odredenog podtipa
JIA imaju polimorfizmi nukleotida gena (SNP - single nucleotide polimorphism). Utvrdeno je
udruzeno prisustvo specificno razli¢itih SNP sa oligoartikularnim 1 poliartikularnim RF
negativnim podtipovima JIA (14). Vaznu ulogu u pojedinim podtipovima JIA ima i ekspresija
specificnih gena. Dokazano je prisustvo razliCite ekspresije HLA gena izmedu bolesnika kod
kojih je oligoartikularni JIA poceo pre i posle 6-te godine Zivota. Slicno ovome uoceno je

prisustvo razli¢ite genske ekspresije u zavisnosti od uzrasta na poc€etku bolesti i kod bolesnika
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sa RF negativnim poliartikularnim oblikom bolesti. U sistemskom JIA ovakve razlike u

zavisnosti od uzrasta bolesnika nisu uocene (16, 17).

1.2.2. Imunopatogenetska heterogenost JIA

Poslednjih dvadeset godina veliki broj razli¢itih imunoloskih istrazivanja ukazao je na
imunopatogenetsku razliku u nastanku sistemskog oblika i ostalih podtipova JIA, te se nakon
dvadesetogodi$njeg istrazivanja danas zna da je sistemski JIA posledica poremecaja
primarnog imunog odgovora i nastalog nekontrolisanog autoinflamatornog procesa koji moze
predstavljati diferencijalno dijagnostic¢ki problem u odnosu na razli¢ite sindrome periodi¢ne
febrilnosti (18). Saznanje da klju¢nu ulogu u nastanku ovog autoinflamatornog procesa imaju
tri citokina: IL1, IL 6 i IL 18 je doprinelo razvoju drugacijeg terapijskog pristupa, a samim
tim i prognoze pacijenata sa sistemskim formom JIA (19, 20). Kod ostalih podtipova glavnu
ulogu u nastanku bolesti ima poremecaj steCenog imunog odgovora. Nakon delovanja nekog
antigena iz okolne sredine, dolazi do nespecifi¢ne zapaljenske reakcije i disregulacije imunog
odgovora usled ¢ega dolazi do predomincije Thl imunog odgovora, supresije Stvaranja ¢elija
odgovornih za kontrolu inflamacije T regulatornih ¢elija (Treg) i povecane produkcije IL 17 u
T helper (Th17) ¢elijama (15). Aktivacijom Thl imunog odgovora dolazi do povecane
infiltracije sinovijalne membrane i sinovijalne te¢nosti aktiviranim CD4'T limfocitima i
dolazi do poremecaja prirodne ravnoteze citokina u zglobnim strukturama. Usled toga
sinovijalna membrana postaje infiltrisana celijama koje ucestvuju u inflamaciji, sa
predominacijom monocita, makrofaga i sinovijalnih fibroblasta koji nekontrolisano produkuju
proinflamatorne citokine: interleukin-1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) i faktor nekroze tumora
(TNF-a), te sinovijalna membrana koja je glavni target organ u JIA postaje hiperplasti¢na i
hipervaskularizovana (21). Aktivirani makrofagi, limfociti i fibroblasti mogu takode
potencirati proces angiogeneze, used cega dolazi do povecane vaskularizacije sinovije kod
obolelih od JIA. Endotelne ¢elije koje se nalaze u sinoviji eksprimuju adhezione molekule na
povrsini nakon ¢ega dolazi do povecane migracije ¢elija inflamacije unutar zgloba uz pomo¢
hemokina (IL-8) (7). Antigenom aktivirani CD4" T imfociti stimulisu i B ¢éelije preko 01>
integrina, CD154 (CD40 ligand) i CD28. CD 40 predstavlja najvazniji ligand u intercelijskoj
komunikaciji izmedu T i B limfocita. Aktivirani T limfociti na povrSini eksprimiraju ligand za
CD 40, ato je CD 40L. Usled njegovog vezivanja na T i B limfocitima, dolazi do aktivacije B
limfocita i stvaranja imunoglobulina (antitela) na antigen prezentovan od strane T limfocita. B

limfociti stvaraju imunoglobuline (1g), medu kojima je i reumatoidni faktor (RF). Prava uloga

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA 3



UvoD

RF-a u samom procesu patogeneze JIA nije poznata, ali moze dovesti do aktivacije
komplementa nakon stvaranja imunih kompleksa (22). Pored ovoga aktivisani CD4"T putem
¢elijske signalizacije uz uces¢e CD69 i CD11 molekula i sekrecijom solubilnih medijatora
(interferon-y (IFN-y), IL-17) imaju znacaj u aktivaciji matriks metaloproteinaza (MMP),
enzima koji vrSe degradaciju komponenti ekstracelularnog matriksa i1 predstavljaju glavne
medijatore oStecenja zgloba u JIA. Poslednjih godina mnogobrojne studije su usmerene na
detekciju citokina kod odredenih podtipova JIA, na merenje njihove koncentracije i korelacije
sa aktivno$c¢u bolesti kao moguceg terapijskog i prognostickog biomarkera (23, 24).

TNF-a 1 IL-1 su citokini koji se mogu naci u sinovijalnoj te¢nosti, imaju vaznu ulogu u
nastanku bolesti, stimuliSu mezenhimalne ¢elije (sinovijalne fibroblaste, osteoklaste i
hondrocite), dovodeci do oslobadanja matriks metaloproteinaza (MMP), enzima koji dovodi
do destrukcije zglobnih struktura. Usled opisanih deSavanja dolazi do zadebljanja sinovije |
formiranja panusa koji degradira zglobnu hrskavicu 1 suzava zglobni prostor, dok istovremeno
dolazi do aktivacije IL-1 koji stimuliSe osteoklaste odgovorne za proces resorpcije kosti (7)
(Slika 1).
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i druga auto-antitela
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Slika 1. Imunoloski mehanizmi u patogenezi JIA
preuzeta iz: Choy EH, Panayi GS. Cytokine pathways and joint inflammation in rheumatoid arthritis.
N Engl J Med 2001;344 (12):907-16.
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1.3. Znacaj genskog polimorfizma u imuno-patogenezi JIA

Polimorfizam jednog nukleotida - SNP (single nucleotide polymorphism), predstavlja
zamenu jedne baze koja se moze desiti u bilo kom regionu DNK, a neki od njih mogu dovesti
do varijacije transkripcije 1 sinteze proteina i na taj nacin direktno uticati na patogenezu
bolesti i njen ishod (25). Obzirom na to da jos uvek postoje kontradiktorni podaci o ulozi

polimorfizama u razli¢itim bolestima, njihovo izu¢avanje jos uvek ima veliki znacaj.

1.3.1. Polimorfizam gena za faktor nekroze tumora (TNF-a)

Faktor nekroze tumora TNF-a pripada grupi multifunkcionalnih proinflamatornih
citokina, a primarni naziv je dobio po svojoj sposobnosti da pokrene nekrozu transplantiranih
tumorskih ¢elija misa (26). Predstavlja vazan regulator inflamatornog procesa i poseduje
mnogobrojne imunostimulatorne aktivnosti (27). Primarno ga sekretuju aktivirani makrofagi,
a moze se sintetisati u ¢elijama prirodnim ubicama NK (natural killer cells), neSto manje u B i
T limfocitima i malignim c¢elijama. Nakon stimulacije pod uticajem razli¢itih signalnih
molekula (citokini IL-1 i IFN-y), signali se sa receptora na ¢elijskoj membrani prenose u
citoplazmu, pri ¢emu se aktiviraju transkripcioni faktori, koji se potom vezuju za promotorne
regione target gena, sa sledstvenom transkripcijom odgovarajuc¢e informacione-RNK i
sintezom TNF-a. Tako sintetisan TNF-a predstavlja transmembranski protein, koji je
sastavljen od tri identi¢ne subjedinice i 212 amino kiselina, sa intracelijskim amino, i
ekstracelijskim karboksilnim krajem. Ekstracelijski deo ovog transmembranskog proteina se
moze otpustiti u cirkulaciju uz pomo¢ TNF-a konvertujuéeg enzima (TACE) i postati zrela
forma TNF-a tj. solubilni molekul. Solubilni TNF-a u cirkulaciji se nalazi kao homotrimer
oblika trostrane piramide (28) i svoje bioloske efekte ostvaruje nakon vezivanja za
odgovarajuce receptore na ¢elijskoj povrsini (TNF R). Ovi receptori (TNF R) su prisutni na
svim Celijjama u organizmu. TNF-a se moZe vezivati za veci broj razli€itih receptora, bilo da
su iz grupe TNF-RI (p55) ili TNF-RII (p75). TNF-RII ima veéi afinitet od TNF-RI za
vezivanje TNF-a (29) i pri niskim koncentracijama ovog citokina nastaje kompleks sTNFR-
TNF-a, Sto stimuliSe proliferaciju T limfocita, nastanak proinflamatornog odgovora i
prolongira njegove efekte dovode¢i do osteCenja tkiva (8). Medutim, u uslovima visokih
koncentracija TNF-o, TNF-RI uslovljava nastanak citotoksi¢ne reakcije dovodeéi do cCelijske
smrti (30). | TNF-RI i TNF-RII se mogu pronaéi u solubilnoj formi receptora (STNFR), koja
nastaje delovanjem proteaza (TACE) na transmembranski receptor, nakon vezivanja TNF-ao

za receptor. Ove solubilne forme neutraliSu TNF-a kompeticijom sa celijskom formom
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receptora, stabilizuju i sprecavaju aktivnost TNF-a. Mnogobrojne studije kod pacijenata sa
JIA su dokazale da postoji korelacija koncentracije solubilnih receptora, pri ¢emu nivo
receptora u serumu najbolje korelira sa klinickim i laboratorijskim parametrima aktivne
bolesti (31, 32). Takode, dokazano je da nivo TNF-a i njegovih receptora u sinovijalnoj
teCnosti pacijenata sa JIA prevazilazi vrednosti u serumu (33). TNF-a signalnim putevima
stimuliSe sintezu proteina akutne faze, povecava ekspresiju adhezionih molekula u endotelu
krvnih sudova i fibroblastima ¢ime olakSava ulazak neutrofila i makrofaga na mesto
inflamacije, stimuliSe endotelne celije 1 makrofage na sekreciju hemokina, uslovljava
nekontolisanu produkciju proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6 i TNF-a) koji stimulisu
mezenhimalne ¢elije (sinovijalne fibroblasti, osteoklaste i hondrocite), dovode¢i do
oslobadanja matriks metaloproteinaza (MMP), enzima koji dovodi do oStecenja tkiva i
destrukcije zglobnih struktura. Centralnu ulogu TNF-a u patogenezi JIA dokazuje povecana
koncentracija TNF-a u sinovijskoj te¢nosti i sinovijalnim tkivima nadena u obolele dece (34).
Obzirom na ova saznanja, napredovanje u oblasti genetskog inzenjeringa omogucilo je
primenu bioloske terapije kod JIA, sto je rezultovalo promenom toka i ishoda obolelih od JIA.
Nazalost, i pored primene TNF blokatora primeceno je da neki od pacijenti ostaju bez
klini¢kog odgovora, imaju tezu formu bolesti i loSiju prognozu. To je pokrenulo mnogobrojna
genetska istrazivanja u cilju utvrdivanja potencijalnog bioloskog markera koji ¢e imati
prediktivni znacaj za nastanak, tok i ishod lecenja bolesti kod ovih pacijenata.

Gen koji kodira sintezu TNF-o nalazi se na kratkom kraku hromozoma 6p21. 3 duzine
je 3 kb i sadrzi 4 egzona, izmedu kojih je umetnuto 3 introna (35). Gen je smeSten unutar
klase 11 regiona glavnog histokompatibilnog kompleksa (MHC), izmedu gena koji kodiraju
klasu 1l humanog leukocitnog antigena (HLA molekula DP, DQ i DR) i klase | (HLA-A, B,
C) (30, 36). Kontrola ekspresije gena odgovornih za proces transkripcije nalazi se na 5’
regionu gena za TNF-a. Upravo u ovom regionu je opisano nekoliko razli¢itih polimorfizama,
obzirom da kodira vise gena uklju¢enih u imunoloski proces, i to u pozicijama -1031
(supstitucija T — C, nazvan -1031C), -863 (C — A, -863A), -857 (C —T, -857T), -308 (G —
A, -308A), -238 (G — A, -238A) (37). Osim pomenutih, nadeni su i retki polimorfizmi u
polozaju -851, -575, -419, -376, -162, -49 (promotor gena), ali i u prvom intronu u polozaju
+488 (38). Najcesce proucavan polimorfizam je u promotoru gena za TNF u poziciji -308, pri
¢emu dolazi do supstitucije guanina adeninom (G—A). Medutim, jo§ uvek postoje
kontraverzni podaci 0 njegovoj ulozi u ekspresiji gena za TNF-a. "In vivo" istrazivanja su
pokazala da -308A alel ima povecanu transkripcionu aktivnost u poredenju sa -308G alelom

(39-41). Neki autori potvrduju udruzenost alela -308A sa povecanom transkripcionom
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aktivno$¢u u odnosu -308G, dok drugi dokazuju da je ovaj polimorfizam bez uticaja na
stvaranje TNF-a. Dosadasnje studije su potvrdile postojanje udruzenosti ovog polimorfizma
sa poveCanim rizikom za nastanak autoimunih bolesti, poput dijabetes mellitusa tip I,
miastenije gravis, sistemskog lupusa eritematozusa (SLE), antifosfolipidnog sindroma,
Guillain Barreovog sindroma, astme, dermatomiozitisa (42-45). Mnogobrojna istrazivanja su
se bavila proucavanjem uticaja ovog polimorfizma kao predisponirajuceg faktora na tezinu
klinicke slike i prognoze bolesti kod pacijenata obolelih od RA, kao i kod dece sa JIA (36, 46-
48). Postoje kontradiktorni podaci razli¢itih autora o uticaju ovog polimorfizma na tok i ishod

bolesti (49-51).

1.3.2. Polimorfizam gena za vitamin D receptor (VDR)

Danas postoje jasni dokazi da vitamin D3 predstavlja hormon koji ostvaruje vaznu ulogu
u brojnim bioloskim procesima u naSem organizmu (52). lzuzev krucijalne uloge u
regulisanju metabolizma kalcijuma, dokazana je 1 njegova bitna uloga u regulaciji ¢elijske
proliferacije i diferencijacije tj. imunomodulacije (53). Celije imunog sistema (B i T limfociti,
antigen prezentujuce celije) izuzev Sto sintetiSu vitamin D, omogucavaju i njegovu autokrinu
funkciju preko vitamin D receptora koji se nalaze eksprimirani na njihovoj povr$ini. Svoje
imunoloske efekte ostvaruje inhibiraju¢i B ¢elijsku proliferaciju i diferencijaciju i sintezu
imunoglobulina. Imunomodulatorno dejstvo ostvaruje putem inhibicije proinflamacije
suprimirajuci T ¢elijsku proliferaciju i oslobadanje Thl citokinskog profila (IL2, INFy i TNF-
a), dok istovremeno potencira antiinflamatorni efekat i preusmerava imuni odgovor u pravcu
Th2 i oslobada citokine: 1L4, IL5 i IL10. Takode dovodi do povecane aktivnosti Treg ¢elija i
inhibira produkciju Th17 citokina, $to dovodi do oslobadanja antiinflamatornih citokina
(IL20). Inhibitorni efekat na oslobadanje proinflamatornih citokina ostvaruje i na nivou
monocita i dendriti¢nih ¢elija (54). Metabolicki je inertan i svoje delovanje ispoljava tek posle
transformacije u aktivne metabolite. U organizam se unosi hranom u obliku vitamina D,
(kalciferola) i vitamina D3 (holekalciferola). Pored egzogenog unosa, vitamin D3 u organizmu
nastaje konverzijom prekursora 7-dehidroholesterola u previtamin Dz pod uticajem
ultravioletnog spektra sunceve svetlosti, koji potom izomerizuje u vitamin D3 procesom
zavisnim od telesne temperature. Prvi korak u metabolizmu neaktivnog vitamina D je
hidroksilacija u 25-hidroksivitamin D (25-[OH]D) koja se odvija u mikrozomima jetre pod
dejstvom enzima 25-hidroksilaze, dok se druga hidroksilacija odvija u mitohondrijama ¢elija
proksimalnih tubula, kada nastaje aktivna forma 1,25-dihidroksivitamin D (1,25-[OH].D) —
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kalcitriol pod dejstvom la hidroksilaze. Aktivni metabolit vitamina D deluje mehanizmom
analognim delovanju steroidnih hormona vezuju¢i se za intracelularne receptore koji
pripadaju superfamiliji steroidnih receptora. Svoj bioloski efekat kalcitriol ostvaruje
vezivanjem za specificne regione vitamin D receptora (VDR) koji sa retinoidnim X
receptorom (RXR) stvara heterodimer, koji se vezuje za specifi¢ne regione genoma (VDRE) i
uz pomo¢ koaktivatora i bazalnih transkripcionih faktora (TFIIB) reguliSe transkripciju

nekoliko razli¢itih ¢elijskih gena(55-57) (Slika 2).
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Slika 2. Sinteza i biolo$ki efekti vitamina D
preuzeta iz: Vojinovi¢ J, Cimaz R. Vitamin D - update for pediatric rheumatologists. Pediatr Rheumatol
Online J 2015;13:18.

O znacaju vitamina D3 u funkcionisanju imunog sistema, kako u odbrani organizma
tako i u odrzavanju autotolerancije, ukazuju mnogobrojni podaci skorasnjih istrazivanja (58).
Postoje jasni dokazi da vitamin D uti¢e na nastanak autoimunosti. Njegova deficijencija
udruzena je sa povecanim rizikom za razvoj razli¢itih autoimunih bolesti, poput diabetes
mellitusa tip I, SLE, RA, multiple skleroze, inflamatornih bolesti creva (54, 59, 60). Obzirom
da je inflamacija u reumatoidnom artritisu posredovana Thl imunim odgovorom, vitamin D3
moze u velikoj meri imati uticaj na nastanak bolesti. O ovome svedoce i1 podaci dosadasnjih
istrazivanja, koji ukazuju na inverzan odnos unosa vitamina D3 i rizika oboljevanja od
reumatoidnog artritisa (RA) (61), kao i postojanje negativne korelacije nivoa (1,25-[OH],D)

sa aktivnoscu bolesti. Zapravo pacijenti sa hroni¢im inflamatornim bolestima imaju povecane
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nivoe cirkuliSu¢ih proinflamatornih citokina (TNF-a i IL-6). TNF-o inhibise 1 a
hidroksilaciju (25-[OH]D) dovodec¢i do smanjenja serumske koncentracije (1,25-[OH],D) u
hroni¢nim inflamatornim bolestima. Pacijenti sa visokom aktivnoS¢u bolesti imaju manju
koncentraciju (25-[OH]D) u poredenju sa onima sa manjom aktivnoS¢u bolesti §to je
dokazano kod RA (62). Pored ovoga TNF-a indukuje rezistenciju na delovanje (1,25-[OH].D)
delujuéi na steroidne nuklearne receptore zbog ¢ega u stanjima hroni¢ne inflamacije postoji
negativni bilans kalcijuma i sekundarno povecanje PTH. Zbog svega navedenog
suplementacija vitaminom D je od velikog znacaja kod pacijenata sa hroni¢nim bolestima,
koji su neretko na terapiji steroidima. Pri tome je vazno suplementisati ih sa analozima
vitamina D koji ne zahtevaju 1 o hidroksilaciju, jer je kod ovih pacijenata redukovana
aktivnost 1o hidroksilaze (63).

Gen za VDR se nalazi na dugom kraku hromozoma 12 (12q13. 11) i otkriveno je preko
470 polimorfizama nukleotidne sekvence u humanom VDR genu. Do sada je opisano
nekoliko polimorfizama VDR-a i njihov mogu¢ uticaj na nastanak bolesti. Smatra se da su
upravo SNP odgovorni za polimorfizam gena VDR-a, od kojih su Bsml, Apal (oba na intronu
8) i1 Tagl (na egzonu 9) identifikovani na 3’ regionu gena za VDR. Drugi polimorfni region
Fokl je identifikovan na poc¢etnom kodonu (5’ regionu gena), U egzonu 2 i On se povezuje sa
nastankom mnogih autoimunih bolesti (Slika 3). Fokl SNP je najc¢esc¢e proucavani polimorfizam
koji karakteriSu 2 VDR proteina razlicite strukture i funkcionalnog efekta na Celije imunog
sistema, duzi f-VDR i kra¢i F-VDR. Ovaj polimorfizam je uslovljen translacijom bilo koja od
dva ATG pocetna kodona kada dolazi do supstitucije timina citozinom (T—C). Kod VDR ff
genotipa translacija pocinje na prvom ATG delu, dovodeci do nastanka VDR proteina sacinjena
od 427 amino kiselina, dok kod VDR FF genotipa translacija po¢inje na drugom ATG delu i
daje VDR protein kra¢i za 3 aminokiselinske sekvence (64). Ova dva proteina imaju razlicit
uticaj na proces transkripcije (65). In vitro istrazivanja su dokazala da F (kra¢i protein) ima
vecu transkripcionu aktivnost u odnosu na f (duzi protein) i uti¢e na povecan rizik nastanka
bolesti (66). Dok jedni autori ukazuju na znacaj razlicite ucestalosti alelnih formi i genotipova
za Fokl polimorfizam gena za VDR kod razli¢itih autoimunih bolesti (67), drugi dokazuju
sasvim suprotno (68). Klinicki znacaj identifikacije VDR polimorfizma je upravo u dokazivanju
njegovog uticaja na aktivnost imunog sistema i1 ve¢u ucestalost pojave autoimunih bolesti, kao
prediktivnog faktora toka i tezine klinicke slike obolelih.

Do sada neke od objavljenih studija potvrduju povezanost odredenog genotipa Fokl
polimorfizma VDR-a sa rizikom oboljevanja od RA (69). Medutim, podaci o eventualnoj

korelaciji distribucije odredenih alela VDR polimorfizma sa tezinom klinicke slike u obolelih
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od RA nedostaju. Do danas nisu poznati ni podaci o distribuciji VDR polimorfizma i njihovog

uticaja na tezinu klinicke slike 1 ishod bolesti kod dece obolele od JIA.
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Slika 3. Struktura VDR gena i regioni polimorfizama gena za VDR
preuzeta iz: Rangaathan P. Genetics of bone loss in rheumatoid arthritis - role of vitamin D receptor
polymorphisms. Rheumatology 2009;48:342-346.

1.4. Klasifikacija juvenilnog idiopatskog artritisa

JIA ne predstavlja jednu bolest ve¢ heterogenu grupu inflamatornih oboljenja, koje
imaju specifi¢nu polnu, uzrastnu i genetsku predispoziciju, razli¢ite klinicke karakteristike,
tok 1 prognozu bolesti. ILAR jasno definiSe 7 razliCitih podtipova bolesti u zavisnosi od broja
zahvacéenih zglobova u prvih Sest meseci bolesti i prisutnih ekstraartikularnin manifestacija:
sistemski artritis, oligoartritis (perzistentni i prosireni), poliartritis sa negativnim reumatoidnim
faktorom (RF), poliartritis sa pozitivnim RF faktorom, psorijazni artritis, artritis sa entezitisima i
nediferentovani artritis (Tabela 1).

Poznavanje pojedinacnih fenotipskih karakteristika, genetskih i seroloskih specifi¢nosti
svakog od JIA podtipa je omogucila razvoj specificnih dijagnostickih 1 terapijskih algoritama

¢ime je izmenjen koncept lecenja, unapreden kvalitet Zivota obolelih i prognoza ishoda bolesti.

1.4.1. Sistemski JIA

Predstavlja multisistemsko oboljenje sa klinickim 1 laboratorijskim znacima izrazene 1
generalizovane inflamacije, koje se po etiopatogenetskom mehanizmu nastanka izdvaja od
ostalih podtipova JIA. Od ukupnog broja bolesnika sa JIA u ovu podgrupu spada oko 10-15%
obolele dece, sa podjednakom zastupljeno$¢u oba pola (19). U pogledu pocetka prvih
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simptoma postoji blago povecana ucestalost u periodu do pete godine zivota, ali je opisana i
retka pojava bolesti u adutnom periodu (Stilova bolest).

Obavezan dijagnosticki kriterijum jeste pojava artritisa i poviSene telesne temperature
intermitentnog tipa koja traje dve nedelje i1 prac¢ena je pojavom eritematozne makulozne ospe
koja se javlja na predilekcionim mestima: prednja strana grudnog kosa i trbusnog zida i
ekstenzornim stranama proksimalnih delova ekstremiteta. Karakteristi¢no je da se ospa javlja
samo u skokovima temperature, da bi nestala sa normalizacijom telesne temperature.

Opste stanje deteta moze biti izuzetno tesko tokom perioda febrilnosti, da bi se van tog
perioda deca sasvim dobro osecala. Artritisi u sistemskoj formi JIA nemaju visoki evolutivni
tok i obi¢no zahvataju cervikalni deo ki¢menog stuba, temporomandibularne zglobove, a u
kasnijem toku i kukove. Ostali simptomi koji se mogu javiti jesu generalizovana
limfadenopatija, hepatosplenomegalija i pojava serozitisa, koja ukoliko se javi na srcu u vidu
mioperikarditisa ozbiljno moZe ugroziti zivot deteta (70).

Bolest moze imati monocikli¢ni, policikli¢ni i kontinuirani tok (71).

Druga zZivotno ugroZavajuca komplikacija koju mozemo ocekivati kod sistemskog JIA
jeste sindrom aktivacije makrofaga, koji predstavlja formu rektivne hemofagocitne
limfohistiocitoze koji se javlja u oko 10% dece sa sistemskom formom bolesti JIA i moze
rezultovati fatalnim ishodom kod 8% ovih pacijenata. Terapijski uspeh zavisi od §to ranijeg
prepoznavanja ovog sindroma, koji nastaje zbog nekontrolisane inflamacije, nastale usled
disregulacije imunog odgovora koji je odgovoran za kontrolu aktivacije T limfocita i
makrofaga usled cega nastaje prava prekomerna produkcija citokina dovodec¢i do tzv.
citokinske oluje u organizmu. Raveli i sar. (72) dali su najnovije klinicke i laboratorijske
preporuke za dijagnozu ovog potencijalno zivoto ugrozavajuéeg sindroma, koje neretko moze
imati i subklini¢ku manifestaciju.

Klini¢ki ga karakteriSe iznenadna prividna pojava poboljSanja kod pacijenta, sa
razvojem febrilnosti septi¢nog kontinuiranog toka za razliku od dotada$nje intermitentne
febrilnosti, hepatosplenomegalija, razvoj jetrine isuficijencije i koagulopatije sa hemoragijskim
manifestacijama i neuroloskom simptomatologijom. Laboratorijske specifi¢nosti ovog sindroma
jesu pancitopenija, poviSene vrednosti transaminaza, triglicerida, feritina, laktat dehidrogenaze,
D dimera uz pad vrednosti sedimentacije (SE) i fibrinogena. Dijagnoza sindroma se postavlja
pregledom kostane srzi u kojoj se nalazi veliki broj dobro diferentovanih makrofaga (ili
histiocita) koji aktivno fagocituju hemopoetske ¢elije. Ukoliko primena pulsnih doza methyl-
prednisolona u kombinaciji sa ciklosporinom A nema uspeha jedino transplantacija koStane

srzi moZe postici zaustavljanje akutne inflamacije i uvodenje bolesti u remisiju.
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Tabela 1. ILAR klasifikacioni kriterijumi za JIA iz 2004. godine (1)

1. Sistemski artritis

1. temperatura > 2 nedelje (>39°C bar 1x u toku dana koja se vra¢a <37 °C), dokumentovana u tri dana
2. artritis jednog ili viSe zglobova (> 6 nedelja)
3. prisustvo bar jednog od sledeceg:
- prolazna nefiksirana eritematozna ospa
- uvecanje limfnih Zlezdi- hepato-splenomegalija
- serozitis
2. Oligoartritis

Aurtritis do 4 zgloba u toku prvih 6 meseci bolesti.

a) perzistentni oligoartritis - do 4 zgloba tokom celog trajanja bolesti
b) prosireni oblik - vie od 4 zgloba posle prvih 6 meseci bolesti.

3. Poliartritis sa negativnim RF faktorom

artritis 5 i viSe zglobova u toku prvih 6 meseci bolesti pri ¢emu je test na RF negativan
4. Poliartritis sa pozitivhim RF faktorom

artritis zahvata 5 ili viSe zglobova u toku prvih 6 meseci bolesti, pri ¢emu su 2 ili vise testova na RF
negativna najmanje 3 meseca u toku prvih 6 meseci bolesti.
5. Psorijazni artritis

artritis i psorijaza, ili artritis i 2 od slede¢ih znakova:
- daktilitis
- nokatne promene (tackasta udubljenja ili oniholiza)
- psorijaza u porodici u prvom stepenu srodstva

6. Artritis sa entezitisima

artritis sa entezitisom, ili artritis ili entezitis uz najmanje jos 2 znaka:
- osetljivost sakroilija¢nih zglobova i/ili zapaljenski karakter bola u ki¢mi
- prisustvo HLA-B27 antigena
- pocetak artritisa kod decaka posle 6. godine
- akutni prednji uveitis
- pozitivna porodi¢na anamneza za ankiloziraju¢i spondilitis, artritis
sa entezitisima, sakroilitis sa zapaljenskom boles¢u creva, Rajterov sindrom, ili akutni prednji
uveitis kod rodaka u prvom stepenu srodstva
7. Nediferentovani artritis

artritis ne ispunjava kriterijume za klasifikaciju ili ispunjava za 2 ili viSe kategorija.

1.4.2. Oligoartikularni JIA (perzistentni i proSireni)

Oligoartikularni je naj¢es¢i oblik JIA i karakteriSe ga upala manje od 5 zglobova u prvih
Sest meseci od pocetka bolesti i odsustvo sistemskih znakova. Javlja se kod 40-60%
bolesnika, najcesce izmedu 3-5. godine zivota, 2-3 puta ¢eS¢e kod devojica. Ako upala
ostane lokalizovana na manje od pet zglobova tokom celog trajanja bolesti, onda govorimo o
trajnom (perzistentnom) oligoartritisu. Medutim, ukoliko se u toku 6 meseci od pojave prvih
zglobnih tegoba artritis prosiri na 5 i viSe zglobova onda govorimo o esktendiranoj, proSirenoj
formi oligoartritisa. Oligoartikularni tip JIA karakteriSe asimetri¢na prezentacija i zahvat
krupnih zglobova donjih ekstremiteta, najceS¢e zglob kolena i sko¢ni zglob, a zatim po

redosledu ucestalosti slede laktovi i ruéni zglobovi. Zglob kuka vrlo je retko zahvacen kod
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oligoartikularnog JIA. Roditelji najces¢e primete da dete Stedi nogu 1 hramlje u jutarnjim
casovima, nakon ustajanja iz kreveta. Bol je u pocetku bolesti retko izrazen. Klinicki se cesto
evidentira otok koji se obi¢no pripisuje povredi, koja moze biti i okida¢ bolesti. Deca
zahvaceni ekstremitet drZze u najmanje bolnom polozaju, te ukoliko se bolest ne prepozna rano
i ne zapoc¢ne sa leGenjem na vreme dolazi do pojave fleksione kontrakture zahvaé¢enog zgloba.
Vremenom nastaje vidljiva razika u duzini ekstremiteta (anatomski disegalitet) kao posledica
inflamacije 1 hipervaskularizacije hrskavi¢ave ploce rasta u blizini zapaljenog zgloba.
Ozbiljna vanzglobna manifestacija koja se Cesto vida u kod ovog podtipa JIA jeste hronic¢ni
uveitis, koji je najces¢e asimptomatski 1 ukoliko se na vreme ne postavi dijagnoza i ne zapoce
adekvatno le¢enje moze dovesti do ozbiljnih strukturnih oSte¢enja vida (73). ANA pozitivnost
predstavlja visoki rizik za razvoj uveitisa u ovom podtipu JIA, te su u skladu sa najnovijim
preporukama redovne oftalmoloske kontrole neophodne kod ovih pacijenata (74, 75). Od svih
JIA podtipova imaju najbolju prognozu, posebno ukoliko se radi 0 monoartikularnom zahvatu.

1.4.3. Poliartikularni JIA (RF pozitivan i RF negativan)

Klinicki definiSe prisustvo artritisa u pet i vise zglobova tokom prvih Sest meseci bolesti.
U zavisnosi od prisustva reumatodnog faktora u serumu (RF), razlikujemo dve podgrupe: RF-
pozitivni i RF-negativni poliarikularni JIA. Ce$¢e se javlja u devojlica sa razli¢itom
uzrastnom distribucijom, s tim $to se bolest sa RF- negativnim poliartritisom javlja u mladim
godinama zivota u 15-20% svih obolelih od JIA, za razliku od RF- pozitivhog oblika koji se
obi¢no javlja u periodu adolescencije i to u svega 5 % dece obolele od JIA. Iako je klinicka
slika slicna, medusobno se razlikuju po toku bolesti 1 u prognosticCkom smislu. Pocetak bolesti
je postepen 1 obi¢no pocinje sa simetriénom pojavom artritisa koji najpre zahvata sitne
zglobove Saka i stopala, ru¢ja i skocnih zglobova uz prisustvo jutarnje ukocenosti i osecaja
umora. Ne tako retko bude zahvacen i cervikalni deo ki¢me, kao i temporomandibularni
zglobovi koji vremenom daju karakteristi¢an izgled vilice i nastanak mikrognatije. Vanzgobne
manifestacije bolesti su retke. RF-pozitivni poliartritis najviSe nalikuje adultnom tipu
reumatoidnog artritisa sa pojavom reumatoidnih ¢vori¢a i ranim nastankom erozivnih promena
(76). Poslednjih godina se kod RF-pozitivnog poliartritisa veliki prognosticki znacaj pridaje i
prisustvu anti-CCP antitela, ali dosadasnja istrazivanja u pedijatrijskoj populaciji su pokazala
opreéne rezultate (77). Tok poliartritisa je intermitentan, sa periodima egzarcebacije i remisije.
RF-negativni ima nesto sporije progresivan tok, za razliku od RF-pozitivnog poliartritisa, kod

koga je zbog toga neophodan agresivniji terapijski pristup.
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1.4.4. Artritis sa entezitisom (ERA)

Najces¢e se javlja kod decaka uzrasta starijeg od 6 godina. Najvaznije klinicke
manifestacije jesu oligoartritis krupnih zglobova donjih ekstremiteta i entezitis, koji predstavlja
upalu na mestima pripoja tetiva ili ligamenata za kost. Klinicki se entezitis ispoljava kao bol na
palpaciju, a u kasnijoj fazi se moze palpirati i zadebljanje na mestu zahvacene enteze.
Najcesca lokalizacija entezitisa su pripoj Ahilove tetive i pripoj plantarne fascije na
kalkaneusu. Kod 30 do 40% pacijenata bolest moze zahvatiti i sakroilijatne zglobove
ki¢menog stuba (sakroileitis) (15), te bolest kasnije poprima oblik spondiloartropatije odraslih
(78). Postoji visoka udruzenost sa prisustvom HLA B27 pozitivnosti. Od vanzglobnih
manifestacija Cesta je pojava inflamatorne bolesti creva i akut-nog prednjeg uveitisa, koji se
razlikuje od hroni¢nog uveitisa po tome §to su znaci upale oka vidljivi. Klini¢ki se prezentuje
crvenilom, bolom, pecenjem, pojacanom lakrimacijom i fotofobi-jom. MozZe se javiti jednostrano
ili obostrano i uglavnom prolazi bez sekvela. Tok bolesti je promenljiv. Bolest kod nekih
pacijenata moze uci i u kompletnu remisiju, dok kod drugih moze zahvatiti ve¢i broj zglobova

1 ponasati se kao poliartritis.

1.4.5. Psorijazni JIA

Klini¢ki ga karakteriSe artritis oligoartikularnog ili asimetricnog poliartikularnog tipa 1
pojava koznih promena koje su tipicne za psorijazu. Artritisom su najéeS¢e zahvacdeni
zglobovi kolena, ali Cesto i sitni zglobovi Saka i stopala, a posebno je patognomoni¢na
afekcija distalnih interfalangealnih zglobova (DIP). Zglobne promene mogu par godina
predhoditi pojavi koznih promena, te se u tom slucaju dijagnoza psorijaznog artritisa postavlja
na osnovu artritisa i bar dva od sledec¢a tri kriterijuma: daktilitisa, promene na noktima ili
pozitivne porodi¢ne anamneze psorijaze kod najmanje jednog bliskog srodnika prvog reda
dijagnostifikovane od strane dermatologa. Daktilitis predstavlja karakteristi¢an otok prsta
Sake ili stopala koji prevazilazi granice zgloba tkz. kobasiCasti otok. Promene na noktima
mogu biti u vidu tackastih udubljenja "fenomen naprstka" ili u vidu oniholize - odlubljivanje
nokatne plo¢e od ivice nokta. Poslednjih godina su najnovija istrazivanja pacijenata sa
juvenilnim psorijaznim artritisom pokazala da se u okviru ovog podtipa mogu izdvojiti dve
nove grupe pacijenata: jedna koja najvise po klinickoj prezentaciji nalikuje ANA pozitivhom
oligoartikularnom JIA sa kasnijim nastankom poliartritisa (¢es¢e se javlja kod devojcica,
obi¢no u predskolskom uzrastu, sa pojavom asimetricnog oligoartirisa koji moze kasnije imati

i ekstenzivniji zahvat zglobova i Cestom udruzeno$¢u sa hroni¢nim uveitisom i ANA
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pozitivnoscu) i druga grupa pacijenata koja najvise podseca na artritis sa entezitisom koja li¢i
na spondiloartropatijske forme psorijazog artritisa odraslih (javlja se ¢eS¢e kod decaka i u
kasnijem detinjstvu, a prisutna HLA B27 pozitivnost je ekskluzioni faktor) (79). Shodno
ovome primenjuju se terapijski algoritmi koji najviSe odgovaraju primarnoj klinic¢koj

prezentaciji.

1.4.6. Nediferentovani artritis

Ovde se radi o bolesnicima koji klini¢ki imaju artritis koji traje duze od 6 nedelja, ali ne
ispoljavaju kriterijume za bilo koji od podtipova JIA ili pak ispunjavaju kriterijume za vise od

jednog podtipa JIA.

1.4.7. Uveitis u JIA

Uveitis je nesupurativni upalni proces prednjeg/zadnjeg segmenta oka Kkoji se cesce
javlja u odredenim podtipovima JIA. Tako je poznato da su u vecem riziku da obole ANA
pozitivne devojcCice sa oligoartikularnim 1 proSirenim oligo JIA mlade od sedam godina, kao 1
decaci stariji od 6 godina sa ERA obikom JIA (3). Uveitis predstavlja ozbiljnu ekstraartikularnu
manifestaciju JIA, koja u de¢jem uzrastu moze biti asimptomatska i ukoliko se na vreme ne
postavi dijagnoza i ne sprovede adekvatan tretman moze dovesti do ozbiljnih strukturnih
oStecenja vida (80). Poznato je da ¢ak 30 do 50% dece u trenutku postavljanja dijagnoze ima
ozbiljna ostecenja vida (81). Zbog toga postoje preporuke redovnih oftalmoloskih pregleda (82) i
novi Kkriterijumi za procenu stepena aktivnosti upalnog procesa oka tzv. SUN Kkriterijumi
(Standardization of Uveitis Nomenclature) (83). Najnoviji terapijski algoritmi lecenja JIA

pacijenata sa uveitisom su svakako promenili prognozu i kvalitet Zivota ovih pacijenata (75, 84).

1.5. Dijagnosticka i laboratorijska obrada u JIA

U reumatologiji postoji veliki broj laboratorijski testova, koji imaju za cilj da utvrde da
li negde u organizmu postoji inflamacija i da na taj nacin izdiferenciraju da li se radi o
zapaljenskom ili nezapaljenskom oboljenju zglobova (85). Obzirom da je dijagnoza artritisa
klini¢ka i da ne postoje specifi¢ni laboratorijski testovi koji bi mogli sa sigurnos¢u da potvrde
definitivnu dijagnozu JIA, trazene laboratorijske analize mogu biti od pomoci pedijatrijskom

reumatologu da izdiferencira da se ne radi o nekom patoloskom procesu. Takode omogucavaju
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procenu stepena prisutne inflamacije, pracenje terapijskih efekata lecenja i1 eventualne toksi¢ne
efekte primenjene terapije.
Kompletna krvna slika, biohemijski parametri i imunoloSke analize su sastavni deo

laboratorijskog ispitivanja kod svakog deteta sa zglobnim tegobama.

1.5.1. Laboratorijska obrada

Reaktanti akutne faze zapaljenja — Sedimentacija eritrocita (SE) je jednostavan test
za izvodenje koji ima visoku senzitivnost, ali malu specifiénost. Normalne vrednosti ne
iskljucuju reumatsku etiologiju zglobnih tegoba. Brzina sedimentacije zavisi od mnogobrojnih
faktora koji ne poticu od inflamacije i umanjuju njenu dijagnosti¢ku vrednost. U pedijatrijskoj
reumatologiji je veoma bitan parametar koji se koristi za pracenje aktivnosti bolesti.

C-reaktivni protein (CRP) je jedan od proteina akutne upale koji sintetiSe jetra.
Osetljiviji je biomarker inflamacije od SE, jer na njegovu vrednost ne mogu uticati faktori
koji uti¢u na vrednost brzine sedimentacije, te zbog toga ima vecu dijagnosticku vrednost.
CRP se koristi i kao parametar koji ukazuje na prisustvo infekcija. KarakteriSe ga visoka
senzitivnost, ali mala specifi¢nost.

Imunoloska ispitivanja u JIA — Kod dece obolele od JIA postoji povecana koncentracija
imunoglobulina, i to svih klasa (IgG, IgA, IgM), ali pri tumacenju rezultata treba imati u vidu
fiziolosku 1 uzrastnu specificnost u dec¢joj populaciji. Porast vrednosti IgG korelira sa stepenom
aktivnosti bolesti, posebno kod sistemske i poliartikularne forme bolesti. Povisena vrednost 1gM
je Cesto prisutna kod RF pozitivnog poliartritisa i udruZzena je sa pojavom reumatoidnih
¢vorica.

Imuni kompleksi se mogu sresti u obolelih od JIA, posebno kod sistemske forme bolesti.
Koreliraju sa stepenom aktivnosti bolesti i mogu pokrenuti sistem aktivacije komplementa bilo
klasi¢nim, bilo alternativnim putem, ¢ime se delimi¢no moze objasniti njihovo uc¢es¢e u nastanku
1 odrZavanju zapaljenskog procesa.

RF su imunoglobulini koji se vezuju za Fc fragment IgG i mogu pripadati svim klasama
Ig (IgA, 1gG, IgM, IgD, IgE). Najdostupniji laboratorijski testovi (Latex test, Rose-Walerova
reakcija) koji se koriste zasnivaju se na principu aglutinacije i ne mogu izdiferencirati
pojedinacne izotipove reumatoidnog faktora, za razliku od izoenzimskog kompleksnijeg testa
ELISA metodom. RF pozitivnost tipicna je za poliartikularni JIA, prisutan u svega 5 %
pacijenata. Odlikuje ga visoka specifi¢nost, ali mala senzitivnost, jer se moze naci i kod

zdravih osoba, ali isto tako i u drugim patoloskim stanjima (neke druge autoimune bolesti,
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hroni¢ne infekcije). Zbog toga je veoma nepouzdan dijagnosticki marker za dokazivanje
reumatske etiologije zglobnih tegoba. Retko se javlja kod dece mlade od sedam godina.
Mnogobrojni autori su potvrdili da prisustvo RF pozitivnosti predstavlja lo$ prognosticki marker,
ukazuje na visoko evolutivni tok bolesti i nastanak zglobnih oSte¢enja (76).

Poslednjih godina su mnogobrojna istrazivanja pokusSala da ukazu na znacaj prisutnih anti-
CCP antitela kod RF pozitivnih JIA pacijenata i njihovu povezanost sa agresivnijim tokom bolesti
I ranim nastankom erozivnih promena, nalik na studije koje su to pokazale kod adultnih pacijenata
sa reumatoidnim artritisom. Medutim, rezultati istrazivanja u pedijatrijskoj populaciji su
kontroverzni (86-88).

ANA oznacavaju veliku grupu antitela koja specificno reaguju sa antigenima jedra i
koja su po prvi put bila otkrivena pedesetih godina proslog veka kod osoba obolelih od
sistemskog lupusa. Za njihovu detekciju je pozeljnije koristiti znatno senzitivniju metodu
indirektne imunoflurescence, gde se odredivanje vrsi uz pomo¢ Hep2 ¢elijskih linija u odnosu
na standardni ELISA test, koji je Cesto nestandardizovan (89). U dijagnostickom i
prognostickom smislu bitno je samo njihovo prisustvo, ali ne i titar, jer on ne ukazuje na
stepen aktivnosti bolesti. Od znacaja je odrediti njihovu pozitivnost kod oligo i proSirenog
oligo JIA, posebno u devojcica, jer njihovo prisustvo u ovim podtipovima JIA moze biti od

znacaja i ukazivati na mogué razvoj uveitisa (74, 75).

1.5.2. Vizuelizacione metode u dijagnostici JIA

Vizuelno prikazivanje zglobova je jedna od veoma bitnih metoda u dijagnostici artritisa.
Klasi¢na radiografija je standardna metoda i dostupna je svima. U inicijalnoj fazi bolesti sluzi
prvenstveno za diferencijalnu dijagnozu, obzirom da se ireverzibilne promene na koStanom
sistemu nastale usled hroni¢ne inflamacije u zglobu evidentiraju dosta kasno. Nedostatak
klasi¢ne radiografije jeste i izlaganje dece jonizuju¢em zracenju i nemoguénost kontinuiranog
pracenja bolesti. Zbog toga veliku prednost ima primena muskuloskeletne ehosonografije koja
predstavlja neinvazivnu i bezbednu dijanosticku metodu kod dece i koristi se u svakodnevnoj
klinickoj praksi ve¢ dugi niz godina. Dosadasnja iskustva u inostranim centrima ukazuju na
veliki znacaj i suverenost ove metode. Pomocu pomenute dijagnosticke metode moze se
postaviti rana dijagnoza JIA, pratiti aktivnost bolesti, njena evolucija i efekti le¢enja. Nedavno
su Collado i sar. (78) ukazali na senzitivnost ove dijagnosti¢ke metode u otkrivanju jo§ uvek
aktivnih zglobova u pacijenata koji su klinickim pregledom definisani da se nalaze u stanju

klinicke remisije. EULAR (The European League Against Rheumatism) i PRES (Pediatric
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Rheumatology International Trial Organisation) su ukazali na znacaj koriS¢enja ultrasonografije
muskuloskeletnog sistema u dijagnostici i pracenju terapijskih efekata u svakodnevnom
klinickom radu (90), a standarizacija normativa za procenu aktivnosti bolesti na osnovu
ultrazvucnog nalaza za razli¢ite uzrastne kategorije pedijatriskih pacijenata je potrebna, §to je
predmet buduéih istrazivanja. Nuklearna magnetna rezonanca (NMR) je senzitivna metoda i
omogucava uvid u sve zglobne strukture. Visoka cena pregleda, nemoguénost istovremenog
prikaza veéeg broja zglobova i neophodnost da se dete sedira zbog dugog trajanja pregleda

jesu nedostatci izvodenja ove metode vizuelizacije.

1.6. Algoritam lecenja JIA

Poslednjih godina nova saznanja o etiopatogenezi JIA i napredak genetskog inzenjeringa su
omogucili razvoj 1 primenu najnovijih terapijskih sredstava kod obolelih od JIA. Savremeni
koncept leCenja pacijenata sa JIA ima za cilj da obezbedi dobar kvalitet Zivota ovim pacijentima,
da se aktivnost bolesti dovede pod kontrolu, da umanji subjektivne tegobe, omoguc¢i normalan
rast i razvoj dece, ocuva funkcionalnost zglobova 1 prevenira pojavu deformiteta i nastanak
invalidnosti. Obzirom da se radi o hroni¢noj bolesti neophodna je kontinuirana edukacija
pacijenata i roditelja, kao i stalna psihosocijalna podrska. Terapij-ski pristup u JIA mora biti
strogo individualno prilagoden svakom bolesniku u zavisnosti od podtipa JIA i predstavlja
kombinaciju primene antiinflamatornih i imunomodulatornih lekova uz neophodnost
sprovodenja fizikalne terapije.

Lekovi koji se koriste u terapiji ovih pacijenta dele se na slede¢e grupe: antiinflamatorne
lekove: nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAIL) i kortikosteroidi, lekove koji modifikuju
tok bolesti (LMB): metotreksat, hidroksihlorokin, sulfosalazin i bioloske lekove: etanercept,
infliksimab, adalimumab, anakinra, tocilizumab.

Obzirom da postoje dokazi da u odredenim podtipovima JIA, ve¢ na pocetku bolesti
dolazi do pojave destrukcije zglobova, najnovije preporuke americkog koledza za reumatologiju
(ACR) savetuju Sto agresivniji pristup i ranije uvodenje lekova koji modifikuju tok bolesti, pa
¢ak 1 bioloske terapije ukoliko nema adekvatnog terapijskog odgovora na LMB (3). NSAIL
(Naproksen, Ibuprofen, Indometacin) su efikasni samo kod malog broja JIA bolesnika (kod
25-30%), uglavnom sa oligoartikularnim tipom bolesti 1 karakteriSe ih izuzetno dobra
podnosljivost. Ukoliko nema adekvatnog terapijskog odgovora posle 4 do 6 nedelja kod
oligoartikularnog oblika indikovana je intraartikularna instilacija depo preparata kortikosteroida
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(triamcinolon-heksacetonida) koja se pokazala vrlo efikasnom u terapiji ovog oblika JIA (91)
(Slika 4).

OLIGOARTIKULARNI JIA

ZAHVACENOST DO m
47ZGLOBA |

FAKTORI LOSE PROGNOZE
artritis kuka ili cervikalne ki¢me visoka aktivnost bolesti svi nivoi aktivnosti bolesti | | niska aktivnost bolesti
bez faktora rizika nezavisno od faktora rizika bez faktora rizika

artritis ¢lanka ili ruéja sa
prisutnim markerima
inflamacije ¢
radiografsko oStecenje posle NSAID 2 meseca
umerenai visoka aktivnost bolesti

PROCENA STEPENA + nezavisno od faktora rizika

AKTIVNOSTI BOLESTI I IA STEROIDI ]
NISKA AKTIVNOST BOLESTI
+1ili manje aktivnih zglobova / \
enormalna SE i CRP umerena i visoka posle ponovljenih injekcija

aktivnost bolesti niska ili umerena aktivnost bolesti

*VAS lekara < 3 nezavisno od faktora rizika nezavisno od faktora rizika
*VAS bolesnika < 2 \ /
UMERENA AKTIVNOST BOLESTI +

1ili viSe izmenjenih nalaza u
odnosu na nisku aktivnost i

manje od tri parametra visoke
aktivnosti posle 3 meseca / \ posle 6 meseci

merenaili visoka aktivnost bolesti visoka aktivnost bolesti
VISOKA AKTIVNOST BOLESTI e e o e Does nezavisno od faktora rizika
prisutni faktori rizika

2 ili viSe aktivnih zglob BIOLOZKI LEKOVI
*SE i CRP dvostruko uveéani i TNE
*VAS lekara > 7 antt -

etanercept, adalimumab
*VAS bolesnika > 4

e —— METOTREKSAT

Slika 4. Prikaz savremenog koncepta lecenja oligoartikularnog JIA
modifikovano iz Beukelman T et al. 2011 American College of Rheumatology recommendations for
the treatment of juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Care Res 2011;63(4):465-82.

Pacijente koji razviju proSireni oligoartritis ili ne odgovore na ove terapijske mere treba
leciti po algoritmu za poliartritis (Slika 5). Ovi pacijenti imaju najloSiju prognozu i treba ih
leciti Sto ranije 1 Sto agresivnije ukljucujuc¢i ranu primenu metotreksata (MTX) 1 anti-TNF
lekova, posebno ukoliko ne postignu adekvatan terapijski odgovor ili imaju gastri¢nu
nepodnosljivost na metotreksat (92). Metotreksat (analog folne kiseline) je pokazao visoku
terapijsku efikasnost i bezbednost i predstavlja "zlatni standard" u leenju JIA. Optimalna
terapijska doza metotreksata je 10-20mg/m’ jedanput nedeljno oralno. Ukoliko postoji
gastri¢na intolerancija, koja je relativno je Cesta, lek se daje uvece pred spavanje ili se dodaje
folna kiselina i antiemetici ili se MTX daje parenteralno subkutano. Pojava fibroze jetre ili

pluca izuzetno je retka, ¢ak i kod dugogodi$nje upotrebe (93).
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POLIARTIKULARNI JIA

NSAIL
ZAHVACENOST 5 | VISE / \

ZGLOBOVA
. umerena posle 1 meseca
FAKTORI LOSE PROGNOZE ili visoka aktivnost bolesti niska aktivnost bolesti + faktori rizika
artritis kuka ili cervikalne ki¢me prisutni faktori rizika . ili . »
umerena aktivnost nezavisno od rizika

pozitivan RF i/ili anti CCP

radiografsko oStecenje
PROCENA STEPENA AKTIVNOSTI
BOLESTI

NISKA AKTIVNOST BOLESTI

NSAIL + IA STEROIDI
po potrebi

4 ili manje aktivnih zglobova METOTREKSAT

enormalna SE i CRP / \
*VAS lekara < 4

. posle 3 meseca posle 6 meseci
*VAS bolesnika < 2 umerena ili visoka aktivnost bolesti visoka aktivnost bolesti
nezavisno od faktora rizika nezavisno od faktora rizika
UMERENA AKTIVNOST BOLESTI
1ili viSe izmenjenih nalaza u odnosu etanercept
na nisku aktivnost i manje od tri adalimumab NSAIL + 1A STEROID!
parametra visoke aktivnosti ocilizaman <£> O]
VISOKA AKTIVNOST BOLESTI }
*8 ili vide aktivnih zglobova posle 4 meseca umerena ili visoka aktivnost bolesti nezavisno od faktora rizika
*SE i CRP dvostruko uvecani 13
*VAS lekara > 7
*VAS bolesnika > 5 Il anti TNF ili tocilizumab

Slika 5. Prikaz savremenog koncepta lecenja poliartikularnog JIA
modifikovano iz Beukelman T et al. 2011 American College of Rheumatology recommendations for
the treatment of juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Care Res 2011;63(4):465-82.

Kod ERA pacijenata kao LMB se uvodi sulfosalazin, koji se daje u dozi od 30 do 50
mg/kg podeljen u dve doze. Lek se postepeno uvodi (najpre se daje cetvrtina pune doze) da bi
se ispitala osetljivost pacijenta, pa se postepeno povecava sve do pune doze koja se postize za
2 do 3 nedelje. Smatra se relativno netoksi¢nim lekom i dobro se toleriSe. Ukoliko sulfosalazin
ne dovede do remisije bolesti indikovano je uvodenje bioloske terapije. Kod psorijaznog
artritisa lecenje zavisi od klinickih manifestacija bolesti. Psorijazni JIA se moze prezentovati
kao oligoartikularna ili poliartikularna forma bolesti ili kao artritis sa entezitisima, te se
primenjuju terapijski algoritmi koji najviSe odgovaraju primarnoj klinickoj prezentaciji. Kod
opseznih koznih promena sa intenzivnim poliartritisom odli¢ni rezultati se postizu primenom
MTX i bioloskih lekova. Revolucionarno otkri¢e bioloskih lekova je u mnogome promenilo
tok i ishod JIA bolesnika sa sistemskim podtipom bolesti (94). Upotreba sistemskih
kortikosteroida u pedijatrijskoj reumatologiji zbog velikog broja nezZeljenih efekata se
izbegava. Najbezbedniji nacin je jednokratno dnevno davanje najmanje moguce doze leka sa
modelom alternativnog davanja (na drugi dan) u Sto kra¢éem vremenskom periodu. Njihova
primena je jedino opravdana samo ukoliko efekti terapije imaju prevagu nad nezeljenim

dejstvima.
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SISTEMSKI JIA SA AKTIVNIM ARTRITISOM
BEZ SISTEMSKIH MANIFESTACIIA

NISKA AKTIVNOST posle 1 meseca primene NSAIL i/ili steroida
manje od 4 zgloba i/ili intrartikularnog steroida
SE i CRP normalni

VAS lekara< 4 1

VAS pacijenta <2 +
METOTREKSAT - m e
i/ili steroidi

UMERENA
AKTIVNOST l
Izmenjen 1 posle 3 meseca u prisustvu umerene ili visoke aktivnosti bolesti |
kriterijum niske
aktivnosti
. l
manje od 3
 kriterijuma BIOLOSKI LEK +
visoke aktivnosti tocilizumab, etanercept, adalimumab, «------
VISOKA AKTIVNOST canakinumab, kineret
SE i CRP 2x uvecani
VAS lekara 2 7 posebno u prisustvu faktora loSe prognoze
VAS pacijenta 25

Slika 6. Prikaz savremenog koncepta leCenja sJIA
modifikovano iz Beukelman T et al. 2011 American College of Rheumatology recommendations for
the treatment of juvenile idiopathic arthritis. Arthritis Care Res 2011;63(4):465-82.

1.6.1.Bioloski lekovi u leenju JIA

Brojna istrazivanja imunoloskih etiopatogenetskih mehanizama u nastanku JIA i razvoj
biotehnoloskih procesa doprinela su dostupnosti novih terapijskih sredstava, koja modifikuju
imunoloski odgovor u reumatskim bolestima delujuéi direktno na citokine ili signalne molekule
regulacije funkcije B i T ¢elijskog odgovora (95). Nazvani su bioloskim lekovima, jer pripadaju
grupi razli¢itih proteina koji regulisu produkciju i funkciju jedinjenja i molekula nastalih u
procesu regulacije imunog odgovora. Citokini su bioloski molekuli i svoje efekte ostvaruju
sliéno hormonima, vezivanjem za receptore visokog afiniteta na ¢elijskim membranama ciljnih
¢elija koji omogucuju prenos signala i koordinaciju imunskog odgovora, kao i proces
remodelovanja i angiogeneze. Citokinski receptori se mogu otpustati u cirkulaciju i imati
solubilnu formu, tako da se kasnije u cirkulaciji mogu vezivati za odgovarajuéi citokin.

Zhog toga su upravo i inhibitori TNF-a najznacajniji u leCenju obolelih od JIA, izuzev
kod sistemske forme JIA, gde je upravo primena bioloSkih lekova koji blokiraju IL-1
(Anakinra) i IL-6 (Tocilizumab) dala povoljan terapijski odgovor i dokazala da klju¢nu ulogu
u nastanku ovog autinflamatornog procesa imaju citokini IL-1 i IL- 6 i ukazala na novi

koncept etiopatogeneze ovog oblika JIA (94).
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Razli¢iti anti TNF lekovi se nalaze nekoliko poslednjih godina u kini¢koj upotrebi u
reumatskim bolestima. TNF inhibicija podrazumeva vezivanje za cirkuliSu¢i TNF-a ¢ime se
onemogucéava njegovo vezivanje za TNF receptore na celijskim membranama i zaustavlja se
inflamatorni proces. Blokada TNF-a se postize upotrebom monoklonskih anti TNF antitela:
infliksimab (Remicade) i adalimumab (Humira) i upotrebom solubilnih TNF receptora:
etanercept (Enbrel).

Etanercept je prvi bioloski lek odobren za lecenje JIA je od strane FDA (96) i to nakon
objavljenih rezultata Lovellove studije (97) koji su ukazali na njegovu znatno vecu efikasnost
od metotreksata kod obolelih sa poliartikularnim JIA koji su imali gastri¢nu intoleranciju ili
nisu postigli zadovljavajuéi terapijski odgovor na LMB. Etanercept je solubilni TNF-a
receptor i predstavlja fuzioni protein (dimer) koji se sastoji od dva TNF receptora - TNF Rl
(p75) povezanih jednim Fc fragmentom humanih imunoglobulina 1gG1. Lek se vezuje za
solubilni TNF-o, ¢ime je blokirano vezivanje ovog citokina za TNF-a celijski receptor i
pokretanje efektivnog imunog odgovora (91). U klinickim studijama i tokom viSegodiSnje
primene dokazana je njegova visoka terapijska efikasnost u leenju svih podtipova
poliartikularnog JIA, osim nesto slabije efikasnosti u sistemskoj formi JIA, koji se kasnije i
izdvojio kao poseban podtip JIA koji zahteva uvodenje bioloskih lekova sa drugacijim
mehanizmom delovanja. Prve studije o primeni etanercepta u dece sa poliartikularnim JIA
pokazala su znacajno klinicko poboljSanje nakon ¢etvorogodisnje i osmogodisnje kontinuirane
primene (98, 99). Obzirom da su bioloski lekovi monoklonska antitela koja modulisu imuni
odgovor, ocekivana je pojava nezeljenih efekata, te se javila potreba za uvodenjem nacionalnih
bioloskih registara koji ¢e omoguditi pracenje bezbednosnog profila ove terapije. Najcesci
nezeljni efekti jesu: reakcija nakon aplikacije leka, alergijski kozni osip i povecana skolost ka
infekcijama. Tezi nezeljeni efekti poput ozbiljnih i oportunistickih infekcija (sepsa, tuberkuloza),
pojava sekundarnih maligniteta i autoimunosti (lupus like sindrom, demijelinizacija) su na srecu
izuzetno retki (100). Nemacki i Danski registar pokazali su visoku bezbednost i veliku
terapijsku efikasnost (101, 102). Naime, dokazali su da se pozitivan efekat leka odrzavao dve
godine nakon primene terapije, posebno ukoliko se davao zajedno sa metotreksatom.
Primenjuje se kao subkutana injekcija dva puta nedeljno u dozi od 0,4 mg/kg pro dosis, a
pozitivan terapijski odgovor o¢ekuje se nakon 3 do 4 nedelje. Posebna prednost ove terapije
jeste konformnost i moguénost ambulantne primene kroz dnevnu bolnicu uz redovne kontrole.

Infliximab predstavlja himera mi$/¢ovek monoklonsko antitelo visokog afiniteta
vezivanja za TNF. Za razliku od etanercepta blokira i solubilni i za membranu vezan TNF-a.

Primenjuje se u infuziji u dozi od 3-6 mg/kg (maksimalno 100 mg) svakih 4 do 8 nedelja, a
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terapijski odgovor se ocekuje nakon mesec dana. Primena infliksimaba je odobrena kod
spondiloartropatija, inflamatorne bolesti creva, psorijaznog artritisa i uveitisa (91). Dokazana
je veca efikasnost primene infliksimaba od etanercepta u terapiji kod JIA sa uveitisom (103).
Cak postoje dokazi da primena etanercepta kod JIA moZe indukovati pojavu uveitisa "de
novo", ili moze dovesti do relapsa bolesti (104). Odobrenje za zvani¢nu upotrebu kod JIA
formalno ne postoji, ali je efikasnost njegove primene u ovih pacijenata dokazana. Na to su
ukazali rezultati PRINTO (Pediatric Rheumatology International Trial Organisation) studije
gde je Infliksimab ordiniran u dozi od 3 do 6 mg/kg kod JIA pacijenata sa poliartritisom (105)
koji nisu imali adekvatan terapijski odgovor na primenu metotreksata. Medutim primecena je
ucestala pojava infuzijskih reakcija, od lakSeg osipa pa sve do anfilaktoidnih reakcija.
Infliksimab ima veliki imunogeni potencijal, zbog prisustva misjih komponenti u molekulu,
Sto indukuje pojavu humanih anti himera antitela i smanjuje njegovu terapijsku efikasnost uz
pojavu nezeljenih efekata (106). Pojava antitela je reda ukoliko se primenjuje u dozi od 6
mg/kg, te je zbog toga preporuceno doziranje u dece drugacije nego u odraslih i treba ga
davati od 6 do 10 mg/kg pro dosis (107).

Adalimumab je potpuno humanizovano antitelo koje se vezuje za solubilni i
membranski TNF. FDA ga je odobrio za upotrebu kod dece sa umerenim i teSkim oblikom
poliartikularnog JIA. Daje se subkutano i to kod dece do 12. godine u dozi od 24 mg /m?
povrsine tela, do maksimalne pojedinacne doze od 40 mg koja se primenjuje svake druge
nedelje kao subkutana injekcija. Za adolescente od 13. godine doza od 40 mg se primenjuje
svake druge nedelje nezavisno od povrSine tela. Njegova efikasnost je dokazana studijom
Lovella i sar. (108) kod JIA pacijenata koji nisu odgovorili na terapiju metotreksatom, $to su
kasnije potvrdili Ruperto i saradnici kod JIA pacijenata sa poliartritisom koji nisu postigli
zadovoljavajuéi terapijski efekat na primenu LMB i drugih anti TNF inhibitora (109).
Nemacka grupa autora je dokazala njegovu bezbednost i efikasnost kod JIA poliartritisa kod
kojih je izostao povoljan klini¢ki odgovor na predhodno koris¢enu biolosku terapiju (110).
Mnogobrojna dosadasnja istrazivanja su potvrdila bolju efikasnost adalimumaba u poredenju
sa infliksimabom kod JIA uveitisa (111), kao i dobar terapijski odgovor primene adalimumaba
kod refraktarnih JIA uveitisa (112), iako je upotreba u ovim indikacijama off label. Simonini i
saradnici su dokazali bolju efikasnost adalimumaba u lecenju uveitisa sa JIA ukoliko se
koristi kao prvi bioloski lek u pacijenata koji ranije nisu bili leCeni bioloskom terapijom (113).

Tocilizumab predstavlja monoklonsko antitelo koji svoje efekte ostvaruje blokiranjem
IL 6. FDA ga je odobrio za upotrebu kod dece do 2. godine sa sistemskim oblikom JIA, kao i

kod dece starije od 2. godine sa poliartikularnom formom bolesti. Primenjuje se u jednosatnoj
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infuziji u dozi od 8-12 mg/kg svake 2 do 4 nedelje. Na njegovu efikasnost i bezbednost
primene kod pacijenata sa sistemskim JIA su ukazali Yokota i sar. (114), a kod poliartiknog
oblika Brunner i sar. (115). Efikasnost mu je ista nezavisno od toga da li se daje kao

monoterapija ili kao kombinovana terapija sa metotreksatom (116).

1.7. Procena aktivnosti bolesti, terapijske efikasnosti
I Kriterijumi Klinicke remisije
Mnoge klinicke manifestacije, koje se razlikuju kako medu razli¢itim tipovima bolesti
tako 1 medu obolelima sa istim podtipom bolesti zahtevali su formiranje jedinstvenog na¢ina
procene tezine i stanja bolesti. Zbog toga su razvijeni parametri na osnovu kojih se moze
pouzdano proceniti aktivnost bolesti i odgovor na terapiju i nazivaju se ACR PEDI kriterijumi
(117). Oni definisu poboljsanje ili pogorSanje bolesti u zavisnosti od procentualne promene
svakog od Sest parametara koji ulaze u procenu:
1. globalna procena lekara (vizuelnom analognom skalom - VAS) ¢ija se vrednost moze
kretati od 0-100 mm;
2. globalna procena pacijenta/roditelja (vizuelnom analognom skalom - VAS) ¢ija se
vrednost moze kretati od 0-100 mm;
3. broj aktivnih zglobova (aktivnim se smatra zglob koji ispunjava dve od sledece tri
karakteristike: otok, bol na palpaciju i ograni¢en obim pokreta zgloba);
4. broj zglobova sa ograni¢enom pokretljivoscéu;
5. procena funkcionalne sposobnosti na osnovu upitnika za procenu funkcionalne
sposobnosti CHAQ (Childhood Health Assesment Questionnaire) Cija se vrednost
moze kretati od 0 — 3;
6. sedimentacija ili CRP.

VAS skala predstavlja liniju duzine 100 mm (od 0 do 100 mm), gde se povla¢enjem
vertikalne linije procenjuje aktivnost bolesti u poslednjih nedelju dana. Sto su vrednosti, koje
se izrazavaju u mm, blize 0 bolest je manje aktivna, a $to su blize suprotnom kraju skale
bolest je aktivnija. Popunjavaju se od strane lekara i pacijenta, odnosno roditelja.

CHAQ (Childhood Health Assessment Questionaire) upitnik se sastoji iz 8 segmenata
pitanja kojima su obuhvacene uobicajene aktivnosti svakodnevnog Zivota i sluzi za procenu
funkcionalnog statusa pacijenta. Ocene se krecu od 0-3, pri ¢emu veci zbir oznacava i veci

stepen nesposobnosti. Upitnik je predviden za decu uzrasta od 5 godina i starije, popunjava ga
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jedan od roditelja, ocenjujuci sposobnost svog deteta u poslednjih 7 dana. Posebno pitanje se
odnosi na ja¢inu bola koju je dete imalo i popunjava se pomoc¢u VAS skale bola (118, 119).

Sematski prikazi zglobova koji sluze za procenu aktivnog artritisa (AA) i ograni¢ene
pokretljivosti zglobova (LOM) su standardizovani i medunarodno prihvaéeni u svakodnevnom
radu pedijatrijskog reumatologa. SluZze za procenu svih 76 zglobova, gde za svaki pojeda¢ni
zglob obostrano postoji polje kojim se oznacava da li u pregledanom zglobu postoji bol, otok i
ogranicena pokretljivost. Da bi definisali postojanje aktivnog artritisa neophodno je da 2 od
pomenuta 3 kriterijuma budu prisutna: bol, otok, ogranic¢ena pokretljivost.

Poboljsanje bolesti definise se kao ACR Pedi 30% (ili 50% ili 70% ili 90% ili 100%)
ukoliko je u najmanje tri od Sest definisanih varijabli prisutno poboljSanje za odgovarajuci
procenat, a da pri tome nema pogorSanja od 30% ili viSe u ne viSe od jedne varijable.

Pogorsanje bolesti definise se ako je prisutno pogorsanje od 30% (ili 50% ili 70%) u tri
od Sest varijabli koje se procenjuju.

Poslednjih godina je za procenu aktivnosti bolesti u upotrebi instrument JADAS
(Juvenile Arthritis Disease Activity Score) (120), koji je italijanska grupa autora osmislila po
ugledu na upitnik DAS 28 (Disease Activity Score) koji se upotrebljava u reumatoidnom
artritisu. U pedijatrijskoj reumatologiji ima namenu da jedna numeri¢ka vrednost izrazava
ukupnu aktivnost bolesti, sto omogucava realniju procenu i mogucnost poredenja aktivnosti
bolesti i terapijski efekat kod pacijenata sa JIA. JADAS obuhvata procenu 4 parametara:

1. globalna procena lekara (vizuelnom analognom skalom — VAS) ¢ija se vrednost

moze kretati od 0—100 mm;
2. globalna procena pacijenta/roditelja (vizuelnom analognom skalom — VAS) ¢&ija se
vrednost moze kretati od 0—100 mm;

3. broj aktivnih zglobova (aktivnim se smatra zglob koji ispunjava dve od sledece tri

karakteristike: otok, bol na palpaciju i ograni¢en obim pokreta zgloba);

4. sedimentacija ili CRP.

Bitno je ista¢i da se vrednost sedimentacija standardizuje u rasponu od 0 do 10 i
izraCunava prema slede¢oj formulu: SE (mm/sat) - 20/10. Pre izraunavanja bitno je izvrSiti
konverziju vrednosti SE i to na nacin da ukoliko je vrednost SE manja od 20 onda joj
dodeljujemo vredost O, i ukoliko je vrednosti SE preko 120 dodeljujemo joj vrednost 120.
JADAS se izraCunava kao prosti zbir 4 komponente, gde je moguce dobiti slede¢e sume: 0—
57, 0-101, i 0-40 za JADAS-27, JADAS-71, JADAS-10 (121). Numericke vrednosti uz

JADAS oznacavaju broj zglobova koji su usli u definitivan skor.
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Procena aktivnosti bolesti kod JIA pacijenata je veoma bitna, jer se radi o hroni¢noj
bolesti sa smenjivanjem perioda potpune ili delimi¢ne remisije. Zahvaljuju¢i Wallace 1 sar.
(122), ustanovljeni su kriterijumi za definisanje inaktivne bolest, klinicke remisije na
lekovima i klinicke remisije bez lekova koji su kasnije modifikovani (123). Prema ovim
kriterijumima inaktivnu bolest imaju pacijenti bez aktivnog artritisa i bez sistemskih manifestacija
bolesti (bez temperature, osipa, serozitisa, splenomegalije ili generalizovane limfadenopatije
kao posledice JIA), bez uveitisa, sa normalnim vrednostima parametara akutne faze zapaljenja
I sa VAS lekara koja ukazuje na neaktivnu bolest. Ukoliko je bolest inaktivna 6 meseci dok je
pacijent na terapiji smatramo da je pacijent u klini¢koj remisiji na lekovima. Ukoliko je bolest
inaktivna tokom 12 meseci od prestanka upotrebe lekova smatramo da je pacijent u klinickoj
remisiji bez lekova. Obzirom da su novija istrazivanja pokazala da u definiciju inaktivne
bolesti ne ulazi percepcija aktivnosti bolesti roditelja odnosno deteta, ve¢ samo lekara i
parametra inflamacije (124) i da je teSko posti¢i kriterijume inaktivne bolesti po Wallacu
posebno za poliartritis javila se potreba za uvodenjem novog termina minimalne aktivnosti
bolesti (125). Koriste¢i ovu ¢injenicu Consolaro i saradnici su jasno dali cut-off vrednosti
JADAS-a za definisanje remisije, minimalne aktivnosti bolesti i prihvatljivog klinickog stanja
(126, 127), sto ¢e sa sigurnos¢u omoguditi lakSe pracenje evolucije bolesti, leGenja i terapijskog

odgovora kod ovih pacijenata.

1.8. Prognoza JIA

JIA je joS uvek neizleciva bolest. Primarni ciljevi terapije su kontrola aktivnosti bolesti u
cilju ocuvanja funkcije zglobova, normalnog rasta i razvoja, spreavanje nastanka trajnih
oste¢enja zglobova i nastanka radne nesposobnosti. Zbog toga je veoma bitno na vreme
postaviti dijagnozu i Sto agresivnije zapoceti sa adekvatnom terapijom. To je potvrdilo
istrazivanje Fantinija i sar. (128) koji su pokazali da su erozije zglobova u dece sa JIA
znacajno manje ukoliko se ranije zapo¢ne agresivnija terapija, kao i da odlaganje terapije
smanjuje mogucnost postizanja remisije. Ranije se verovalo da JIA prestaje nakon puberteta,
ali danas je opSte poznata Cinjenica da bolest ima hroni¢an karakter i da je aktivna bolest
prisutna tokom celog Zivota kod vise od 50% dece 1 da samo 20% njih nema tegobe dve
godine nakon prestanka terapije, dok samo 5% bude bez simptoma i tegoba nakon 5 godina
od zavrsetka lecenja (5). Ovi podaci jasno ukazuju zbog ¢ega deca sa ovom boles¢u moraju
biti kontinuirano na terapiji, kao i neophodnost primene savremenog terapijskog pristupa kako

bi se bolest kontrolisala i sprecilo trajno oStec¢enje zglobova. Uvodenje bioloSke terapije 1
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dosadasnja decenijska pozitivna iskustva su u mnogome promenila tok i ishod bolesti ovih
pacijenta.

Nase decenijsko iskustvo upotrebe bioloske terapije je ukazalo na visok stepen
terapijske efikasnosti 1 bezbednosti kod najmladih bolesnika, $to je u skladu sa rezultatima
drugih evropskih zemalja. Naime, Nemci i Danci su dokazali da se pozitivan efekat bioloske
terapije odrzavao dve godine nakon primene terapije, posebno ukoliko su se bioloski lekovi
primenjivali u kombinciji sa metotreksatom (101, 102). Na sli¢ne rezultate su ukazali podaci
ReACCh-Out kanadskog registra (129) gde su bolesnici nakon 2 godine zbog postizanja
inaktivne bolesti mogli da prekinu leCenje bioloskom terapijom. Nemacka grupa autora je
ukazala na podjednaku efikasnost le¢enja adalimumabom kao prvog anti TNF leka kod
bioloski naivnih JIA bolesnika, kao i kod onih koji su ve¢ leceni bioloskom terapijom, ali su
zbog neefikasnosti presli na lecenje adalimumabom (110). Na efikasnost leCenja bioloskim

lekovima su ukazali i podaci iz BIKER registra (130).
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II CILJEVIISTRAZIVANJA

1. Ispitivanje potencijalnog prediktivnog klini¢kog znacaja genetskih biomarkera na

mogucnost postizanja povoljnog terapijskog odgovora i remisije kod dece sa JIA.

2. Ispitivanje prisustva, distribucije i znacaja ucestalosti alela i genotipova polimorfizama
TNF-0-308 gena za faktor nekroze tumora (TNF) i Fokl gena za vitamin D receptor
(VDR) kod dece sa razli¢itim podtipovima JIA.

3. Uticaj i znacCaj ucestalosti genetskih polimorfizama TNF-0-308 gena za faktor
nekroze tumora (TNF) i Fokl gena za vitamin D receptor (VDR) na tezinu bolesti

kod dece obolele od razlicitih podtipova juvenilnog idiopatskog artritisa.

4. Ispitivanje znacaja udruzenog prisustva genetskih polimorfizama TNF-a-308 gena za
faktor nekroze tumora (TNF) i Fokl gena za vitamin D receptor (VDR) kod dece sa

JIA na ishod bolesti nakon dugoro¢nog pracenja.
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II RADNE HIPOTEZE

1. Odredivanje prisustva genetskih polimorfizama TNFa-308 gena za faktor nekroze
tumora (TNF) i Fokl gena za vitamin D receptor (VDR) moze imati prediktivni znacaj

za postizanje remisije u JIA.

2. Prisustvo genetskih polimorfizama TNFa-308 gena za faktor nekroze tumora (TNF) i
Fokl gena za vitamin D receptor (VDR) mozZe uticati na dugoro¢ni terapijski odgovor
uJIA.
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IV MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

Ispitivanje je organizovano kao kombinovana prospektivna i retrospektivna studija
preseka i ishoda bolesti u kome su analizirani podaci o aktivnosti bolesti tokom SestogodiSnjeg
perioda pracenja dece obolele od juvenilnog idiopatskog artritisa (JIA) koja su lecena primenom
bioloskih lekova.

Istrazivanje je sprovedeno u slede¢im ustanovama, tj. njihovim organizacionim jedinicama:

1. Klinici za decije interne bolesti, Klinickog centra u Nisu, Medicinskog fakulteta

Univerziteta u NiSu,
2. Naucnoistrazivatkom Centru za biomedicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Nisu

3. Institutu za reumatologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu

Istrazivanje je sprovedeno u okviru projekta “Preventivni, terapijski i eticki pristup
preklini¢kim i klinickim istrazivanjima gena i modulatora redoks celijske signalizacije u
imunskom, inflamatornom 1 proliferativnom odgovoru c¢elije* Ministarstva prosvete, nauke i
tehnoloskog razvoja br. 41018 (Ministarstvo nauke RS 2011-2014).

Tokom istrazivanja poStovani su principi Helsinske deklaracije i preporuke dobre klinicke
prakse (GCP). Eticki komitet Medicinskog fakulteta u NiSu dao je saglasnost za sprovodenje
istrazivanja.

Svi ispitanici su pre ukljucivanja u istrazivanje bili informisani o ciljevima i dizajnu
istrazivanja. Za svakog maloletnog ispitanika je obezbedena pisana saglasnost roditelja ili
zakonskog zastupnika o ucestvovanju u ovom istrazivanju. Pored toga, pisani pristanak je
obezbeden i od strane maloletnih ispitanika koji su stariji od 10 godina i koji su razumeli ciljeve i

postupke istrazivanja.

4.1. Protokol istrazivanja i ispitanici

U istrazivanje su uklju¢ivana deca obolela od JIA koja su leCena primenom bioloskih
lekova i za koju su detaljni podaci o kretanju aktivnosti bolesti postojali u registru za period
od punih Sest godina. NaSe istrazivanje nije obuhvatilo bolesnike sa aktivnim sistemskim

manifestacijama sistemskog podtipa juvenilnog idiopatskog artritisa
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Dijagnoza JIA kao i1 specificnog podtipa bolesti postavljena je na osnovu ILAR
Kriterijuma (1).

Kriterijumi ukljucenja u istrazivanje bili su:

1. uzrast od 4-25 godina

2. definitivna dijagnoza JIA na osnovu ILAR kriterijuma, postavljena pre 16. godine
Zivota

3. prethodno ili sadasnje lecenje lekovima koji modifikuju tok bolesti (LMTB) koji
nakon 6 meseci primene nisu doveli do remisije bolesti

4. zapoceto lecenje biolosSkim lekom, zbog perzistentne aktivnosti bolesti

5. potpisani pristanak za ucesce u istrazivanju

Protokol prikupljanja podataka bio je u skladu sa ranije dogovorenom klinickom praksom
prikupljanja podataka za Nacionalni registar obolelih od JIA koji se lece bioloskim lekovima.
Ovaj protokol podrazumevao je redovno sistematsko prikupljanje podataka.

Pacijenti koji su ispunili kriterijume ukljucenja u istrazivanje tokom SestogodiSnjeg
pracenja su klinicki i laboratorijski opservirani na svaka tri meseca od pocetka uvodenja
bioloske terapije. Tom prilikom su kontinirano prikupljani podaci u skladu sa protokolom
istrazivanja za svakog pacijenta i to:

a) osnhovni demografski podaci (datum rodenja, pol)

b) osnovni podaci 0 bolesti (uzrast na pocetku bolesti, tip JIA, duzina trajanja bolesti
pre uvodenja bioloske terapije, dosadasnje leCenje — konkomitantna terapija, uzrast
kada je zapoceto leCenje bioloskim lekovima, duzina primene bioloske terapije, tok
bolesti 1 pojava nezeljenih efekata)

c) redovna tromeseéna procena aktivnosti bolesti i terapijske efikasnosti koja je
odredivana primenom medunarodno usvojenih ACR Pedi kriterijuma (117) koji
definiSu poboljsanje ili pogorsanje bolesti u zavisnosti od procentualne promene
svakog od Sest parametara koji ulaze u procenu. Na osnovu ACR Pedi kriterijuma
poboljsanje bolesti definiSe se kao ACR Pedi 30% (ili 50% ili 70% ili 90% ili 100%)
ukoliko je u najmanje tri od Sest definisanih varijabli prisutno poboljSanje za
odgovarajuci procenat, a da pri tome nema pogorSanja od 30 % ili viSe u ne vise od
jedne varijable. PogorSanje bolesti definiSe se ako je prisutno pogorsanje od 30% (ili

50% ili 70% 1li 90% ili 100%) u tri od Sest varijabli koje se procenjuju, a to su:
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1. globalna procena lekara (vizuelnom analognom skalom — VAS) ¢ija se vrednost
moze kretati od 0—100 mm;

2. globalna procena pacijenta/roditelja (vizuelnom analognom skalom — VAS) ¢ija
se vrednost moze kretati od 0—100 mm;

3. broj aktivnih zglobova (aktivnim se smatra zglob koji ispunjava dve od sledece tri
karakteristike: otok, bol na palpaciju i ograni¢en obim pokreta zgloba);

4. broj zglobova sa ograni¢enom pokretljivoscu;

5. procena funkcionalne sposobnosti na osnovu upitnika za procenu funkcionalne
sposobnosti CHAQ (Childhood Health Assesment Questionnaire) ¢ija se vrednost
moze kretati od 0 — 3;

6. sedimentacija ili CRP.

d) vrsta i duzina leCenja odredenim bioloskim lekom

e) redovna tromeseéna kontrola laboratorijski parametara za pracenje bezbednosti
primenjene terapije

f) redovna tromeseéna procena da li je postignuta remisija bolesti u skladu sa

kriterijumima Wallace i sar. (5) prikazana je na Tabeli 2.

Uzorci krvi bez antikoagulansa centrifugirani su 10 minuta na 3500 obrtaja i temperaturi
+4°C, nakon ¢ega je odvojen serum, u kome je odredivan nivo C reaktivnog proteina na

biohemijskom analizatoru IL 300 (Biosystems).

Tabela 2. Kriterijumi remisije JIA koji su kori$c¢eni u studiji

Kriterijum definicija

Kriterijumi bez aktivnog sinovitisa

bez temperature, osipa, serozitisa, splenomegalije ili
generalizovane limfadenopatije kao posledice JIA
bez aktivnog uveitisa

normalna vrednost SE i/ili CRP

VAS lekara ukazuje na neaktivnu bolest

Neaktivna bolest Ispunjeni svi gore navedeni kriterijumi

Klini¢ka remisija na lekovima | 6 uzastopnih meseci ispunjenosti kriterijjuma neaktivne
bolesti

Klini¢ka remisija bez lekova |12 uzastopnih meseci ispunjenosti kriterijuma neaktivne
bolesti bez primene lekova za artritis ili uveitis
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Podaci prikupljeni istrazivanjem, posmatrani su i analizirani u dve tacke vremenskog

preseka:

a) nakon 24 meseca primene bioloske terapije

b) nakon 72 meseca (6 godina)

U ovim tackama vremenskog preseka utvrdivano je da li ispitanik postigao ili nije

kriterijume remisije bolesti. Pored ovoga, nakon isteka vremenskog perioda od Sest godina

Ispitanici su grupisani u 3 grupe:

)

i)

R grupa (remisija) — grupa bolesnika koja je postigla remisiju nakon 24 meseca
primene bioloske terapije zbog Cega je bilo moguée prekinuti biolosku terapiju.
Ispitanici u ovoj grupi ostali su u remisiji bolesti do isteka perioda prac¢enja (do 72.
meseca).

RR grupa (remisija-relaps) — grupa bolesnika koja je postigla remisiju nakon 24
meseca primene bioloSke terapije zbog Cega je bilo mogucée prekinuti biolosku
terapiju. Ispitanici u ovoj grupi su zbog ponovnog pogorsanja bolesti morali ponovo
da zapoc¢nu terapiju bioloskim lekom u bilo kom trenutku do kraja perioda prac¢enja
(do 72. meseca).

NR grupa (ne remisija) — grupa bolesnika koja ni u jednom trenutku tokom celog
perioda pracenja (do 72 meseca) nije mogla da postigne remisiju bolesti zbog ¢ega

je kontinuirano bila nekom od bioloskih lekova.

Svi prikupljeni podaci, ukljucujuci i rezultate genetskog polimorfizma analizirani su u

zavisnosti od podtipa bolesti. Na osnovu rezultata mnogobrojnih istrazivanja na genima

histokompatibilnosti koja su dokazala vaznu udruzenost pojedinih HLA lokusa sa pojavom

odredenih podtipova JIA (13, 14) Sto znacajno utiCe na njihov klinicki tok i terapijski

odgovor,

uticaj genetskih polimorfizama ispitivali smo u 4 podgrupe:

a) grupa pacijenata sa proSirenim oligo JIA podtipom i RF- poliartikularnim podtipom

b)

c)
d)

(Poly RF-);
grupa pacijenata sa ERA podtipom JIA i psorijaznim JIA (ERA+PsA);
grupa pacijenata sa RF+ poliartikularnim podtipom JIA (Poly RF+) i

grupa pacijenata sa sistemskim oblikom JIA (sJIA).

U skladu sa najnovijim preporukama tokom perioda pracenja JIA bolesnici su redovno

isli na oftalmoloske kontrolne preglede (80). Tokom prvih 24 meseci pratili smo terapijsku

efikasnost i bezbednost primene bioloske terapije kod JIA bioloSki naivnih pacijenata sa
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aktivnim uveitisom, kod kojih je prethodno izostao odgovor na standardnu lokalnu topi¢nu
terapiju steroidima i midrijaticima i lekovima koji modifikuju tok bolesti.

Pacijenti su le¢eni bioloskim lekovima i to: Etanerceptom u dozi od 0,4 mg/kg dva puta
nedeljno subkutano ili ukoliko su dobijali Adalimumab u dozi od 24 mg/m?/ svake 2 nedelje
subkutano. Tocilizumab su dobijali u dozi od 8-12 mg/kg telesne mase putem jednosatne
infuzije svake dve do Cetiri nedelje. Nastavljeno je sa primenom metotreksata ukoliko su imali

dobru podnosljivost leka. Nisu postojala ograni¢enja primene druge konkomitantne terapije

(kortikosteroida i NSAIL).

4.2. lspitivanje genetskih polimorfizama

Uzorci krvi za genetske analize i utvrdivanje TNF-a-308 i Fokl VDR genskog
polimorfizma su uzimani neposredno pri ukljucenju u istraZivanje, a nakon dobijanja
pristanka za uceS¢e u istrazivanju. |z uzoraka pune krvi sa EDTA kao antikoagulansom,
odvojeno je 200 ul krvi, koja je koris¢ena za izolaciju DNK.

Izolacija DNK iz uzorka pune krvi vrSena je uz pomo¢ komercijalnog QlAamp DNA
Blood Mini Kita (Quiagen GmbH, Hilden, Nemacka). Na dobijenom uzorku DNK, ispitivani
su polimorfizmi G-308A za TNF-a i Fokl za VDR metodom lancane reakcije polimeraze-
polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (prema eng. Restrictione fragment long
polymorphism) (PCR-RFLP) (131, 132).

Amplifikacija gena za TNF-a — Fragment od 117 baznih parova (bp) amplifikovan je
koris¢enjem ushodnog (5’-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’) i nishodnog prajmera
(5’-ACACTCCCCATCCTCCCTGCT-3"). Reakciona smeSa zapremine 25 ul za PCR
sadrzala je: 5 ul Q rastvora, 2,5 pl 10 x PCR reakcionog pufera (150mM Tris-HCI, pH 8,0,
500mM KCI), 2 pl (10 mM) dNTP, po 1 ul prajmera (20 pmol/ul), 0,5 U HotStarTaqg DNK
polimeraze (Qiagen GmbH, Hilden, Nemacka) i 20 ng DNK. Lan¢ano umnozavanje gena
vrseno je pod slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija na 95°C-15 min, prac¢ena sa 35
ciklusa denaturacije na 94°C-1 min, anilingom na 50°C-1 min, elongacijom na 72°C-1min, i
terminacijom na 72°C-10 min.

Amplifikacija gena za VDR — Fragment od 265 baznih parova (bp) amplifikovan je
koris¢enjem ushodnog (5°- AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3’) i nishodnog
prajmera (5’-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’). Reakciona smeSa zapremine
25 pL za PCR sadrzala je: 12,5 uL KAPA 2G Fast HS Ready-Mix PCR kit rastvora (KAPA
Biosystems, Nemacka), po 0,5 uL prajmera (10 pmol/uL) (Fermentas, GmbH, St. Leon-Rot,
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Nemacka) 1 20 ng DNK. Lancano umnozavanje gena vrseno je pod slede¢im uslovima:
inicijalna denaturacija na 95°C-2 minuta, pracena sa 35 ciklusa denaturacije na 95°C-15
sekundi, anilingom na 60°C-15 sekundi, elongacijom na 72°C-15 sekundi, i terminacijom na
72°C-30 sekundi.

PCR amplifikati proveravani su elektroforezom na agaroznom gelu (2%). Gel je
ostavljan 30 minuta u smesi etidijum bromid i 1xTBE (0,5 pg/uL), nakon ¢ega je vrSena
vizuelizacija DNK fragmenata pod UV zracima.

Nakon potvrdene amplifikacije na agaroznom gelu, PCR amplifikati su metodom
restriktivne digestije uz pomoc¢ restriktivnih endonukleaza isecani na manje fragmente,
zavisno od prisustva polimorfizama restrikcionog mesta.

1. Restriktivna digestija za TNF-a. Reakciona smesa finalne zapremine 20 pL sadrzala

je: 2 uL pufera Tango, 1 U Ncol enzima (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Nemacka),
15 uLL PCR amplifikata i dd H20 do finalne zapremine. Digestija je vrSena u vodenom
kupatilu na 37°C preko noc¢i.

2. Restriktivna digestija za VDR. Reakciona smesa finalne zapremine 20 pL sastojala
se od: 2 pL pufera 10xFAST, 1 U Fast digest Fokl enzima (Fermentas GmbH, St.
Leon-Rot, Nemacka), 5 uL PCR amplifikata i dd H,O do finalne zapremine.
Digestija je vrena u vodenom kupatilu na 37°C 120 minuta.

Nakon zavrSene digestije, dobijeni DNK fragmenti identifikovani su vertikalnom
elektroforezom na 8% poliakrilamid gelu. Gel je pripreman tako $to je napravljena smesa koja
sadrzi 2,66 mL 30% rastvora akrilamida (29:1 akrilamid:N’N’ metilen bisakrilamid u vodi), 1
mL 10x TBE pufera, 6,130 mL dd H,0. Neposredno pre nalivanja gela, dodati su inicijatori
polimerizacije (10% amonijum persulfat-100 uL. i TEMED (N,N,N’,N’-tetrametilenetilen-
diamin)-10 pL.

Elektroforeza je izvedena u 1XTBE puferu pod slede¢im uslovima: jacina struje-20 mA,
napon-120 V, vreme-80 min.

Nakon zavrSene elektroforeze, gel je ostavljen 30 min u smesi etidijum bromid i 1xXTBE

(0,5 pg/uL), nakon Cega je vrSena vizuelizacija DNK fragmenata pod UV zracima.

Polimorfizam za TNF-a 308: Homozigot za G alel prikazuje se na gelu u vidu dva
fragmenta od 97 i 20 bp (normalan genotip, GG), dok se homozigot za A alel (AA) prikazuje
kao neiseCen fragment veli¢ine 117 bp. Heterozigot (GA) potvrduje se prisustvom tri

fragmenta na gelu (117, 97 i 20 bp).
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Polimorfizam Fokl za VDR: Homozigot za C (F) alel se na gelu detektuje kao jedan
fragment veli¢ine 265 bp (genotip CC ili FF), dok se homozigot za T alel (TT ili ff) prikazuje
u vidu dva fragmenta od 169 i 96 bp. Heterozigot (CT ili Ff) potvrduje se prisustvom tri
fragmenta na gelu (265, 169 i 96 bp).

4.3. Statisticka obrada

Podaci su prikupljani i kodirani u bazu podataka. U okviru deskriptivne statistike
odredena je aritmeticka sredina, standardna devijacija, medijana i najmanja i najveéa vrednost.
Hardy—Weinbergov princip je primenjen radi testiranja frekvenci alela ispitivanih polimorfizama.
Za procenu odstupanja udestalosti alela i genotipova koris¢en je hi - kvadrat (;°) test i Fisher-ov
test egzaktne verovatnoce. Za poredene kontinuiranih promenljivih u dve grupe koriscen je t-test
(normalna distribucija podataka) ili Mann - Whitney U testom (kada nije zadovoljena normalnost
u distribuciji vrednosti parametara). Za poredenje kontinuniranih promenljivih u 3 1 viSe grupa
korisCena je analiza varijanse (ANOVA, za normalnu distribuciju) ili Kruskal-Wallis-ov test
(kada nije zadovoljena normalnost u distribuciji vrednosti parametara). Testiranje normalnosti
podataka vrSeno je Kolmogorov-Smirnof testom. Kondiciona logisticka regresiona analiza za
uparene podatke je koriS¢ena za testiranje uzrocno-posledicne povezanosti TNF i VDR
genotipova i ishoda terapije. Statisticke analize uradene su pomocu softverskog paketa SPSS
(verzija 16) na nivou znacajnosti p < 0,05. Statisticka obrada podataka i graficka prikazavanje

vr$eno je u programskom paketu SPSS 16. 0 1 Excel MS Office.
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5.1. Demografski podaci ukupne grupe ispitanika

Nase istrazivanje obuhvatilo je 78 bolesnika, od ¢ega je 24-oro bolesnika bilo muskog
pola (30,80%) i 54 Zenskog pola (69,20%). ProseCan uzrast ispitivane populacije u trenutku
postavljanja dijagnoze JIA bio je 9,52+4,74 godina sa prosecnom duzinom trajanja bolesti pre
uvodenja bioloske terapije od 65,78+43,52 meseci. Detalji demografskih podataka prikazani

su u Tabeli 3.

Tabela 3. Demografski podaci svih ispitanika

Parametar AS£SD Medijana Min-Max

Uzrast na poéetku bolesti (godine) 9,52+4,74 10,10 1,00-16,00
Uzrast na pocetku le¢enja (godine) 15,2745,05 15,71 4,00-24,00
DuzZina bolesti pre bioloske terapije (meseci) 65,78+43,52 56,50 9,00-228,00
DuzZina bioloske terapije (meseci) 39,71+19,58 36,00 12,00-72,00
DuzZina terapije MTX (meseci) 57,40+42,64 51,50 0,00-181,00
Duzina postignute remisije (meseci) 30,33+21,04 31,00 0,00-70,00
Srednja doza MTX (mg) 13,14+5,03 15,00 0,00-20,00
DuZina steroidne terapije (meseci) 19,85+29,67 6,50 0,00-180,00
Doza steroida (g) * 1,51+2,89 0,15 0,00-17,00

ASxSD- aritmeticka sredinatstandardna devijacija, Min- minimalna vrednost, Max- minimalna vrednost,
MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, A kumulativna doza kortikosteroida

Hm Poly RF+  m Poly RF- ERA+PsA  HsJIA

6.41%

23.10%

50%

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA,
ERA+PsA : ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA

Grafik 1. Distribucija JIA podtipova u ispitivanoj grupi pacijenata
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U ispitivanoj populaciji bilo je 16 bolesnika (20,50%) koji su ispunjavali kriterijume za
postavljanje dijagnoze poliartikularnog RF+ JIA (Poly RF+), 39 bolesnika (50,00%),
poliartikularnog RF- i prosirenog oligoartikularnog JIA (Poly RF-), 18 bolesnika (23,10%),
sindroma entezopatije i artropatije i psorijaznim JIA podtipom (ERA+PsA) i 5 bolesnika
(6,40%) sa dijagnozom sistemskog JIA (sJIA) (Grafik 1).

Analizom podataka cele ispitivane grupe bolesnika tokom perioda pracenja vecina
bolesnika, ta¢nije njih 68 (81,93%) su leceni etanerceptom tokom 40,69+20,78 meseci,
trinaestoro bolesnika je leceno (15,66%) adalimumabom tokom 30,50+16,26 meseci, dok je
tocilizumab dobijalo dvoje bolesnika (2,41%) tokom 22,00£16,96 meseca. Prose¢an period
remisije bez primene bioloske terapije trajao je 37,18+18,14 meseci u celoj observiranoj grupi
bolesnika tokom ispitivanog perioda. Zbog pogorsanja osnovne bolesti 33 bolesnika (42,30%)
je moralo ponovo da dobije bioloski lek, i to njih 20 (25,64%) je ponovo leceno istim
bioloskim lekom etanerceptom, dok je 15 (19,23%) bolesnika le¢eno adalimumabom.

Tokom perioda pracenja nasih bolesnika registrovano je samo prisustvo blazih oblika
infekcija. ZabeleZzen je 1 jedan smrtni ishod kao ozbiljan nezeljeni dogadaj, nastao kao
komplikacija osnovne bolesti usled razvoja sindroma aktivacije makrofaga, a ne primene
bioloske terapije. Drugih ozbiljnih nezeljenih dogadaja usled primene bioloSke terapije nije

bilo, zbog ¢ega nije bilo dugoroc¢nijeg prekida bioloske terapije u ispitivanoj grupi bolesnika.

5.1.1. Demografski podaci ispitanika u zavisnosti od JIA podtipa

Detalji demografskih karakteristika JIA bolesnika u odnosu na podtip bolesti prikazani
su Tabeli 4.

Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika medu
grupama podtipova JIA u odnosu na pol, uzrast na pocetku bolesti i u vreme postavljanja
dijagnoze, trajanju bolesti pre pocetka bioloske terapije kao i kumulativnoj primenjenoj dozi
kortikosteroida u lecenju. Najmladi pacijenti u trenutku postavljanja dijagnoze su bili
pacijenti sa sistemskim podtipom JIA, dok su najstariji bili pacijenti sa Poly RF+ podtipom.

U odnosu na JIA podtipove utvrdeno je da postoji statistiCki znacajna razlika u
primenjenoj dozi MTX-a kojom su bolesnici bili le¢eni (y°=8,54, p=0,036). Srednja doza
metotreksata kojom su leceni bila je najveca u grupi Poly RF+ bolesnika, a najmanja u sJIA
grupi. Statisticki znacajna razlika nadena je i u duzini primene MTX-a i to izmedu slede¢ih
grupa: Poly RF+ grupe, Poly RF- grupe, kao i sJIA grupe bolesnika u odnosu na bolesnike

ERA-+PsA grupe, koji su najkrace leCeni metotreksatom.
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Tabela 4. Demografski podaci JIA podtipova

Parametar Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA FIK p
thgast r)la potetku bolesti 12 00+4,98%  8,41+4,74  10,92+3,06 545+345°° 11,39 0,010*
godine
DuZina bolesti pre 57,44+38,30 72,59+44,99 50,50+33,98 94,40+63,36 4,92 0,177

bioloske terapije (meseci)

DuZina terapije MTX 68,12+44,08° 61,00+37,12° 27,83+30,72 101,40+54,27° 15,71 0,001*

(meseci)

Srednjadoza MTX (mg) ~ 16,09+3,76  12,51+4,49° 12,50+6,42  10,90+4,5° 854 0,036*

DuZina terapije 15,94+23,15 18,49+£32,65 26,06+31,13 20,60+£20,73 1,98 0,577
steroidima (meseci)
Doza steroida (g) * 1,05+1,57 0,83+1,59 2,33+3,07 5,40+7,78 3,58 0,311

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, F- analiza varijanse (ANOVA), K- Kruskal Wallis-ov
test, MTX-metotreksat, mg- miligrami, g- grami, %- kumulativna doza kortikosteroida, *~ vs Poly RF- grupa, °—
vs Poly RF+ grupa, °- vs ERA + PsA, faritmeticka sredinatstandardna devijacija, * statisti¢ka zna¢ajnost

5.1.2. Remisija u celoj grupi ispitanika nakon primene bioloske terapije

Utvrdeno je da postoji statisticki znacajna negativna korelacija izmedu duzine postignute
remisije i duzine primene bioloske terapije u celoj ispitivanoj grupi bolesnika

(r= 0,436, p=0,001) (Grafik 2).
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Grafik 2. Korelacija duzine primene bioloske terapije i duzine postignute remisije nakon
primene bioloske terapije
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5.2. Distribucija TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizma
u celoj grupi ispitanika

Zastupljenost TNF-a-308 polimorfizma u celoj grupi ispitanika je bila sledeca: 25
bolesnika (32,47%) je imalo homozigotni GG genotip, 47 bolesnika (61,04%) je imalo
heterozigotni GA genotip dok je samo 5 bolesnika (6,49%) imalo polimorfni homozigotni
genotip (AA) (Grafik 3).

HGG WMGA WA

6.49%

32.47%

61.04%

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip
Grafik 3. Zastupljenost TNF-a-308 polimorfizma u celoj grupi ispitanika

Analiza polimorfizma za Fokl VDR pokazala je da 37 bolesnika (50,68%) ima
homozigotni FF genotip, 29 bolesnika (39,73%) ima heterozigotni Ff genotip i 7 bolesnika
(9,59%) ima polimorfni gen homozigot za f alel (ff). (Grafik 4).

WFF mFf mff

9,59%

50,68%
39,73%

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip
Grafik 4. Zastupljenost Fokl VDR polimorfizma u celoj grupi ispitanika

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA 40



REZULTATI

Statistickom analizom distribucije alela za oba genska polimorfizma koji su ispitivani
utvrdili smo da je postojala jasna Hardy-Weinberg-ova ravnoteza distribucije koja ukazuje da
nije postojala moguénost pojave neoc¢ekivanih dogadaja koji bi poremetili distribuciju alela u

populaciji (Tabela 5).

Tabela 5. Distribucija alela u ispitivanoj populaciji

TNF (N=77) frekvenca alela
f(G) 0,629
f(A) 0,370
frekvence uocenih genotipova
f (GG) 0,325
f (GA) 0,610
f (AA) 0,065
VDR (N=73) frekvenca alela
f(F) 0,706
f () 0,295
frekvence uocenih genotipova
f (FF) 0,507
f (Ff) 0,397
f (ff) 0,0959

N- broj bolesnika, GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip,
FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip

5.2.1. Distribucija TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizma u odnosu na JIA podtipove

Nije nadena staticki znacajna razlika u distribuciji genskih polimorfizama izmedu
podgrupa bolesnika sa razligitim podtipovima JIA. Za TNF-a-308 polimorfizam x*=2,841,
p=0,828, a za Fokl VDR polimorfizam 5°=5,358, p=0,499.

Analiza distribucije polimorfizma gena za TNF-a-308 pokazala je da je u sve Cetiri
posmatrane podgrupe JIA uoceno znacajno ceSce prisustvo heterozigotnog GA genotipa, ali
nije postojala statisticki znacajna razlika u distribuciji TNF-a-308 polimorfizama u odnosu na
JIA podtipove (y°=2,841, p=0,828) (Tabela 6). U grupi Poly RF- bolesnika uogeno je nesto
¢esce prisustvo G alela (u homozigotnom GG ili heterozigotnom GA obliku) i to kod 52%
bolesnika sa RF- poliartikularnim podtipom bolesti i 46,8% bolesnika sa proSirenim
oligoartikularnim oblikom bolesti.

Analiza distribucije polimorfizma gena za Fokl VDR pokazala je da je u grupama Poly
RF+ kao i ERA+PsA najcescée bio zastupljen heterozigotni Ff (50,00% odnosno 56,20%), dok
je kod pacijenata u Poly RF- negativnoj grupi najc¢es¢i polimorfizam bio homozigotni FF
genotip (61,10%) (Tabela 6).
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Tabela 6. Distribucija TNF-0-308 i Fokl VDR polimofizma u odnosu na JIA podtipove

Polimorfizam Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA

TNF polimorfizam

GG 3(18,8%) 13(34,2%) 7 (38,9%)F 2 (40,0%)

GA 12 (75,0%) 22 (57,9%) 10 (55,6%) 3 (60,0%)

AA 1 (6,2%) 3 (7,9%) 1 (5,6%) 0
VDR polimorfizam

FF 7(43,8%) 22(61,1%) 6(37,5%) 2 (40,0%)

Ff 8 (50,0%) 10(27,8%) 9(56,2%) 2 (40,0%)

Ff 1(6,2%) 4(11,1%) 1(56%) 1 (20,0%)

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, T - n (%)

5.2.2. Distribucija udruzenog prisustva kombinacije genotipova za TNF-a-308 i Fokl

VDR polimorfizam

U ispitivanoj grupi bolesnika najcesca je bila zastupljenost GA/AA+FF+Ff (60,27%)
udruzene kombinacije genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam, sa sledstvenim
prisustvom GG+FF/Ff (30,14%) i GA/AA+ff (6,85%) kombinacije genotipova, dok je
najmanje bila zastupljenost GG+ff (2,74%) udruZzene kombinacije genotipova za TNF-a-308 i
Fokl VDR polimorfizam. (Grafik 5).

B GA/AA+FF/ff B GG+FF/Ff GA/AA+ff  m GG+ff

0,0685 0,0274

—

0,3014
0,6027

GG+Ff/ff, GA/AA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+ff - udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam

Grafik 5. Distribucija udruzenih kombinacija genotipova za TNF i VDR polimorfizam
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5.3. Rezultati nakon 24 meseca praéenja

5.3.1. Rezultati u zavisnosti od postizanja remisije

Nakon 24 meseca primene bioloske terapije remisija je postignuta kod 43 JIA bolesnika

(55,10%) dok remisiju nije postiglo 35 bolesnika (44,90%) (Grafik 6).

M Postigli remisiju ™ Nisu postigli remisiju

44,90% 55,10%

Grafik 6. Remisija JIA bolesnika nakon 24 meseca primene bioloske terapije

Utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika u ucestalosti postizanja remisije
u odnosu na pol, uzrast kada je postavljena dijagnoza, duzinu trajanja bolesti pre bioloske
terapije, duzinu lec¢enja i srednju primenjivanu dozu metotreksata kao niti u odnosu na duzinu

terapije i primenjene doze steroida (Tabela 7).

Tabela 7. Karakteristike bolesnika u zavisnosti od postignute ili ne postignute remisije

Parametar Postigli Nisu postigli YIMW  p
remisiju remisiju

Pol (M/Z) 13/30 11/24 0,013 0,909
Uzrast na pocetku bolesti (godine) 10,13+4,30F 8,60+5,24%F 1,328 0,184
Uzrast na pocetku terapije (godine) 15,48+4,38 14,9845,94 0,193 0,847
Duzina bolesti pre bioloske terapije 60,86+34,63 71,83+£52,35 0,447 0,655
(meseci)

DuzZina terapije MTX (meseci) 55,05+39,73 60,29+46,38 0,36 0,721
Srednja doza MTX (mg) 13,65+4,58 12,51+5,53 0,788 0,431
DuZina terapije steroidima (meseci) 16,60+22,02 23,83+36,94 0,348 0,728
Doza steroida (g)* 0,76+1,39 2,45+3,87 1,882 0,060

M- muski pol, Z- Zenski pol, x2- Hi kvadrat test, MW— Mann-Whitney test, T aritmeti¢ka sredinatstandardna

devijacija, MTX-metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza kortikosteroida
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5.3.1.1.Mogucnost postizanja remisije u odnosu na podtip JIA

Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika izmedu JIA
podtipova u odnosu na moguénost postizanja remisije nakon 24 meseca leCenja bioloskim
lekovima (x*=0,844, p=0,839).

Nakon 24 meseca primene bioloske terapije remisiju je postiglo 10 bolesnika (23,26%)
u Poly RF+ grupi, 21 bolesnik (48,83%) u Poly RF- grupi, 10 bolesnika (23,26%) u
ERA+PsA grupi i 2 bolesnika (4. 65%) u sJIA grupi. U grupi bolesnika koji nisu postigli
remisiju njih 6 (17,14%) pripada Poly RF+ podtipu, 18 bolesnika (51,43%) ima Poly RF-, 8
bolesnika (22,85%) je sa ERA+PsA podtipom i 3 bolesnika (8,57%) je sa sJIA (Grafik 7).

M Postigli remisiju M Nisu postigli remisiju

25

Poly RF+ Poly RF- SEA+PsA slIA

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA

Grafik 7. Postizanje remisije nakon 24 meseca u odnosu na JIA podtipove

5.3.1.2. Karakteristike JIA podtipova u odnosu na postignutu remisiju

Kod bolesnika koji su postigli remisiju kao i kod onih koji nisu postigli remisiju nakon
24 meseca primene bioloSke terapije postojala je statisticki znacajna razlika u duzini terapije
metotreksatom u odnosu na JIA podtipove (Tabela 8). U grupi koja je postigla remisiju
statisticki znacajna razlika u duZzini terapije metotreksatom nadena je izmedu podtipova: Poly
RF+ grupe u odnosu na ERA+PsA grupu bolesnika i Poly RF- grupu u odnosu na ERA+PsA
grupu. Medutim, kod bolesnika koji nisu postigli remisiju statisti¢ki znacajna razlika postojala
je izmedu sJIA i obe ERA+PsA grupe kao i Poly RF- grupe (Tabela 8).
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Tabela 8. Karakteristike JIA podtipova u odnosu na postizanje remisije
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Parametri Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA p
PACIJENTI KOJI SU POSTIGLI REMISIJU

Uzrast na po¢etku bolesti ~ 12,39+3,81  9,12+4,66 10,73+3,37  6,90+3,55 0,154

(godine)

Uzrast na pocetku terapije 17,60x2,61  14,72+4,88  1551+2,79  12,00£10,72 0,372

(godine)

DuzZina bolesti pre bioloske 52,20+23,25 68,67+36,03 51,50+34,43 69,00£76,37 0,624

terapije (meseci)

DuZina terapije MTX 65,50+41,24* 64,38440,23* 24,70+26,71 56,50+7,78 0,042*

(meseci)

Srednja doza MTX (mg) 15,50+3,69  13,21+4,62  13,25+553  11,00+1,41 0,412

DuZina terapije steroidima 22,30+26,52 10,10+15,69 24,80+27,36 15,50+21,92 0,278

(meseci)

Doza steroida (g)* 0,60£1,26 0,38+0,56 1,84+2,22 0,00 0,075
PACIJENTI KOJI NISU POSTIGLI REMISIJU

Uzrast na po¢etku bolesti  11,41+6,75  7,46+4,85 11,26+2,73  4,49+3,75 0,128

(godine)

Uzrast na pocetku terapije 15,83+6,49  14,46+6,35 16,18+544  13,75%6,39 0,860

(godine)

DuzZina bolesti pre bioloske 66,17+57,28 77,17+54,39 49,25+35,73 111,33+63,54 0,300

terapije (meseci)

DuZina terapije MTX 72,50452,27 57,06+36,25" 31,75+36,65° 131,33+50,00 0,029*

(meseci)

Srednja doza MTX (mg) 17,08+4,00 11,69+4,32  11,56+7,67 10,83+6,29 0,087

DuZina terapije steroidima 5,33+11,22  28,28+43,65 27,62+37,24 24,00£24,00 0,510

(meseci)

Doza steroida (g)* 1,82+1,86 1,35+2,18 2,93+3,98 9,00+8,57 0,434

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, MTX-metotreksat, mg- miligrami, g- grami,

kumulativna doza steroida, * vs ERA+PSA, " vs sJIA, *- statistitka znatajnost

5.3.1.3.Klinicki prediktivni faktori za postizanje remisije

A

Testiranjem klini¢kih parametara kao potencijalnih prediktivnih faktora rizika za postizanje

remisije nakon 24 meseca primene bioloske terapije, u ispitivanoj populaciji se kao statisticki

znacajan faktor rizika izdvojila primenjivana doza steroida (OR 0,749, p=0,025). Neophodnost

primene manje doze steroida povecavala je Sansu da pacijenti postignu remisiju za 33,00%

nakon 24 meseca lecenja bioloskim lekovima (Tabela 9).
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Tabela 9. Klinicki parametri kao faktori rizika remisije nakon 24 meseca

Faktor rizika OR 95%ClI p

Muski pol 1,058 0,403-2,779 0,909
Poly RF+ 1,465 0,474-4,527 0,507
Poly RF- 0,902 0,369-2,201 0,820
ERA+PsA 1,023 0,354-2,951 0,967
sJIA 0,520 0,082-3,302 0,488
uzrast kad je postavljenadg 1,069 0,963-1,188 0,211
uzrast kad je poceta th 1,020 0,926-1,123 0,687
duzina bolesti pre th 0,994 0,984-1,005 0,271
SE 1,007 0,989-1,027 0,434
AA 0,975 0,914-1,040 0,435
CHAQ 0,534 0,275-1,034 0,063
VAS | 0,987 0,959-1,016 0,371
VAS p 0,995 0,979-1,012 0,574
duzina th MTX 0,997 0,987-1,008 0,588
doza MTX 1,047 0,956-1,146 0,322
duzina th steroidima 0,991 0,976-1,008 0,296
doza steroida 0,749 0,581-0,965 0,025*

OR- unakrsni odnos, 95%CI— 95% interval poverenja, Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-:
oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik
JIA, dg- dijagnoza, th- terapija, SE- sedimentacija eritrocita, AA- broj aktivnih zglobova, CHAQ- Childhood
Health Assesment Questionnaire, VAS | - vizuelno analogna skala lekara, VAS p - vizuelno analogna skala
pacijenta, MTX- metotreksat,*- statisticka znac¢ajnost

5.3.2. Moguénost postizanja remisije u odnosu na prisustvo TNF-a-308 i Fokl VDR

polimorfizama
5.3.2.1. Mogucnost postizanja remisije u odnosu na prisustvo TNF-0-308 polimorfizma

Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisti¢ki znacajna razlika ucestalosti
genotipova za TNF-a-308 polimorfizam izmedu bolesnika koji su postigli remisiju i onih koji
nisu postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije (x°=2,871, p=0,238)

(Grafik 8).
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M Postigli remisiju M Nisu postigli remisiju

30 28

25

20

15

10 +

GG GA AA

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip
Grafik 8. Zastupljenost TNF-a-308 polimorfizma u odnosu na postizanje remisije

Nakon 24 meseca primene bioloske terapije distribucija TNF-0-308 polimorfizma u grupi
bolesnika koja je postigla remisiju bila je: 14 bolesnika (32,60%) je imalo homozigotni GG
genotip, 28 bolesnika (65,10%) heterozigotni GA genotip i samo 1 bolesnik (2,30%) je imao
homozigotni AA genotip. U grupi bolesnika koji nisu postigli remisiju 11 bolesnika (32,40%) je
imalo GG, 19 bolesnika (55,90%) je imalo GA i 4 bolesnika AA (11,80%) polimorfizam
(Grafik 8).

Tabela 10. Distribucija genotipova za TNF-a-308 polimorfizam kod JIA podtipova

JIA podtipovi u remisiji TNF

GG GA AA
Poly RF+ 2 (14,3%) 8 (28,6%) 0
Poly RF- 7 (50,0%) 14 (50,0%) 0
ERA+PsA 3 (21,4%) 6 (21,4%) 1 (100,0%)
sJIA 2 (14,3%) 0 0
Ukupno 14 (100,0%) 28 (100,0%) 1 (100,0%)
JIA podtipovi nisu u remisiji TNF

GG GA AA
Poly RF+ 1(9,1%) 4 (21,1%) 1 (25,0%)
Poly RF- 6 (54,5%) 8 (42,1%) 3 (75,0%)
ERA+PsA 4 (36,4%) 4 (21,1%) 0
sJIA 0 3 (15,8%) 0
Ukupno 11 (100,0%) 19 (100,0%) 4 (100,0%)

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA
genotip, AA- homozigotni AA genotip
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Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika u ucestalosti

genotipova za TNF-0-308 polimorfizam kod razli¢itih JIA podtipova u grupi bolesnika koji su

postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije (3°=8,266, p=0,219), kao ni kod JIA

podtipova koji nisu postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloSke terapije (x2:7,593,

p=0,269) (Tabela 10).

Tabela 11. Karakteristike JIA bolesnika u zavisnosti od TNF-a-308 polimorfizma

Parametri GG GA AA K p
PACIJENTI KOJI SU POSTIGLI REMISIJU
N=14 N=28 N=1

Uzrast na pocetku bolesti (godine) 9,50+4,35  10,23+4,33 14,59 0,499 0,634
Uzrast na pocetku bioloske terapije 16,35+5,22  15,10+4,09 15,58 0,445 0,807
(godine)

Duzina bolesti pre bioloske terapije 65,57£43,74 60,14+29,23 15,00 0,240 0,823
(meseci)

DuZina terapije MTX (meseci) 60,21+34,28 53,71+42,86 20,00 0,734 0,468
Srednja doza MTX (mg) 12,28+5,04 14,46%4,27 10,00 1,638 0,119
DuZina terapije steroidima (meseci) 19,86+20,43 23,28+4,40 24,00 1,078 0,308
Doza steroida (g)* 0,45+£1,08  0,92+1,53 0,40 1,412 0,208

PACIJENTI NISU POSTIGLI REMISIJU
N=11 N=19 N=4

Uzrast na pocetku bolesti (godine) 9,02+4,46 7,38+5,38 13,91+1,90 5,458 0,065
Uzrast na pocetku bioloske terapije 14,32+4,17 14,30+6,64 19,08+3,63 2,297 0,317
(godine)

Duzina bolesti pre bioloske terapije 53,27+34,21 86,42+57,68 65,00+61,76 2,548 0,280
(meseci)

Duzina terapije MTX (meseci) 42,00+34,97 69,84+50,50 62,25+56,10 2,039 0,361
Srednja doza MTX (mg) 11,3245,62 13,0845,12 12,50+8,66 0,960 0,619
DuZina terapije steroidima (meseci) 15,27+17,91 22,42+28,82 60,00+84,85 0,519 0,771
Doza steroida (g)* 0,91+145  3,31+481  2,91+3,02 2,965 0,227

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip, K- Kruskal
Wallis-ov test, N- broj bolesnika, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, “- kumulativna doza steroida

Kod bolesnika koji su postigli remisiju i onih koji nisu postigli remisiju nakon 24

meseca primene bioloske terapije nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u

uzrastu kada je postavljena dijagnoza, uzrastu kada je zapoceto lecenje bioloskom terapijom,
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duzini trajanja bolesti pre bioloSke terapije, duzini 1 srednjoj dozi primene metotreksata kao i
U duzZini i dozi primenjivanih steroida u odnosu na prisutne genotipove za TNF-a-308

polimorfizam (Tabela 11).

5.3.2.1.1. Uticaj prisustva genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam u odnosu na postizanje
remisije
Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika ucestalosti

genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam izmedu bolesnika koji su postigli remisiju i onih

koji nisu postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije (Tabela 12, Grafik 9).

Tabela 12. Prisustvo genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam u zavisnosti od moguénosti

postizanja remisije

2

TNF-0-308 Postigli remisiju  Nisu postigli remisiju p
GG 16 (30,80) 9 (36,00)F 0,040 0,842
GA+AA 36 (69,20) 16 (64,00)

Ukupno 52 (100,00) 25 (100,0)

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel),
xz— Hi-kvadrat test, T- N (%) - broj bolesnika (%)

u GG mGA+AA
40
35
30
25
20

Postigli remisiju Nisu postigli remisiju

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel)

Grafik 9. Distribucija genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam u odnosu na moguénost
postizanja remisije
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Detaljna analiza pojedinacnih karakteristika obe posmatrane grupe bolesnika nakon 24
meseca U odnosu na prisustvo genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam ukazala je da je
statistiCki znacajno duze lecenje prvim kursom bioloskih lekova bilo kod bolesnika sa prisutnim A
alelom u odnosu na bolesnike sa prisutnim G alelom (p=0,034) u grupi bolesnika koja nije
postigla remisiju. U grupi bolesnika koja je postigla remisiju statistiCka znac¢ajnost duzine primene

prvog kursa bioloske terapije u odnosu na prisustvo genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam

nije postojala (Tabela 13).

Statisticki znacajna razlika u uzrastu na pocetku lecenja bioloskim lekovima, duzini
postignute remisije, prosecno primenjivanoj dozi i duzini primene metotreksata, duzini primene i
dozi kortikosteroidne terapije u odnosu na prisutne genske alele za TNF-a-308 polimorfizam

izmedu dve ispitivane grupe bolesnika nije postojala u odnosu na moguénost postizanja remisije

(Tabela 13).

REZULTATI

Tabela 13. Karakteristike bolesnika u odnosu na postizanje remisije nakon 24 meseca u

zavisnosti od prisutnih genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam

GG GA+AA MW p
PACIJENTI KOJI SU POSTIGLI REMISIJU

N=16 N=36
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 9,46+4,27  9,72+£9,72% 0,275 0,783
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 34,88+20,16 34,00+17,04 0,119 0,905
DuzZina remisije nakon prvog kursa (meseci) 20,56+21,97 30,50+21,33 1,419 0,156
DuZina le¢enja MTX (meseci) 61,50£37,58 58,69+45,80 0,446 0,655
Doza MTX (mg) 12,94+4,11  13,83%t4,23 0,765 0,444
DuZina steroidne th (meseci) 18,38+19,54 15,75+23,28 0,825 0,409
Doza steroida (g) * 0,39+1,02  0,94#169 1,580 0,114

PACIJENTI NISU POSTIGLI REMISIJU

N=5 N=16
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 9,02+4,70 9,29+¢593 0,165 0,869
Duzina prvog Kkursa bioloske terapije (meseci) 40,11+11,53 56,50+20,05 2,125 0,034 *
DuZina le¢enja MTX (meseci) 35,67+£23,77 61,69+48,81 0,992 0,321
Doza MTX (mg) 9,94+5,13  13,47+6,35 1,670 0,095
DuzZina steroidne th (meseci) 16,89+19,45 33,44+48,97 0,322 0,747
Doza steroida (g) * 1,11+1,54 4,18+491 1911 0,056

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel),
MW- Man Whitney test, N- broj bolesnika, 1 aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, MTX- metotreksat, mg-

miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida, th- terapija, * statisticka znagajnost
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5.3.2.2. Mogucnost postizanja remisije u odnosu na prisustvo Fokl VDR polimorfizma

Kod bolesnika koji su postigli remisiju i onih koji nisu postigli remisiju nakon 24
meseca primene bioloSke terapije utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika
udestalosti genotipova Fokl VDR polimorfizma gena (5°=0,582, p=0,747) (Grafik 10).

Nakon 24 meseca primene bioloske terapije distribucija Fokl VDR polimorfizma u grupi
koja je postigla remisiju bila je: 20 bolesnika (50,00%) je imalo homozigotni FF genotip, 17
bolesnika (42,50%) imalo je heterozigotni Ff genotip i 3 bolesnika (7,50%) su imala homozigotni
ff genotip. U grupi bolesnika koji nisu postigli remisiju 17 bolesnika (51,50%) je imalo
homozigotni FF genotip, 12 bolesnika (36,40%) heterozigotni Ff genotip i 4 bolesnika (12,10%)

imala su homozigotni ff genotip.

m Postigli remisiju ~ m Nisu postigli remisiju

25

20 +

15 ~

10 A

FF Ff ff

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip
Grafik 10. Zastupljenost Fokl VDR polimorfizma u odnosu na postizanje remisije

Detaljnom analizom utvrdeno je da nije postojala statisticki znacajna razlika u ucestalosti
genotipova za Fokl VDR polimorfizam kod razli¢itih JIA podtipove u grupi bolesnika koji su
postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije (°=6,157, p=0,406), kao ni kod JIA
podtipova koji nisu postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije (x°=4,516,
p=0,607) (Tabela 14).
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Tabela 14. Distribucija genotipova za Fokl VDR polimorfizam kod JIA podtipova

JIA podtipovi u remisiji VDR

FF Ff ff
Poly RF+ 5 (25,0%) 5 (29,4%) 0
Poly RF - 11 (55,0%) 6(353%)  3(100,0%)
ERA+PsA 3 (15,0%) 5 (29,4%) 0
sJIA 1 (5,0%) 1 (5,9%) 0
Ukupno 20 (100,0%) 17 (100,0%) 3 (100,0%)
JIA podtipovi nisu u remisiji
Poly RF+ 2 (11,8%) 3 (25,0%) 1 (25,0%)
Poly RF - 11 (64,7%) 4 (33,3%) 1 (25,0%)
ERA+PsA 3 (17,6%) 4 (33,3%) 1 (25,0%)
sJIA 1 (5,9%) 1 (8,3%) 1 (25,0%)
Ukupno 17 (100,0%) 12 (100,0) 4 (100,0%)

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PSA :
ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff
genotip, ff- homozigotni ff genotip

Kod bolesnika koji su postigli remisiju i onih koji nisu postigli remisiju nakon 24
meseca primene bioloske terapije nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u
uzrastu kada je postavljena dijagnoza, uzrastu kada je zapoceto leCenje bioloSkom terapijom,
srednjoj dozi metotreksata kao i duzini leCenja i dozi primenjivanih steroida, u odnosu na
prisutne genotipove za Fokl VDR polimorfizam (Tabela 15).

Medutim kod bolesnika koji su postigli remisiju nakon 24 meseca primene bioloske
terapije duzina leCenja metotreksatom statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na prisutne
genotipove za Fokl VDR polimorfizam (3°=7,242, p=0,027). Na ovoj terapiji najduze su bili
bolesnici sa ff genotipom, a najkrace bolesnici sa Ff genotipom. Daljom analizom je pokazano
je da su bolesnici sa ff genotipom statisticki znac¢ajno duze bili na terapiji metotreksatom u
odnosu na bolesnike sa Ff genotipom u grupi bolesnika koja je postigla remisiju (z=2,699,
p=0,002) (Tabela 15).

Kod bolesnika koji nisu postigli remisiju nakon 24 meseci primene bioloske terapije
postojala je statisticki znacajna razlika u duZini trajanja bolesti pre zapocinjanja bioloske
terapije u odnosu na prisutne genotipove za Fokl VDR polimorfizam (x°=6,812, p=0,033). Pre
pocetka primene bioloske terapije bolest je statisticki znac¢ajno duze trajala kod bolesnika sa
homozigotnim ff genotipom, a najkrace kod bolesnika sa FF genotipom. Post hoc analizom je
pokazano da su bolesnici sa prisutnim ff genotipom statisti¢ki znacajno duze bili bolesni pre
pocetka primene bioloske terapije u odnosu na bolesnike sa FF genotipom (z=2,734, p=0,002)
i u odnosu na bolesnike sa Ff genotipom (z=2,004, p=0,045) (Tabela 15).
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Tabela 15. Karakteristike JIA bolesnika u zavisnosti od postizanja remisije i Fokl VDR

polimorfizma
Parametri FF Ff ff K p
PACIJENTI KOJI SU POSTIGLI REMISIJU
N=20 N=17 N=3
Uzrast na pocetku bolesti (godine) 10,23+4,61 10,72+3,58 6,3846,22 1,296 0,523
Uzrast na pocetku bioloske terapije 16,69+3,70 15,06£4,60 12,94+7,74 2,311 0,315
(godine)
Duzina bolesti pre bioloske terapije 67,70+40,07 53,41+30,08 73,00+26,85 1,633 0,442
(meseci)
DuZina terapije MTX (meseci) 67,95+45,22 40,65+23,76% 94,67+22,03 7,242 0,027
Srednja doza MTX (mg) 14,4844,04 12,50+5,66 13,33+2,88 0,719 0,698
DuZina terapije steroidima (meseci) 23,30+24,74 11,06+18,57 15,00+25,98 4,418 0,110
Doza steroida (g)* 0,92+1,74 0,65+1,09 0,33+0,58 0,221 0,895
PACIJENTI NISU POSTIGLI REMISIJU
N=17 N=12 N=4
Uzrast na poc¢etku bolesti (godine) 9,59+5,30 8,20+4,73  8,16+6,78 0,404 0,817
Uzrast na pocetku bioloske terapije 14,5045,02 15,03+6,75 19,33+4,62 2,402 0,301
(godine)
Duzina bolesti pre bioloske terapije 59,53+37,72% 75,33+62,00% 137,00+36,61 6,812 0,033*
(meseci)
DuZina terapije MTX (meseci) 54,06+£38,86 61,42+51,27 78,25+77,23 0,233 0,890
Srednja doza MTX (mg) 13,67+4,13 11,25+6,70 11,87+8,00 0,482 0,786
DuZina terapije steroidima (meseci) 21,18+20,16 18,50+34,06 63,00+80,42 2,328 0,312
Doza steroida (g)* 1,66+3,03 2,46+3,32  2,54+7,32 3,009 0,222

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip, K— Kruskal Wallis-ov test,
N- broj bolesnika, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, >~ vs ff genotip, * - kumulativna doza steroida,
*statisticka znacajnost

5.3.2.2.1. Uticaj prisustva genskih alela za Fokl VDR polimorfizam

u odnosu na postizanje remisije

Detaljnom analizom utvrdeno je da su bolesnici sa prisutnim F genskim alelom za Fokl
VDR polimorfizam cesée postigli remisiju u poredenju sa nosiocima f alela, kao i da su
bolesnici sa f alelom cesc¢e bili zastupljeni u grupi bolesnika koja nije uspela da postigne
remisiju nakon 24 meseca primene bioloske terapije. Medutim, statisticki znacajna razlika
ucestalosti genskih alela za Fokl VDR polimorfizam izmedu bolesnika koji su postigli
remisiju i onih koji nisu postigli remisiju nije postojala nakon 24 meseca lecenja bioloskim
lekovima (p=0,842) (Tabela 16, Grafik 11).
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Tabela 16. Prisustvo genskih alela za Fokl VDR polimorfizam u zavisnosti od mogu¢nosti

postizanja remisije

2

Fokl VDR polimorfizam Postigli remisiju  Nisu postigli remisiju X p
FF 27 (51,90) 10 (38,50) T 0,778 0,378
Ff+ff 25 (48,10) 16 (61,50)

Ukupno 52 (100,0) 26 (100,0)

R grupa remisija, NR- ne remisija FF - homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff - heterozigotni Ff i homozigotni ff
genotip (f alel), XZ— Hi-kvadrat test, - N (%) - broj bolesnika (%)

mFF mFf+ff
30

25 -

20 +

Postigli remisiju Nisu postigli remisiju

FF - homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff - heterozigotni Ff i ff homozigotni ff genotip (f alel)
Grafik 11. Distribucija genskih alela za Fokl VDR polimorfizam u odnosu na moguénost
postizanja remisije

Detaljna analiza pojedinacnih karakteristika posmatranih grupa nakon 24 meseca u
odnosu na prisustvo genskih alela za Fokl VDR polimorfizam ukazala je da postoji statisticki
znacajna razlika u duzini prvog kursa bioloske terapije, duzini remisije nakon prvog kursa
bioloske terapije i duzini primenjivane kortikosteroidne terapije u grupi bolesnika koja je
postigla remisiju. Statisticki znacajno duze je bilo le¢enje kortikosteroidima (p=0,004) kod
bolesnika sa F alelom u odnosu na bolesnike sa f alelom u grupi bolesnika koja je postigla
remisiju. Bolesnici sa prisutnim f alelom su postigli statisticki znacajno kra¢u remisiju u
odnosu na bolesnike sa F alelom (p=0,034) nakon statisti¢ki znacajno duze primene prvog Kursa
bioloske terapije (p=0,040) u grupi bolesnika koja je postigla remisiju. U grupi pacijenata koji
nisu postigli remisiju ne postoji statisticki znacajna razlika u ispitivanim karakteristikama

bolesnika u odnosu na prisutne genske alele za VDR polimorfizam (Tabela 17).
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Tabela 17. Karakteristike bolesnika u odnosu na postizanje remisije u zavisnosti od prisutnih

genskih alela za Fokl VDR polimorfizam

FF Ff+ff MW p

PACIJENTI KOJI SU POSTIGLI REMISIJU

N=25 N=21
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 9,79+4,48 9,46+4,34+ 0,187 0,851
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 29,08+15,46 39,18+18,84 2,054 0,040*
DuZina remisije nakon prvog kursa (meseci) 33,76£20,73 21,59+21,47 2,117 0,034*
Duzina le¢enja MTX (meseci) 68,04+44,35 50,40+40,59 1,594 0,111
Doza MTX (mg) 14,70£3,64  12,32#5,03 1,500 0,134
Duzina steroidne th (meseci) 23,74+23,92 8,80+17,10 2,913 0,004*
Doza steroida (g)* 0,96+1,90 0,56+0,99 0,280 0,780
PACIJENTI NISU POSTIGLI REMISIJU

N=10 N=16
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 10,48+6,18 4,4545,24 0,797 0,426
DuZina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 56,20+£19,50 47,06+17,71 1,187 0,235
Duzina leCenja MTX (meseci) 4410+32,45 58,69+47,43 0,633 0,527
Doza MTX (mg) 12,50+4,95 12,19+6,70 0,349 0,727
Duzina steroidne th (meseci) 18,50+£18,54 31,38+49,79 0,247 0,805
Doza steroida (g)* 2,05£3,43 3,59+4,61 1,267 0,205

FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff- heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel), MW- Man
Whitney test , N- broj bolesnika, T aritmeti¢ka sredinat+standardna devijacija, MTX- metotreksat, mg- miligrami,

g- grami, “ - kumulativna doza steroida, th- terapija, * statisticka znacajnost

5.3.2.3. Uticaj udruzenog prisustva genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam

u odnosu na postizanje remisije

Nakon 24 meseca, utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji

udruzenih kombinacija genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam (p=0,058) u

odnosu na postizanje remisije nakon 24 meseca primenjivane bioloske terapije. Detaljnija

statistiCka analiza je pokazala da su znatno CeS¢e bolesnici sa prisutnom kombinacijom

GA/AA+FF/Ff udruzenih genotipova (66,70%) uspeli da postignu remisiju, dok je nakon 24

meseca primene bioloske terapije samo jedan bolesnik (2,10%) sa prisutnom udruzenom

kombinacijom genotipova GA/AA+ff bio u mogucnosti da postigne remisiju (Tabela 18,

Grafik 12).

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA

55



REZULTATI

Tabela 18. Distribucija udruzenih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam u

odnosu na postizanje remisije

TNF+VDR polimorfizam Postigli remisiju  Nisu postigli remisiju p
GG+Ff/ff 13 (27,10) 9 (36,00) 1 7,493 0,058
GA/AA+FF/Ff 32 (66,70) 12 (48,00)

GG+ff 2 (4,20) 0

GA/AA+f 1(2,10) 4 (20,00)

x*— Hi-kvadrat test, +- N (%) - broj bolesnika (%), GG+Ff/ff, GA/IAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+ff - udruzene
kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam

M Postigli remisiju M Nisu postigli remisiju

35

32
30

25

20

GG+FF/Ff GA/AA+FF/Ff GG+ff GA/AA+T

GG+Ff/ff, GAIAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+ff - udruZene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam

Grafik 12. Distribucija udruzenog prisustva genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR
polimorfizma u odnosu na moguénost postizanja remisije

5.3.2.4. Prediktivni znacaj prisustva genetskih markera u 24. mesecu

Testiranjem pojedinaénih genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam kao
potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika za postizanje remisije bolesnika u 24. mesecu
nakon primene bioloske terapije, utvrdeno je da nijedan od pojedina¢nih genotipova za TNF-a-
308 i FokI VDR polimorfizam nije bio statisti¢ki znacajan nezavisni faktor rizika za postizanje

remisije u 24. mesecu nakon lecenja bioloskim lekovima (Tabela 20).
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Tabela 20. Pojedinaci genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za

postizanje remisije u 24. mesecu

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%ClI p

GG referentna grupa

GA 1,471 0,522-4,150 0,466
AA 0,375 0,052-2,680 0,328
FF referentna grupa

Ff 0,606 0,213-1,721 0,347
ff 0,278 0,053-1,466 0,131

OR- unakrsni odnos, 95%CIl—- 95% interval poverenja, GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA
genotip, AA- homozigotni AA genotip, FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff-
homozigotni ff genotip

Testiranjem udruzenih kombinovanih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR
polimorfizam kao potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika za postizanje remisije
bolesnika u 24. mesecu nakon primene bioloske terapije, utvrdeno je da nijedan od prisutnih
udruzenih kombinovanih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam nije bio
statistiCki znaCajan nezavisni faktor rizika za postizanje remisije u 24. mesecu nakon lec¢enja
bioloskim lekovima (Tabela 21).

Tabela 21. Udruzeni genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za postizanje

remisije u 24. mesecu

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%Cl p
GG+FF referentna grupa

GG+Ff 0,781 0,139-4,387 0,779
GG+ff 0,000 0,000-0,000 0,999
GA+FF 3,750 0,716-19,644 0,118
GA+Ff 1,071 0,250-4,591 0,926
GA+f 0,208 0,017-2,600 0,223
AA+FF 0,313 0,022-4,413 0,389
AA+Ff 0,000 0,000-0,000 1,000
AA+f 0,000 0,000-0,000 1,000

OR- unakrsni odnos, 95%CI- 95% interval poverenja, GG+FF, GG+Ff, GG+ff, GA+FF, GA+Ff,
GA+f , AA+FF, AA+Ff, AA+TT - udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam
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5.3.3. ACR Pedi odgovor

ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijumi poboljSanja statisticki znacajno ¢escée su bili prisutni
kod bolesnika koji su postigli remisiju nakon 12 i 24 meseca primene bioloske terapije
(Tabela 22).

Tabela 22. ACR Pedi klini¢ki odgovor u odnosu na postizanje remisije

ACR Pedi Remisija  Nisu postigli remisiju p
N =43 N=35
50 37 (82,20) 18 (51,40) 0,002*
12 meseci 70 28 (62,20) 9 (25,70) 0,038*
100 15 (33,30) 3(8,60) 0,013*
50 41 (91,10) 17 (48,60) <0,001*
24 meseca 70 37 (82,20) 13 (37,10) <0,001*
100 32 (71,10) 4 (11,40) <0,001*

N- broj bolesnika, XZ—Hi— kvadrat test,*- statisticka znacajnost

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u postizanju ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma
poboljSanja u odnosu na podtipove JIA. Kroz vremenski period pracenja kriterijuma
poboljsanja u posmatranom periodu u odnosu na JIA podtipove nije zabelezen statisticki

znacajan terapijski odgovor ACR Pedi 50, 70 i 100 (Tabela 23 i Grafik 13).

Tabela 23. ACR Pedi klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na JIA podtipove

Vreme pracenja ACR Pedi Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA p?

50 10 (62,50) 26 (66,67) 16 (88,90) 3 (60,00)t 0,265

12 meseci 70 11 (68,75) 16 (41,00) 12 (66,67) 2 (40,00) 0,137
100 4(2500) 7(17,95) 7(38,89) 0 0,199
50 14 (87,50) 27 (69,23) 13(72,22) 4(80,00) 0,549
24 meseca 70 11 (68,75) 24 (61,54) 12 (66,67) 3(60,00) 0,950

100 7(43,75) 17 (43,58) 10(55,56) 2 (40,00) 0,836

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: aligo JIAj poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PSA :
ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, "N (%)- broj bolesnika (%), x2- Hi kvadrat test
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Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA

Grafik 13. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na JIA podtipove, nakon 24 meseca

Detaljnom statistickom obradom nije nadena statisticki znacajna povezanost prisustva

TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizama sa mogu¢noscu postizanja ACR Pedi 50, 70 i 100

terapijskog odgovora nakon 24 meseca primene bioloske terapije (Tabela 24, Grafik 14 i 15).

Tabela 24. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizme

%2

Vreme pracenja ACR Pedi GG GA AA p
N=25 N=47 N=5
50 17 (68,00) 35 (74,45) 3(60,00)f 0,713
12 meseci 70 10 (40,00) 25(53,19) 2(40,00) 0,528
100 5(20,00) 12(2553) 1(20,00) 0,855
50 18 (72,00) 37 (78,72) 3(60,00) 0,584
24 meseca 70 16 (64,00) 31(65,95) 3(60,00) 0,958
100 13 (52,00) 22(46,81) 1(20,00) 0,424
Vreme praéenja FF Ff ff
N=37 N=29 N=7
50 27 (72,97) 19(65,51) 5(71,42) 0,803
12 meseci 70 18 (48,57) 12 (41,37) 4(57,10) 0,162
100 6 (16,20) 6(20,70) 4 (57,10) 0,055
50 29 (100,00) 20(78,38) 5(71,42) 0,679
24 meseca 70 26 (70,27) 17 (58,62) 3(42,85) 0,317
100 18 (48,60) 13(44,83) 2(28,60) 0,618

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip, FF- homozigotni
FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip, XZ— Hi kvadrat test, - N (%) - broj

bolesnika (%)
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GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip

Grafik 14. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na TNF-a-308 polimorfizam, nakon 24
meseca

BFF mFf =ff

70% 70%

12 meseci 24 meseca

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip

Grafik 15. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na Fokl VDR polimorfizam, nakon 24
meseca

Detaljnom statistickom obradom nije nadena statisti¢ki znacajna povezanost prisustva
genskih alela za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam sa moguéno$¢u postizanja ACR Pedi
50, 70 i 100 terapijskog odgovora nakon 24 meseca primene bioloske terapije (Tabela 25,
Grafik 16 i 17).
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Tabela 25. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na prisutne genske alele za TNF i VDR

polimorfizam
Vreme pracenja ACR Pedi GG GA+AA p*

N=25 N=52
50 17 (68,00) 38(73,07)f 0,847
12 meseci 70 10 (40,00) 27(51,92) 0,461
100 5(20,00) 13(25,00) 0,843
50 18 (72,00) 40 (76,90) 0,851
24 meseca 70 16 (64,00) 34 (65,40) 0,891
100 13(52,00) 23 (44,20) 0,692
100 19 (76,00) 30 (57,70) 0,189

FF Ff+ff

N=37 N=36
50 27 (72,97) 24 (66,67) 0,739
12 meseci 70 18 (48,65) 16 (44,44) 0,900
100 6 (16,22) 10 (27,78) 0,362
50 29(78,38) 25(69,44) 0,546
24 meseca 70 26 (70,27) 20 (55,56) 0,289
100 18 (48,65) 15(41,67) 0,715

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel),
FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff- heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel), Xz_ Hi kvadrat

test, +- N (%) - broj bolesnika (%)

45

B GG mGA+AA

40 38

40

23

50% | 70%

12 meseci

| 100%

50%

| 70%

24 meseca

| 100%

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel)

Grafik 16. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na prisutne genske alele za TNF

polimorfizam, nakon 24 meseca
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Grafik 17. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu prisutne genske alele za Fokl VDR

polimorfizam, nakon 24 meseca

Statisticki znacajna razlika u terapijskom odgovoru ACR Pedi 50, 70 i 100 nije postojala

izmedu prisutnih udruzenih kombinacija genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam

nakon 12 meseci i 24 meseca lecenja bioloskom terapijom. (Tabela 26, Grafik 18).

Tabela 26. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na udruzene kombinacije TNF-0-308 i

Fokl VDR polimorfizama

2

Vreme ACR GG+Fi/ff GA/AA+FF/IFf  GG+ff  GA/AA+T g p

praéenja Pedi

12 meseci 50 14 (63,60) 32 (72,70) 2 (100)  3(60,0) 1,67 0,643
70 7 (31,80) 23 (52,30) 2(100) 2(40,0) 4,88 0,180
100 2 (19,10) 10 (22,73) 2(100) 2(40,0) 10,21 0,117

24 meseca 50 15 (68,20) 34 (77,30) 2(100) 3(60,00 4,13 0,248
70 13(59,10) 30 (68,20) 2 (100)  1(20,0) 579 0,122
100 10 (45,50) 21 (47,73) 2 (100) 0(0,0) 6,66 0,083

GG+Ff/ff, GAIAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+ff - udruZene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam,

% — Hi kvadrat test, - N (%) - broj bolesnika (%)
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Grafik 18. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na udruzene kombinacije TNF-a-308 i
Fokl VDR polimorfizama

5.3.4. Uveitis

U posmatranoj JIA grupi jedanaestoro bolesnika (14,10%) je imalo i aktivni uveitis.
Njih troje (27,27%) je bilo sa postavljenom dijagnozom oligo i prosirenog oligoartikularnog
JIA i sve su bile devoj¢ice. Osmoro bolesnika (72,73%) je bilo muskog pola i bolovalo je od
artritisa sa entezitisom (ERA). ProseCan uzrast kada je postavljena JIA dijagnoza bio je
77,9+36,5 meseci, a uveitisa 111,8+54,11 meseci. Svi pacijenti su prethodno leceni
metotreksatom tokom 47,2+39,19 meseci u prose¢noj dozi od 10 mg/m* nedeljno i nisu ledeni
bioloskom terapijom. Antinuklearna pozitivnost (ANA) je bila prisutna kod svih devojcica,
dok je HLABS51 haplotip utvrden kod 62,5% i HLAB27 kod 12,5% decaka.

Tokom dvogodisnjeg pracenja i lecenja adalimumabom doslo je do smirivanja upalnog
procesa na oku i nije bilo novih relapsa bolesti. U prva 4 meseca nakon pocetka terapije
adalimumabom svi pacijenti su bili u moguénosti da prekinu primenu topic¢nih
kortikosteroida. Sedam pacijenata (63,64%) je postiglo ACR Pedi 100% terapijski odgovor,
dok je Cetvoro (36,36%) postiglo ACR Pedi 70% kriterijume poboljSanja. Nova struktruna
oste¢enja oka nisu zabeleZena, izuzev §to je monookularni gubitak vida ve¢ bio prisutan kod
dva pacijenta (18%) i pre uvodenja bioloske terapije (Grafik 19). Ozbiljne neZeljene reakcije

nisu zabelezene.
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Grafik 19. Efikasnost primene adalimumaba kod JIA sa uveitisom

5.4. Rezultati nakon 72 meseca pracenja

5.4.1.Rezultati u zavisnosti od postizanja remisije

Na kraju ukupnog perioda pracenja od 72 meseca celokupna grupa ispitanika je podeljena u

tri grupe:
i)

i)

R grupa (remisija)- grupa bolesnika koja je postigla remisiju nakon 24 meseca
primene bioloSke terapije zbog Cega je bilo moguce prekinuti bioloSku terapiju.
Ispitanici u ovoj grupi ostali su u remisiji bolesti do isteka perioda pracenja (do 72.
meseca).

RR grupa (remisija-relaps)- grupa bolesnika koja je postigla remisiju nakon 24
meseca primene bioloSke terapije zbog Cega je bilo moguce prekinuti bioloSku
terapiju. Ispitanici u ovoj grupi su zbog ponovnog pogorsanja bolesti morali ponovo
da zapocnu terapiju bioloskim lekom u bilo kom trenutku do kraja perioda pracenja
(do 72. meseca).

NR grupa (ne remisija)- grupa bolesnika koja ni u jednom trenutku tokom celog
perioda pracenja (do 72 meseca) nije mogla da postigne remisiju bolesti zbog ¢ega

je kontinuirano bila na nekom od bioloskih lekova.
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Zastupljenost bolesnika po grupama bila je: R grupa 35 pacijenata (44,90%); RR
grupa 25 pacijenata (32,10%) i NR grupa 18 pacijenata (23,10%) (Grafik 20).

ENR mRR ®R

23,10%

44,90 %

32,10%

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija

Grafik 20. Zastupljenost bolesnika po grupama nakon 72 meseca pracenja

Uporedivanjem karakteristika bolesnika izmedu sve tri grupe utvrdeno je da nije
postojala razlika u uzrastu bolesnika u trenutku postavljanja dijagnoze, u uzrastu bolesnika
kada je zapoceto lecenje bioloskim lekovima, u duZzini trajanja bolesti pre pocetka bioloske
terapije, duzini terapije metotreksatom i srednjoj dozi metotreksata, duzini primene i dozi
steroidne terapije u odnosu na mogucnost postizanje remisije.

Duzina prvog kursa bioloSke terapije se statisticki znacajno razlikovala medu grupama u
odnosu na mogucnost postizanja remisije. Naime, o¢ekivano bolesnici koji su postigli stabilnu
remisiju (R grupa) i bolesnici koji su postigli remisiju, ali su se zbog relapsa bolesti vratili na
biolosku terapiju (RR grupa) imali su statisti¢ki znac¢ajno kra¢i prvi kurs bioloske terapije u
odnosu na bolesnike koji nikada nisu uspeli da postignu remisiju bolesti (NR grupa)
(p<0,001). Takode, trajanje drugog kursa bioloske terapije je statisti¢ki znacajno bilo krace
kod bolesnika RR grupe u odnosu na bolesnike NR grupe (p<0,001). Duzina postignute
remisije nakon prekida primene bioloske terapije je statisticki znaCajno bila duza kod

bolesnika R grupe u odnosu na bolesnike RR grupe (p<0,001) (Tabela 27).
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Tabela 27. Karakteristike bolesnika nakon 72 meseca u odnosu na mogucénost postizanja
remisije

Parametar R grupa RR grupa NRgrupa F/< p
Uzrast na pocetku bolesti (godine) 10,35+4,03  8,34+500  9,18+5,88F 1,18 0,313
Uzrast na pocetku bioloske 15,40+4,66  14,47+539 16,25+566 0,567 0,753

terapije (godine)

DuZina bolesti pre bioloske 65,46+37,60 58,52+36,08 76,50+60,94 0,58 0,753
terapije (meseci)

DuZina terapije MTX (meseci) 48,66+41,13 64,04+42,78 65,17+44,49 3,01 0,222

Srednja doza MTX (mg) 12,29+4,70  13,8245,38 13,86+5,17 3,02 0,221
Duzina terapije steroidima 17,43+26,96 19,64+21,83 24,83+42,68 0,54% 0,765
(meseci)

Doza steroida (g)* 0,83+1,42  1,29+185  3,16x502 1,48 0,478
Duzina I kursa bioloske terapije =~ 37,26+17,87* 30,20+13,6*% 57,67+18,65 19,846 <0,001*
(meseci)

Duzina II kursa bioloske terapije - 19,28+14,38 7,11+13,24 4,655V <0,001*
(meseci)

DuZina remisije (meseci) 38,11+19,50 14,12+11,29 - 4,269MV <0,001*

F— analiza varijanse, “"Kruskal-Wallis-ov test, - aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, "'~ Mann-Whitney
test, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida, * vs NR grupa, * statisticka
znacajnost

5.4.1.1. Mogucnost postizanja remisije u odnosu na podtip JIA

Nije utvrdeno postojanje statisticki znacajne razlike u moguénosti postizanja remisije u
odnosu na JIA podtip na kraju posmatranog perioda (5°=6,320, p=0,388) (Grafik 21).

U grupi bolesnika sa Poly RF+ Sestoro bolesnika (37,50%) je postiglo remisiju, isti broj
(37,50%) je zbog relapsa nakon postignute remisije morao da se vrati na bioloSku terapiju, dok
njih Cetvoro (25,00%) nikada nije postiglo remisiju. Kod bolesnika sa Poly RF- dvadesetoro
(51,30%) je postiglo remisiju, 11 bolesnika (28,20%) su zbog relapsa nakon postignute remisije
vraceni na biolosku terapiju i 8 bolesnika (20,50%) nikada nije uslo u remisiju. Kod ERA+PsA
podtipa, 6 bolesnika (33,30%) je uslo u remisiju, njih 8 (44,40%) su nakon remisije vraceni na
biolosku terapiju zbog relapsa bolesti i 4 bolesnika nikada nije uslo u remisiju. Kod sJIA tri

bolesnika je postiglo (60%) remisiju, dok njih dvoje (40%) nikada nije uslo u remisiju.
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R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly
RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski
oblik JIA

Grafik 21. Postizanje remisije u odnosu na JIA podtipove nakon 72 meseca

5.4.1.2. Karakteristike podtipova JIA u R, RR i NR grupama

I) R grupa

U R grupi bolesnika koji su nakon 24 meseca leCenja bioloskom terapijom ostali u
remisiji do kraja perioda pracenja (72 meseca) nije nadena statisticki znacajna razlika u
uzrastu kada je postavljena dijagnoza, uzrastu kada je zapoceta bioloska terapija, duZini
trajanja bolesti pre uvodenja bioloske terapije, srednjoj dozi MTX i duzini steroidne terapije u
odnosu na JIA podtipove.

Duzina trajanja terapije MTX 1 doza steroida statisti¢ki SU se znacajno razlikovale u odnosu
na JIA podtipove (y’=13,111, p=0,004, odnosno %°=8,400, p=0,038). Duzina terapije MTX
statisti¢ki se znacajno razlikovala izmedu sledecih grupa: Poly RF+ i ERA+PsA, Poly RF- grupe i
ERA+PsA grupe, kao i ERA+PsA grupe i sJIA. Kumulativna doza steroida statistic¢ki se znacajno
razlikovala izmedu Poly RF- grupe i ERA+PSA grupe. Postojala je statisticki znacajna razlika u
duzini prvog kursa bioloske terapije u odnosu na JIA podtipove kod bolesnika R grupe (p=0,019)
izmedu sledecih grupa: Poly RF+ grupa u odnosu na ERA+PsA grupu (p=0,041), Poly RF- grupa
u odnosu na sJIA grupu (p=0,026), kao i ERA+PsA grupa u odnosu na sJIA (p=0,024). DuZina
remisije statisticki znacajno se razlikovala u odnosu na JIA podtipove kod ove grupe bolesnika

(p=0,009). Daljom analizom je utvrdeno da je statisticki znacajna razlika postojala izmedu
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slede¢ih grupa: Poly RF- u odnosu na ERA+PsA (p=0,009), Poly RF- u odnosu na sJIA
(p=0,035), ERA+PsA u odnosu na sJIA (p=0,024) (Tabela 28).

Tabela 28. Karakteristike JIA podtipova u R grupi bolesnika

Parametar Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA F/¥ p
Uzrast na pocetku bolesti 12,43+4,39  9,29+4 31 10,79+3,33  7,41+2,66 5512 0,133
(godine)

Uzrast na pocetku bioloske 16,80+3,59  14,74+4,74 16,45+3,49 14,67+8,88 0,785k 0,853
terapije (godine)
DuZina bolesti pre bioloske 48,71+27,56 68,33+37,42 60,8+37,52 94,67+69,94 1,870k 0,600
terapije (meseci)

DuZina terapije MTX 61,43+48,55% 59,25+40,63% 14,1+13,93 98,00+72,09° 13,11 0,004*
(meseci)

Srednja doza MTX (mg) 15,00+4,08 12,94+450 11,50+6,69 9,00£#3,61 3,500 0,321
DuZina steroidne terapije 27,58+29,92 10,17+17,42 35,00+36,39 10,33+17,90 7,227 0,065
(meseci)

Doza steroida (g)* 057+151  0,74+141%° 2144229 - 8,400  0,038*
Duzina I kursa 44,00+18,60° 35,55+15,84° 23,17+12,62" 63,33+2,08 9,974  0,019*
DuZina remisije 32,00£20,33 38,9+17,6*" 5533+9,33" 10,33+8,62 11,523 0,009*

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PSA :
ERA poditip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, F- analiza varijanse, © Kruskal-Wallis-ov test, ® vs
ERA+PsA, ° vs sJIA, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida,* statistika
znacéajnost

I1) RR grupa

Duzina leCenja MTX statisticki se znac¢ajno razlikovala u odnosu na JIA podtipove kod
bolesnika koji su vraceni na biolosku terapiju nakon S$to su postigli remisiju (p=0,010). Post
hoc analizom utvrdeno je da je izmedu grupa Poly RF+ u odnosu na ERA+PsA (p=0,003) i
Poly RF- u odnosu na ERA+PsA (P=0,026) postojala statisticki znacajna razlika. Doza
primenjivanih steroida statisticki se znacajno razlikovala u odnosu na JIA podtipove
(p=0,035) i to bolesnici sa Poly RF- podtipom statisti¢ki zna¢ajno su Koristili nize vrednosti
steroida u odnosu na ERA+PsA podtip (p=0,020). Duzina postignute remisije se Statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na JIA podtipove (p=0,023) i to bolesnici sa Poly RF-
podtipom su statisticki znacajnije imali duzu remisiju u odnosu na ERA+PsA (p=0,007)

(Tabela 29).
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Tabela 29. Karakteristike JIA podtipova u RR grupi bolesnika

Parametar Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA F/X p

Uzrast na pocetku bolesti (godine) 9,38+5,86 6,91+5,94 9,61+2,16 0,909 0,635
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 15,62+5,58 13,69+6,72 14,47+3,18 1,082 0,582
DuZina bolesti pre bioloske terapije (meseci) 50,00+12,63 76,09+44,36 40,75+25,10 4,652 0,098

DuZina terapije MTX (meseci) 94,33+30,26% 72,91+41,50* 29,12+29,30 9,125 0,010*
Srednja doza MTX (mg) 15,83+3,76  13,46+3,50 12,81+8,18 1,493 0,474
Duzina steroidne terapije (meseci) 16,00+26,20 16,55+19,87 26,62+22,31 2,015 0,365
Doza steroida (g)* 1,17+1,47 0,30+0,46*  2,75+2,43 6,694 0,035*
Duzina I kursa bioloske terapije 33,67+9,77 32,09+17,78 25,00+8,42 1,788 0,409
DuZina II kursa bioloske terapije 24,00+13,08 12,91+11,42 24,50+16,94 4,068 0,131
DuzZina remisije 19,50+15,81 16,55+9,74* 6,75#5,20 7,532 0,023*

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA : ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, F — analiza varijanse, * Kruskal-Wallis-ov test, MTX-
metotreksat, mg- miligrami, g- grami, “ - kumulativna doza steroida, * vs ERA+PSA, * statisticka zna¢ajnost

I11) NR grupa

Kod bolesnika koji nakon 72 meseca nisu postigli remisiju nije postojala statisticki znacajna
razlika u uzrastu kada je postavljena dijagnoza, uzrastu kada je zapoceto leCenje bioloskim
lekovima, duzini trajanja bolesti pre pocetka bioloSke terapije, duZini primene MTX, duzini
primene 1 prosecnoj dozi steroidne terapije, duzini prvog i drugog kursa bioloske terapije u
odnosu na JIA podtipove. Srednja doza MTX statisti¢ki znacajno se razlikovala u odnosu na JIA
podtipove (x*=8,284, p=0,040). Bolesnici sa Poly RF+ primenjivali su statisticki znadajno veée
doze MTX u odnosu na bolesnike sa Poly RF- oblikom (z=2,800, p=0,007) (Tabela 30).

Tabela 30. Karakteristike JIA podtipova u NR grupi bolesnika

Parametar Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA F/X p
Uzrast na pocetku bolesti 11,63+5,72 6,66+5,27 11,52+2,85 2,51+2,13 7,404 0,060
(godine)

Uzrast na pocetku bioloske 17,10£3,39 15,75+6,60 17,46x7,24 10,62+4,77 3,531 0,317
terapije (godine)
DuzZina bolesti pre bioloske 64,22+45,41 79,40£55,81 37,62+2556 94,00£79,20 5,049 0,168
terapije (meseci)
Duzina terapije MTX (meseci) 73,33x42,50 63,80+34,95 45,00£38,90 106,50+36,06 4,573 0,206

Srednja doza MTX (mg) 16,94+3,49% 11,83+4,54 13,75%6,27 13,75+5,03 8,284% 0,040*
Duzina steroidne terapije 6,89+11,09 31,80+45,68 14,88+19,85 36,00+16,97 4,788k 0,188
(meseci)

Doza steroida (g)* 1,43+1,61 0,98+1,89 2,56+4,00 13,50+4,95 7,373 0,061
Duzina I kursa bioloske th 73,75+£10,97 52,50+21,56 53,00+17,32 55,50+7,78 3,570 0,312
Duzina II kursa bioloSke th - 8,00+13,74 7,50+15,00 17,00+24,04 2,374 0,498

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PSA : ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, F — analiza varijanse, * Kruskal-Wallis-ov test, MTX-
metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida, th- terapija, ® vs Poly RF-, * statisti¢ka znagajnost
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5.4.1.3. Klinicki prediktivni faktori za postizanje remisije

Testiranjem klinickih parametara kao potencijalnih prediktivnih faktora rizika za
postizanje i ostanak u remisiji nakon 72 meseca primene bioloske terapije, utvrdeno je da
nijedan pojedinac¢an parametar nije predstavljao statisticki znacajan nezavisni faktor rizika za

postizanje remisije (Tabela 31).

Tabela 31. Klinicki parametri kao faktori rizika remisije nakon 72 meseca

Faktor rizika OR 95%Cl p

Muski pol 0,742 0,283-1,947 0,544
Poly RF+ 0,683 0,221-2,110 0,507
Poly Rf- 1,684 0,685-4,143 0,256
ERA+PsA 0,534 0,177-1,611 0,266
sJIA 1,922 0,303-12,198 0,488
uzrast kad je postavljenadg 1,081 0,973-1,200 0,148
uzrast kad je poceta th 1,010 0,909-1,111 0,835
duzina bolesti pre th 1,007 0,995-1,019 0,238
SE 0,992 0,974-1,011 0,412
AA 0,963 0,897-1,034 0,298
CHAQ 0,681 0,358-1,297 0,242
VAS | 0,988 0,960-1,017 0,421
VAS p 0,999 0,982-1,016 0,890
duzina th MTX 0,991 0,980-1,002 0,106
doza MTX 0,939 0,856-1,029 0,179
duzina th steroidima 0,995 0,979-1,011 0,518
doza steroida 0,808 0,636-1,027 0,082

OR- unakrsni odnos, 95%CI- 95% interval poverenja, Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-:
oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik
JIA, dg- dijagnoza, th- terapija, SE- sedimentacija eritrocita, AA- broj aktivnih zglobova, CHAQ- Childhood
Health Assesment Questionnaire, VAS |- vizuelno analogna skala lekara, VAS p- vizuelno analogna skala
pacijenta, MTX- metotreksat
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5.4.2. Uticaj TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizama na moguénost postizanja
i odrZanja remisije
5.4.2.1. Uticaj TNF-a-308 polimorfizma

U sve tri posmatrane grupe najzastupljeniji je bio heterozigotni GA genotip (R grupa
57,10%, RR grupa 64,00%, NR grupa 64,70%), a najmanje zastupljen homozigotni AA
genotip (R grupa 8. 60 %, RR grupa 0%, NR grupa 11,80%), ali nije postojala statisticki
znacajna razlika u distribuciji TNF polimorfizma u odnosu na mogucénost postizanja remisije

na kraju observacionog perioda (x*=4,80, p=0,309) (Grafik 22).

BGG EGA BAA

25

R RR NR

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip, R grupa remisija,
RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija

Grafik 22. Distribucija genotipova za TNF-a-308 polimorfizam u odnosu na moguénost
postizanja remisije

Kod sve tri posmatrane grupe bolesnika nije postojala statisti¢ki znacajna razlika u
uzrastu bolesnika na pocetku leCenja bioloSkim lekovima, duZzini prvog kursa bioloske
terapije, duZini remisije nakon prvog kursa bioloske terapije, dozi MTX, duZini i dozi
steroidne terapije u odnosu na prisutan TNF-a-308 polimofizam. Statisticka znacajnost postoji
kod bolesnika koji su postigli remisiju, ali su se zbog relapsa bolesti vratili na bioloSku
terapiju (RR grupa bolesnika), gde su bolesnici sa prisutnim heterozigotnim GA genotipom
statisticki znacajno duze leCeni metotreksatom u odnosu na bolesnike sa GG genotipom
(z=2,15, p=0,031) (Tabela 32).
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remisiju i prisutne pojedina¢ne genotipove

GG GA AA K p

R GRUPA PACIJENATA
N =12 N=20 N=3

Uzrast na pocetku bioloSke terapije 15,24+5,88 15,21+4,26 17,28+2,511 0,892 0,640
(godine)
DuZina prvog kursa bioloske terapije 40,58+19,13 34,60+15,39 41,67+31,66 1,08 0,583
(meseci)
DuzZina remisije nakon prvog kursa 31,67+23,22  42,10+15,65 37,33+27,59 1,57 0,456
(meseci)
Duzina le¢enja MTX (meseci) 58,25+32,12  38,25+42,68 79,67+51,96 571 0,057
Doza MTX (mg) 11,21+2,48 12,78+45,82 13,33+2,89 2,49 0,288
DuZina steroidne th (meseci) 12,83+17,19  18,60+31,64 28,00+30,20 1,12 0,571
Doza steroida(g)” 0,58+1,00 0,74+1,06 2,34+3,73 1,26 0,532
RR GRUPA PACIJENATA

N=9 N=16
Uzrast na pocetku bioloske terapije 17,15+2,20 13,39+5,95 0,948 0,330
(godine)
Duzina prvog kursa bioloske terapije 27,4448,53 31,75£15,86+ 0,028 0,977
(meseci)
Duzina remisije nakon prvog kursa 14,33+8,86 14,00+12,73 0,45 0,650
(meseci)
DuZina le¢enja MTX (meseci) 40,00+34,53 77,56+41,84 2,15 0,031*
Doza MTX (mg) 13,33+7,91 14,09+3,58 0,54 0,637
DuZina steroidne th (meseci) 29,00+20,68 14,38+21,27 1,64 0,101
Doza steroida (g)" 1,03+1,71 1,44+1,96 0,84 0,401
NR GRUPA PACIJENATA

N=4 N=11 N=2
Uzrast na pocetku bioloske terapije 11,00 15,97+5,82 20,05+5,24 1,886 0,390
(godine)
Duzina prvog kursa bioloske terapije  46,25+21,54  64,82+16,33 45,00+19,80 0,000 1,000
(meseci)
Duzina remisije nakon prvog kursa 61,50+46,69 75,00+45,25 15,00+21,21 1,389 0,267
(meseci)
Duzina le¢enja MTX (meseci) 10,50+4,20 15,65+2,98 10,00+14,14 0,000 1,000
Doza MTX (mg) 7,75+9,39 21,45+20,26  90,00+127,28 0,492 0,800
DuZina steroidne th (meseci) 0,00 4,63+5,95 2,50+2,12 2,191 0,133
Doza steroida (g)* 11,00 15,97+5,82 20,05+5,24 1,886 0,390

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip

K — Kruskal-Wallis-ov test, R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, N- broj bolesnika,
Aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza
steroida, th- terapija, * statisticka znacajnost

5.4 2.1.1.Uticaj prisustva genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam

u odnosu na postizanje remisije

U sve tri ispitivane grupe bolesnika na kraju observacionog perioda najzastupljeniji je
bio A alel za TNF-0-308 polimorfizam, ali bez statisti¢ki znacajne razlike uticaja prisustva A
ili G alela za TNF-0-308 polimorfizam u odnosu na moguénost postizanja remisije nakon 72
meseca (x*=0,848, p=0,654) (Tabela 33, Grafik 23).
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Tabela 33. Prisustvo genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam u zavisnosti od moguénosti

postizanja remisije

TNF-0-308 R grupa RRgrupa NRgrupa p

GG 12 (34,30)  9(36,00) 4 (23,50)f 0,848 0,654
GA+AA  23(6570) 16 (64,00) 13 (76,50)
Ukupno  35(100,00) 25(100,00) 17 (100,0)

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA-
heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel), XZ— Hi-kvadrat test, - N (%) - broj bolesnika (%)

EGG mGA+AA

25

20 -

15 -

15

R grupa RR grupa NR grupa

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA-
heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel)

Grafik 23. Distribucija genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam u odnosu na moguénost
postizanja remisije

Detaljna analiza pojedinacnih karakteristika svake od posmatranih grupa na kraju
observacionog perioda u odnosu na prisustvo genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam ukazala
je da je statisti¢ki znacajno duze le¢enje MTX-om bilo kod bolesnika sa prisutnim A alelom u
odnosu na bolesnike sa prisutnim G alelom (z=2,153, p=0,031) u grupi bolesnika koja je postigla
remisiju, ali se zbog relapsa bolesti vratila na biolosku terapiju (RR grupa). Kod preostale dve
grupe bolesnika koji su sve vreme u stabilnoj remisiji (R grupa) i onih koji nikada nisu postigli
remisiju (NR grupa) statisticka znacajnost duzine primene metotreksata nije postojala u
odnosu na prisustvo A ili G alela za TNF-a-308 polimorfizam (Tabela 34).

Statisticki znacajna razlika u uzrastu na pocetku lecenja bioloskim lekovima, duzini

postignute remisije, prosecno primenjivanoj dozi metotreksata, duzini primene 1 dozi
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kortikosteroidne terapije u odnosu na prisutne genske alele za TNF-a-308 polimorfizam izmedu

tri ispitivane grupe bolesnika (R, RR, NR) nije postojala u odnosu na mogucnost postizanja

remisije (Tabela 34).

Tabela 34. Karakteristike bolesnika u odnosu na postizanje remisije u zavisnosti od prisutnih

genskih alela za TNF-a-308 polimorfizam

GG GA+AA MW p
R GRUPA PACIJENATA

N=12 N=23
Uzrast na pocetku bioloSke terapije (godine) 15,24+5,88 15,48+4,091 0,276 0,800
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 40,58+19,13 35,52+17,38 0,906 0,365
DuZina remisije nakon prvog kursa (meseci) 31,67+23,22 41,48+16,84 1,253 0,210
Duzina leCenja MTX (meseci) 58,25+32,12 43,65+4497 1565 0,118
Doza MTX (mg) 11,21+2,48 12,85+#5,48 1578 0,115
Duzina steroidne th (meseci) 12,83+17,19 19,83+£30,95 0,074 0,941
Doza steroida (g) * 1,00+0,29 1,60+0,33 0,875 0,382

RR GRUPA PACIJENATA

N=9 N=16
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 17,15+2,20 13,39+5,95 0,973 0,340
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci)  27,44+852 31,75+15,86 0,028 0,977
Duzina remisije nakon prvog kursa (meseci) 14,33+8,86 14,00+12,73 0,454 0,650
DuZina le¢enja MTX (meseci) 40,00+34,53 77,56+41,84 2,153 0,031*
Doza MTX (mg) 13,33£7,91 14,10£3,58 0,544 0,587
DuZina steroidne th (meseci) 29,00+20,68 14,38+21,27 1,639 0,101
Doza steroida (g) * 1,03+1,71  1,44+196 0,840 0,401

NR GRUPA PACIJENATA

N=4 N=13
Uzrast na pocetku bioloSke terapije (godine) 11,50 16,65+5,72 - -
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 46,25+2155 61,77+17,61 1,417 0,163
Duzina leCenja MTX (meseci) 61,50+46,69 65,77+47,45 0,113 0,956
Doza MTX (mg) 10,50+4,20 14,81+5,35 1,859 0,079
Duzina steroidne th (meseci) 7,75£9,39  32,00+48,53 1,175 0,296
Doza steroida (g) * 0,00 4,304553 1,962 0,079

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel),
MW- Man Whitney test, N- broj bolesnika, T aritmeti¢ka sredinatstandardna devijacija, MTX- metotreksat, mg-
miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida, th- terapija, * statisticka znagajnost

5.4.2.2. Uticaj Fokl VDR polimorfizma

Utvrdeno je da je postojala statisticki znacajna razlika ucestalosti genotipova Fokl VDR

polimorfizma gena izmedu bolesnika koji su postigli remisiju i ostali u stabilnoj remisiji do

kraja perioda pracenja (R grupa) u odnosu na bolesnike koji nikada nisu uspeli da postignu
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remisiju (NR grupa) (3°=6,52, p=0,038), dok izmedu ostalih grupa statisticki znacajna razlika
nije postojala (p>0,05) (Grafik 24).

Detaljna analiza distribucije genotipova za Fokl VDR polimorfizam nakon 72 meseca
primene bioloske terapije u grupi bolesnika koja je postigla stabilnu remisiju (R grupa) je
pokazala je da su najzastupljeniji bili homozigotni FF genotip kod 15 bolesnika (46,90%) i
heterozigotni Ff genotip kod 16 bolesnika (50,00%), dok je samo jedan bolesnik imao
(3,10%) homozigotni ff genotip. U grupi koja je postigla remisiju, ali je zbog relapsa bolesti
(54,20%), dok je njih devetoro (37,50%) imalo heterozigotni Ff, a dvoje bolesnika (8,30%) je
imalo homozigotni ff genotip. | kod bolesnika koji nikada nisu postigli remisiju (NR grupa)
bolesnika najviSe je bilo onih sa homozigotnim FF genotipom, njih 9 (52,90%), dok su po

¢etvoro bolesnika (23,50%) imali heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (Grafik 24).

EFF BFf mff

R* RR NR

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip, R grupa remisija,
RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, *vs NR grupa

Grafik 24. Distribucija genotipova za Fokl VDR polimorfizam u odnosu na moguénost
postizanja remisije

Detaljna analiza pojedinacnih karakteristika svake od posmatranih grupa na kraju
observacionog perioda ukazala je da je statisticki znacajna razlika postojala u duzini primene
kortikosteroidne terapije u grupi bolesnika koji su postigli stabilnu remisiju (R grupa), gde su
bolesnici sa FF genotipom statisticki znacajno duze leCeni kortikosteroidnom terapijom u

odnosu na bolesnike sa Ff genotipom (x*=2,033, p=0,042) (Tabela 35).

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA 75



REZULTATI

StatistiCcki znacajna razlika u duzini primene prvog kursa bioloske terapije, duzini
postignute remisije, duzini primene metotreksata, srednjoj dozi metotreksata i dozi steroida u
odnosu na prisustvo Fokl VDR polimorfizma nije postojala izmedu tri ispitivane grupe (R,

RR, NR) u odnosu na mogucnost postizanja remisije (Tabela 35).

Tabela 35. Karakteristike bolesnika u odnosu na remisiju i prisutne genotipove za Fokl VDR

polimorfizam
FF Ff ff K p
R GRUPA PACIJENATA
N=15 N=16 N=1
Duzina prvog kursa bioloske terapije 42,00+19,26 35,25+16,14+ 40,00 0,834 0,404
(meseci)
DuZina remisije nakon prvog kursa  33,73+20,34 39,27+19,60 46,00 0,812 0,412
(meseci)
Duzina le¢enja MTX (meseci) 51,27+40,04 45,44+41,75 120,00 0,455 0,649
Doza MTX (mg) 13,63+3,66  11,09+5,63 10,00 1,094 0,274
DuZina steroidne th (meseci) 26,33£25,91 12,94+29,21 2,033 0,042*
Doza steroida (g)* 0,87£1,71 0,86+1,31 0,043 0,965
RR GRUPA PACIJENATA
N=13 N=9 N=2
Duzina prvog kursa bioloske terapije 34,46+14,92 28,11+11,15 15,00+4,241 5,01 0,082
(meseci)
Duzina remisije nakon prvog kursa 13,23+1256 13,56+£8,86 28,00+4,24 3,46 0,178
(meseci)
DuZina le¢enja MTX (meseci) 78,84+46,90 44,11+31,73 82,00+2,83 4,14 0,126
Doza MTX (mg) 15,23+4,06  11,39+7,19 15,00 1,15 0,249
DuZina steroidne th (meseci) 21,92+22,67 17,11+22,24 22,50+31,82 0,425 0,808
Doza steroida (g)* 1,15+#2,08  1,70+1,77 - 1,20 0,230
NR GRUPA PACIJENATA
N=9 N=4 N=4
DuZina prvog kursa bioloske terapije 59,89+20,67  53,25+1590  59,00+22,73 0,724 0,696
(meseci)
Duzina leCenja MTX (meseci) 53,78+35,25  76,00+33,94 78,25+77,23 0,769 0,681
Doza MTX (mg) 13,28+4,85 16,88+2,39 11,88+8,00 2,136 0,344
DuZina steroidne th (meseci) 16,22+1591 12,25+24,50 63,00+80,42 1,995 0,369
Doza steroida (g)A 2,05£3,67 2,86+5,74 6,50+7,32 1,862 0,394

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip, R grupa remisija, RR
grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, K- Kruskal-Wallis-ov test, N- broj bolesnika, { aritmeticka
sredinatstandardna devijacija, MTX- metotreksat, mg- miligrami, g- grami, * - kumulativna doza steroida, th-
terapija, * statisticka znacajnost

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA 76



REZULTATI

5.4.2.2.1. Uticaj prisustva genskih alela za Fokl VDR polimorfizam

u odnosu na postizanje remisije

Analiza prisustva genskih alela za Fokl VDR polimorfizam u sve tri ispitivane grupe
bolesnika (R, RR, NR grupa) je ukazala da ne postoji statisticki znac¢ajna razlika uticaja prisustva
genskih alela za Fokl VDR polimorfizam u odnosu na moguénost postizanja remisije nakon 72
meseca (x°=0,337, p=0,845) (Tabela 36, Grafik 25).

Tabela 36. Prisustvo genskih alela za Fokl VDR polimorfizam u zavisnosti od moguénosti

postizanja remisije

Fokl VDR polimorfizam Rgrupa RRgrupa NR grupa v p

FF 15 (46,90) 13 (54,20) 9(52,90)+ 0,337 0.845
Ff+ff 17 (53,10) 11 (45,80) 8 (47,10)
Ukupno 32 (100,0) 24 (100,0) 17 (100,0)

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisizja FF- homozigotni FF genotip (F alel),
Ff+ff- heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel), x"— Hi-kvadrat test, - N (%) - broj bolesnika (%)

W FF W Ff+ff

R grupa RR grupa NR grupa

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff-
heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel)

Grafik 25. Distribucija genskih alela za za Fokl VDR polimorfizam u odnosu na mogu¢nost
postizanja remisije

Detaljna analiza pojedinacnih karakteristika svake od posmatranih grupa na kraju
observacionog perioda u odnosu na prisustvo genskih alela za Fokl VDR polimorfizam ukazala je

da je steroidna terapija primenjivana statisticki znacajno duze kod bolesnika sa F alelom u
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odnosu na bolesnike sa prisutnim f alelom (p=0,040) u grupi bolesnika koja je postigla stabilnu
remisiju (R grupa). Kod preostale dve grupe bolesnika koji su postigli remisiju, ali su zbog relapsa
bolesti vraceni na biolosku terapiju (RR grupa) i onih koji nikada nisu postigli remisiju (NR
grupa) statisticka znacajnost duzine primene steroida nije postojala u odnosu na prisutne
genske alele za Fokl VDR polimorfizam (Tabela 37).

Statisticki znacajna razlika u uzrastu na pocetku lecenja bioloskim lekovima, duZini
postignute remisije, duzini leCenja i prose¢no primenjivanoj dozi metotreksata, niti u dozi
kortikosteroidne terapije u odnosu na prisutne genske alele za Fokl VDR polimorfizam izmedu tri
ispitivane grupe bolesika (R, RR, NR) nije postojala u odnosu na moguénost postizanja remisije
(Tabela 37).

Tabela 37. Karakteristike bolesnika u odnosu na postizanje remisije u zavisnosti od prisutnih

alela za Fokl VDR polimorfizam

FF Ff+ff MW p
R GRUPA PACIJENATA

N=15 N=17
Uzrast na pocetku bioloSke terapije (godine) 17,20£3,13  14,76+5,18% 1,514 0,137
DuZina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 42,00+£19,26  35,53+15,67 0,739 0,460
DuZina remisije nakon prvog kursa (meseci) 33,73+20,34  39,76x19,04 0,851 0,411
DuZina le¢enja MTX (meseci) 51,27+40,04 49,82+44,28 0,151 0,882
Doza MTX (mg) 13,63+3,66  11,03+5,46 1,227 0,246
Duzina steroidne th (meseci) 26,33+25,91 12,18+28,45 2,173 0,040*
Doza steroida (g)* 0,87+1,71 0,87+1,26 0,185 0,882

RR GRUPA PACIJENATA

N=13 N=11
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 15,44+4,99 13,74¢553 0,797 0,437
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 34,46+£14,92 25,73+11,38 1,625 0,106
Duzina remisije nakon prvog kursa (meseci) 13,23+12,56  16,1849,94 0,900 0,392
Duzina le¢enja MTX (meseci) 78,85+46,90 51,00+32,27 1,624 0,106
Doza MTX (mg) 15,23+4,06  12,04+6,59 1,084 0,331
DuZina steroidne th (meseci) 21,92+22,67 18,09+22,40 0,632 0,569
Doza steroida (g) * 1,15+2,07 1,39+1,73 0,681 0,531

NR GRUPA PACIJENATA

N=13 N=11
Uzrast na pocetku bioloske terapije (godine) 12,79+4,78  19,0846,00 1,549 0,167
Duzina prvog kursa bioloske terapije (meseci) 59,89+20,67 53,25+15,90 0,851 0,414
Duzina leCenja MTX (meseci) 53,78+35,25 76,00+33,94 1,004 0,330
Doza MTX (mg) 13,28+4,85  16,88+2,39 1,418 0,199
DuZina steroidne th (meseci) 16,22+£15,91 12,25+2450 0,730 0,503
Doza steroida (g)* 2,05+3,67 2,8745,74 0,264 0,825

FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff- heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel), MW- Man

Whitney test , N- broj bolesnika, T aritmeti¢ka sredina+standardna devijacija, MTX- metotreksat, mg- miligrami,
g- grami, “ - kumulativna doza steroida, th- terapija, * statisticka znacajnost
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5.4.2.3. Uticaj udruzenog prisustva kombinacije genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR

u odnosu na postizanje remisije

Utvrdeno je da je postojala statisticki znacajna razlika ucestalosti u postizanja remisije u
odnosu na prisutne udruzene kombinacije genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam
(x*=15,880, p=0,014) (Tabela 38).

Detaljna analiza distribucije udruzenih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam
u sve 3 posmatrane grupe bolesnika (R, RR i NR) pokazala je da najveéi broj bolesnika imao
GA/AA+FF/Ff kombinaciju udruzenih genotipova. Oko tre¢ina bolesnika koji su u nekom
trenutku uspeli da postignu remisiju (R 1 RR grupa) su imali GG+F{/ff udruzenu kombinaciju
genotipova (34,20%, odnosno 36,40%). Remisiju nikada nisu postigli bolesnici sa GA/AA+ff
udruzenim genotipovima. Udruzena kombinacija GA/AA-+T genotipova ¢inila je tre¢inu grupe

ispitanika koja nikada nije uspela da postigne remisiju (NR grupa) (Tabela 38, Grafik 26).

Tabela 38. Distribucija udruzenih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam u

odnosu na postizanje remisije

TNF+VDR polimorfizam Rgrupa RRgrupa NRgrupa y° p
GG+Ff/ff 13 (34,20) 8(36,40)t 1(7,70) 15,880 0,014*
GA/AA+FF/Ff 24 (63,20) 12 (54,50) 8(61,50)

GG+ff 1(2,60) 1 (4,50) 0

GA/AA+T 0 1 (4,50) 4 (30,80)

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, GG+Ff/ff, GA/AA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+fT -

udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam, Xz- Hi-kvadrat test, 1- N (%) - broj bolesnika
(%),* statisticka znacajnost

mRgrupa ®mRRgrupa = NR grupa
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GG+Ff/ff, GAIAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+fT - udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam
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Grafik 26. Distribucija udruzenog prisustva genotipova za TNF-0-308 i Fokl VDR
polimorfizma u odnosu na mogucnost postizanja remisije
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5.4.2.4. Prediktivni znacaj prisustva genetskih markera u 72. mesecu

Testiranjem pojedina¢nih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam kao
potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika za postizanje remisije bolesnika u 72.
mesecu nakon primene bioloske terapije, utvrdeno je da se nijedan od genotipova za TNF-a-
308 i Fokl VDR polimorfizam nije pokazao kao statisti¢ki znacajan prediktivni nezavisni

faktor rizika za postizanje remisije (Tabela 39).

Tabela 39. Pojedinac¢ni genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za

postizanje remisije u 72. mesecu

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%ClI p
GG referentna grupa
GA 0,426 0,144-1,261 0,123
AA 0,474 0,063-3,538 0,466
FF referentna grupa
Ff 1,805 0,675-4,824 0,239
ff 0,244 0,027-2,243 0,213

OR — unakrsni odnos, 95%CIl — 95% interval poverenja, GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA
genotip, AA- homozigotni AA genotip, FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff-
homozigotni ff genotip

Testiranjem udruzenih kombinovanih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR
polimorfizam kao potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika za postizanje remisije
bolesnika u 72. mesecu nakon primene bioloske terapije, utvrdeno je da nijedan od prisutnih
udruzenih kombinovanih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam nije bio

statistiCki znaCajan nezavisni faktor rizika za postizanje remisije (Tabela 40).

Tabela 40. Udruzeni genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za postizanje

remisije u 72. mesecu

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%ClI p
GG+FF referentna grupa

GG+Ff 3,556 0,326-38,777 0,298
GG+ff 0,444 0,022-9,032 0,598
GA+FF 0,593 0,138-2,554 0,483
GA+Ff 0,000 0,000-0,000 0,999
GA+ff 0,889 0,061-12,885 0,931
AA+FF 0,000 0,000-0,000 0,931
AA+Ff 0,000 0,000-0,000 1,000
AA+T 0,000 0,000-0,000 1,000

OR- unakrsni odnos, 95%CIl— 95% interval poverenja, GG+FF, GG+Ff, GG+ff, GA+FF, GA+Ff,
GA+T, AA+FF, AA+Ff, AA+T - udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam
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5.4.2.5. Prediktivni znacaj prisustva genetskih markera tokom Sestogodisnjeg perioda pracenja

Logisti¢ka regresiona analiza je testiranjem pojedina¢nih genotipova za TNF-a-308 i
Fokl VDR polimorfizam kao potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika za postizanje
remisije, tokom SestogodisSnjeg perioda prac¢enja pokazala da su AA genotip za TNF-a-308
polimorfizam (OR 0,063, p=0,043) i ff genotip za Fokl VDR polimorfizma (OR 0,091,
p=0,010) faktori rizika koji ukazuju na manju verovatnoc¢u postizanja remisije. Bolesnici sa
prisutnim AA genotipom imaju 15,87 puta manju verovatno¢u da postignu remisiju u bilo
kom trenutku tokom celokupnog perioda prac¢enja u odnosu na bolesnike sa prisutnim GG
genotipom za TNF-a-308 polimorfizam. Bolesnici sa prisutnim ff genotipom imaju 10,90
puta manju verovatnocu da postignu remisiju U odnosu na bolesnike sa prisutnim FF

genotipom za Fokl VDR polimorfizam (Tabela 41).

Tabela 41. Pojedinacni genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za

postizanje remisije tokom Sestogodisnjeg pracenja

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%ClI p
GG referentna grupa

GA 0,154 0,019-1,283 0,084
AA 0,063 0,004-0,915 0,043
FF referentna grupa

Ff 0,582 0,141-2,398 0,453
ff 0,091 0,015-0,562 0,010

OR — unakrsni odnos, 95%CIl — 95% interval poverenja, GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA
genotip, AA- homozigotni AA genotip, FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff-
homozigotni ff genotip

Logisticka regresiona analiza je nakon testiranja udruzenih kombinovanih genotipova za
TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam kao potencijalnih genetskih prediktivnih faktora rizika
za postizanje remisije tokom SestogodiSnjeg pracenja, pokazala da udruzena kombinacija
GA/AA+ff genotipova (OR 0,012, p=0,003) predstavlja faktor rizika koji ukazuje na manju
verovatnoCu postizanja remisije. Pacijenti sa udruZzenom kombinacijom GA/AA+ff
genotipova imaju 83,33 manju verovatnoc¢u da postignu remisiju u bilo kom trenutku tokom

celokupnog perioda pracenja u odnosu na pacijente sa GG+Ff/ff genotipom (Tabela 42).
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Tabela 42. Udruzeni genotipovi za TNF i VDR polimorfizam kao faktori rizika za postizanje

remisije tokom SestogodiSnjeg pracenja

POSTIZANJE REMISIJE OR 95%Cl p
GG+Ff/ff referentna grupa

GA/AA+FF/Ff 0,214 0,025-1,835 0,160
GG+ff 0,000 0,000-0,000 0,999
GA/AA+f 0,012 0,001-0,232 0,003

OR — unakrsni odnos, 95%CI — 95% interval poverenja, GG+Ff/ff, GA/AA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+T -
udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam

5.4.3. ACR Pedi odgovor

Statisticki znacajna razlika je postojala u postizanju ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma
poboljsanja nakon 36 i 72 meseca u odnosu na mogucnost postizanja remisije. Detaljna
statistiCka analiza pokazala je da je nakon 36 meseci primene bioloske terapije statisticki
znacajno veci procenat bolesnika postiglo ACR Pedi 50 (p=0,008; p=0,037) i ACR Pedi 70
(p=0,012; p=0,040) terapijski odgovor u grupi bolesnika koji su u stabilnoj remisiji (R grupa)
i onih koji su postigli remisiju, ali su se zbog relapsa bolesti vratili na biolosku terapiju (RR
grupa) u poredenju sa grupom bolesnika koja nikada nije postigla remisiju (NR gupa).
Postizanje ACR Pedi 100 terapijskog odgovora statisti¢ki znacajno je ¢esce bilo prisutno u R
grupi bolesnika u odnosu na grupu bolesnika koja nikada nije postigla remisiju (NR gupa)
(p=0,019) nakon 36 meseci le¢enja bioloSkom terapijom. ACR Pedi 50, 70 i 100 poboljsanje
je statisticki znacajno ¢eSce bilo prisutno kod bolesnika koji su postigli stabilnu remisiju (R
grupa) u odnosu na bolesnike koji nikada nisu uspeli da postignu remisiju nakon 72 meseca

primene bioloske terapije (p<0,001) (Tabela 43).

Tabela 43. ACR Pedi klini¢ki odgovor u odnosu na postizanje remisije

2

ACR Pedi R grupa RR grupa NR grupa p*

N=35 N=25 N=18
50 33(94,29)* 24 (96,000 11 (61,11)+ <0,001*
36 meseci 70 30 (85,71)* 22(88,00)* 10(55,56) 0,016*

100 23 (65,71 13(52,00) 5(27,78)  0,003*
50 35 (100,000 21 (84,00) 12 (66,67) 0,001*
72 meseca 70 35(100,00)* 19 (76,00) 8 (44,44)  <0,001*
100 32(91,43)* 11 (44,00) 7(38,89)  <0,001*

R grupa remisija, RR grupa remisija-relaps, NR- ne remisija, x2 Hi- kvadrat test, * vs NR grupa, * -statisticka
znadajnost, T- N (%) - broj bolesnika (%)
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Nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike u postizanju ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma
poboljSanja u odnosu na podtipove JIA (x2=6,320, p=0,388). Kroz vremenski period prac¢enja
Kriterijuma poboljsanja u posmatranom periodu u odnosu na JIA podtipove nije zabelezen

statisti¢ki znacajan terapijski odgovor ACR Pedi 50, 70 1 100 (Tabela 44 i Grafik 27).

Tabela 44. ACR Pedi klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na JIA podtipove

Vreme praéenja ACR Pedi Poly RF+ Poly RF- ERA+PsA sJIA p 12
50 12 (75,00) 31(79,48) 14(77,78) 2 (40,00)+ 0,231

36 meseci 70 10 (62,50) 30(76,92) 12(66,67) 1(20,00) 0,073
100 6 (37,50) 24 (61,54) 10(55,56) 1(20,00) 0,178
50 12 (75,00) 35(69,23) 14 (72,22) 3(60,00) 0,263

72 meseca 70 9(68,75) 32(61,54) 13(66,67) 3(60,00) 0,227
100 7(43,75) 28(43,59) 12(55,56) 3(60,00) 0,265

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PsA: ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA, xz-Hi— kvadrat test, T- N (%) - broj bolesnika (%)

M Poly RF+ M Poly RF- ERA+PsA M slIA

35

70% 70%

36 meseci 72 meseca

Poly RF+: poliartikularni RF+ podtip JIA, Poly RF-: oligo JIA i poliartikularni RF- podtip JIA, ERA+PSA:ERA
podtip i psorijazni JIA, sJIA grupa: sistemski oblik JIA

Grafik 27. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na JIA podtipove, nakon 72 meseca

Statisticki znacajna razlika je postojala izmedu prisutnih genotipova za TNF-a-308
polimorfizam sa moguénoséu postizanju ACR Pedi 50 (p=0,005) i 70 (p=0,014) kriterijuma
poboljsanja nakon 36 meseci primene bioloSke terapije. Detaljna statisticka analiza je ukazala
da su bolesnici sa prisutnim homozigotnim GG genotipom statisticki CeS¢e postizali

poboljsanje ACR Pedi 50 u odnosu na one sa homozigotnim AA genotipom (p=0,004), kao i
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heterozigotni bolesnici GA genotipa u odnosu na homozigotni AA polimorfizam (p=0,026).
ZabeleZzeno je statisticki znacajno prisustvo ACR Pedi 70 kriterijuma poboljSanja izmedu
nosioca homozigotnog GG genotipa u odnosu na AA genotip (p=0,011). (Tabela 45, Grafik 28).

StatistiCki znacajna razlika u terapijskom odgovoru ACR Pedi 100 postojala je izmedu
prisutnih genotipova za Fokl VDR polimorfizam (p=0,013) i to homozigotnog FF u odnosu
na ff genotip (p=0,006), kao i heterozigotnog Ff u odnosu na homozigotni ff genotip
(p=0,036). U ostalim vremenskim intervalima nije postojala statisticki znacajna razlika u
ucestalosti ACR Pedi 50 i 70 kriterijjuma poboljsanja u odnosu na prisutne Fokl VDR
polimorfizme (Tabela 45, Grafik 29).

Tabela 45. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam

Vreme pracenja ACR Pedi GG GA AA p*
N=25 N=47 N=5
50 22 (88,00)° 35 (74,46) 1(20,00)1 0,005*
36 meseci 70 21 (84,00)® 30 (63,83) 1(20,00) 0,014*
100 14 (56,00) 26 (55,32) 1(20,00) 0,305
50 24 (96,00) 35(74,47) 4(80,00) 0,078
72 meseca 70 22(88,00) 31(65,95) 4(80,00) 0,121
100 19 (76,00) 27 (57,44) 3(60,00) 0,292
FF Ff ff
N=37 N=29 N=7
50 29 (86,47) 22(82,75) 4(57,10) 0,488
36 meseci 70 27 (78,38) 18(72,40) 4(57,10) 0,542
100 18 (48,60) 16 (55,20) 4 (57,10) 0,836
50 32(86,47) 24(82,75) 4(57,14) 0,176
72 meseca 70 29(78,38) 21(72,40) 3(42,85) 0,154

100 27 (72,97)° 18 (62,07)° 1(14,28) 0,013*

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip, FF- homozigotni

FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip, xz — Hi- kvadrat test, ® vs AA genotip,® vs ff
genotip, T- N (%) - broj bolesnika (%), * - statisti¢ka zna¢ajnost
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BGG EGA mAA

35 35

70% 70%

36 meseci 72 meseca

GG- homozigotni GG genotip, GA- heterozigotni GA genotip, AA- homozigotni AA genotip

Grafik 28. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na TNF-a-308 polimorfizam, nakon 72
meseca

mFF mFf mff
35 32

70% 70%

36 meseci 72 meseca

FF- homozigotni FF genotip, Ff- heterozigotni Ff genotip, ff- homozigotni ff genotip

Grafik 29. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na Fokl VDR polimorfizam, nakon 72
meseca

Na kraju observacionog perioda statisticki znacajno bolji ACR Pedi 50 terapijski
odgovor postizali su bolesnici sa G alelom u odnosu na bolesnike sa prisutnim A alelom
(p=0,028) za TNF-a-308 polimorfizam. U ostalim vremenskim intervalima nije bilo statisticki
znacajne razlike u postizanju ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma poboljSanja u odnosu na
ispitivane genske alele (Tabela 46, Grafik 30).
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Tabela 46. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na genske alele za TNF-a-308 i Fokl VDR

polimorfizam
Vreme prac¢enja ACR Pedi GG GA+AA pr
N=25 N=52
50 22 (88,00) 37(71,15)f 0,178
36 meseci 70 21(84,00) 32 (61,50) 0,084

100 14 (56,00) 27(51,90) 0,927
50 24 (96,00) 39 (75,00) 0,028*

72 meseca 70 22 (88,00) 34 (65,40) 0,069
100 19 (76,00) 30 (57,70) 0,189
FF Ff+ff
N=37 N=36
50 29 (78,38) 26(72,22) 0,735
36 meseci 70 27 (72,97) 23(63,89) 0,559

100 18 (48,65) 20 (55,56) 0,721
50 32 (86,49) 28(77,78) 0,505
72 meseca 70 29 (78,38) 24 (66,67) 0,390
100 27 (72,97) 19(52,78) 0,122

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel),

FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff- heterozigotni Ff i ff homozigotni ff genotip (f alel), xz— Hi kvadrat
test, - N (%) - broj bolesnika (%), *statisticka znacajnost

B GG mGA+AA

45
40
35
30

39

w
N

34

(68}
No

30

20 -+
15 +
10 A

50% | 70% | 100% 50% | 70% | 100%

36 meseci 72 meseca

GG- homozigotni GG genotip (G alel), GA+AA- heterozigotni GA genotip i homozigotni AA genotip (A alel)

Grafik 30. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na prisutne genske alele za TNF-a-308
polimorfizam, nakon 72 meseca

Detaljnom statistickom obradom nije nadena statisticki znaCajna povezanost prisustva
genskih alela za Fokl VDR polimorfizam sa moguénos¢u postizanja ACR Pedi 50, 70 i 100
terapijskog odgovora nakon 72 meseca primene bioloske terapije (Tabela 46, Grafik 31).
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B FF W Ff+ff

32

27

50% | 70% | 100% | 70% | 100%

36 meseci 72 meseca

FF- homozigotni FF genotip (F alel), Ff+ff- heterozigotni Ff i homozigotni ff genotip (f alel)

Grafik 31. Klinicki odgovor kroz vreme u odnosu na prisutne genske alele za Fokl VDR
polimorfizam, nakon 72 meseca

Statisticki znacajna razlika u terapijskom odgovoru ACR Pedi 50,70 i 100 postojala je
izmedu prisutnih udruzenih kombinacija genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam
nakon 72 meseca leCenja bioloskom terapijom (p=0,025, p=0,019, odnosno p=0,014).
Detaljna statisticka analiza ukazala je da su nakon 72 meseca bolesnici sa prisutnom
kombinacijom udruzenih genotipova GG/FF+f statisticki znacajno ¢esce postigli ACR Pedi
50 kriterijume pobolj$anja u odnosu na bolesnike sa prisutnom GA/AA+ff kombinacijom
genotipova (p=0,013). I ACR Pedi 70 kriterijume poboljsanja su bolesnici sa GG+Ff/ff
kombinacijom genotipova statisticki znacajno ce$c¢e postigli u odnosu na bolesnike sa
GA/AA+T udruzenim genotipovima (p=0,019). Na kraju observacionog perioda statisticki
znacajno ¢e$c¢e su bolesnici sa udruzenom kombinacijom GG+Ff/ff genotipova postigli ACR
Pedi 100 kriterijum u odnosu na bolesnike sa kombinacijom genotipova GA/AA+ff (0,00%)
(p=0,003), kao i oni sa udruzenom kombinacijom GA/AA+FF/Ff genotipova u odnosu na
bolesnike sa kombinacijom genotipova GA/AA+ff (p=0,011) za TNF-0-308 i Fokl VDR
polimorfizam (Tabela 47, Grafik 32).
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Tabela 47. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na udruzene kombinacije TNF-0-308 i

Fokl VDR polimorfizama

Vreme pracenja ACR Pedi GG+Ff/ff GA/AA+FFIFf GG+ff  GA/AA+ff o p
50 19 (86,40)  32(72,70)+ 2(100) 2(40,00 562 0,132

36 meseci 70 18(81,80)  28(63,60)  2(100) 2(40,00) 509 0,165
100 11(50,00)  23(52,20)  2(100) 2(40,00) 2,17 0,537
50 21(95,45)°  35(79,60)  2(100) 2(40,00) 9,37 0,025
72 meseca 70 19(86,40*  31(70,40)  2(100) 1(20,00) 9,91 0,019*
100 17(77,300 28(63,60)* 1(50) 0(0,00) 10,59 0,014*

GG+Ff/ff, GAIAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+ff - udruZene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam,
xz — Hi kvadrat test, - N (%) - broj bolesnika (%), * vs GA/AA+ff, *statisticka zna¢ajnost

m GG+FF/Ff mGA/AA+FF/Ff mGG+ff mGA/AA+ff
40

35

70% 70%

36 meseci 72 meseci

GG+Ff/ff, GAIAA+FF/Ff, GG+ff, GA/AA+T - udruzene kombinacije genotipova za TNF i VDR polimorfizam

Grafik 32. Klini¢ki odgovor kroz vreme u odnosu na udruzene kombinacije TNF-0-308 i
Fokl VDR polimorfizama
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Primena bioloskih lekova promenila je ishod i prognozu JIA bolesnika, kao i kvalitet
zivota ne samo ovih bolesnika, ve¢ i njihovih porodica. Medutim i pored izuzetne klini¢ke
efikasnosti primenjivanih bioloskih lekova kod progresivnih formi JIA primeéeno je da
terapijski odgovor nije podjednak kod svih bolesnika. Naime, postoji grupa bolesnika koja ne
postize adekvatan terapijski odgovor i kod kojih je bolest aktivna uprkos najsavremenijim
principima le¢enja. Mnogobrojni istaziva¢i ukazivali su na znacaj prisustva razliCitog
polimorfizma u promotoru gena za TNF-a (133, 134) i razli¢itog terapijskog odgovora, ali
pravi razlog jo$ uvek nije utvrden. NaSe istrazivanje bilo je usmereno i na ispitivanje
polimorfizma za vitamin D receptor (VDR), obzirom na jasne ¢injenice koje dokazuju njegovu
imunomodulatornu ulogu (135) i da je njegov deficit povezan sa nastankom autoimunosti (136).
To je pokrenulo ideju za naSe istrazivanje u cilju identifikacije potencijalnih genetskih
biomarkera koji ¢e imati prediktivni znacaj za nastanak, tok i ishod dugoro¢nog lecenja JIA
bolesnika.

Najvazniji proinflamatorni citokin u nastanku JIA jeste TNF-o, obzirom da dovodi do
prolongirane inflamacije i destrukcije zglobova usled produkcije mnogobrojnih citokina (I1L-1,
IL-6 i IL-8) i oslobadanja proteolitickih enzima (137, 138). Koliki je znacaj proinflamatornog
citokina TNF-a u etiopatogenezi nastanka RA i JIA svedo¢e mnogobrojne studije koje su
dokazale postojanje povisenog nivoa TNF-o kako u serumu, tako i u sinovijalnoj te¢nosti (32,
34, 139-141). Potvrdu uces¢a ovog multifunkcionalnog citokina u nastanku bolesti mozemo
naci i u dokazanoj efikasnosti anti TNF bioloske terapije koja je u mnogome promenila ishod
le¢enja ovih bolesnika u poslednjih desetak godina (47, 99, 142).

Polimorfizam u polozaju -308 u promotoru gena za TNF-oa naj¢eS¢e je proucavan
polimorfizam gena za ovaj molekul. Mnogi autori su dokazali da genetske varijacije, zapravo
zamena guanina adeninom u promotoru gena za TNF-a u polozaju -308 (G — A, -308 A)
utice na povecanu transkripcionu aktivnost i dovodi do povecane produkcije TNF-a
uslovljavaju¢i nastanak RA i JIA i tezu formu bolesti (39, 40, 134, 143, 144). Nasuprot
ovome drugi autori smatraju da ne postoji povezanost ovog polimorfizma i stvaranja TNF-a,
te tako i nastanka RA i JIA (145-147). Dosadasnji autori su se uglavnom bavili distribucijom
pojedinac¢nih alela i genotipova TNF-0-308 polimorfizma izmedu obolelih od RA i kontrolne
grupe zdravih osoba. NeSto manji broj studija jeste objavljen kod pacijenata sa JIA, a

objavljeni rezultati istrazivanja jesu opre¢ni. Naime, rezultati nekih istrazivaca ukazuju da je
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prisustvo A alela ¢eSc¢e udruzeno sa nastakom RA i JIA (36), dok drugi nisu nasli povezanost
ovog alela i nastanka bolesti (148). Date i saradnici (37) nisu nasli znacajnu razliku u ucestalosti
A alela poredenjem JIA i zdrave dece $to je u skladu sa istrazivanjem nemacke, Spanske, turske,
ceske, italijanske i srpske grupe autora (46, 48, 149-151). Nasuprot tome meksicka grupa autora je
dokazala ¢e$¢u udruzenost A alela sa povecanim rizikom za nastanak JIA (44). Sli¢ni rezultati
dobijeni su analizom pacijenata sa RA kod latinoamerikanaca (150). Neki od autora su se bavili
1 proucavanjem distribucije genotipova za TNF-a-308 polimorfizam kod razli¢itih JIA
podtipova, te su dokazali ¢eS¢u udruzenost heterozigotnog genotipa GA za TNF-a-308
polimorfizam sa pojedinim podtipovima JIA (152, 153). Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali
da je najzastupljeniji u celokupnoj ispitivanoj grupi bolesnika i medu svim podtipovima JIA bio
heterozigoti GA polimorfizam. Medutim utvrdili Smo da ne postoji statisticki znacajna razlika u
distribuciji genotipova za TNF-a-308 polimorfizam izmedu razli¢itih podtipova JIA, §to je u
skladu sa rezultatima istrazivanja Ozen i sar. (46) koji su takode ukazali da nema razlike u
distribuciji genotipova medu razli¢itim podtipovima bolesti. Nasuprot ovome rezultati Modesto
I sar. (48) ukazuju na ¢e$c¢u udruzenost A alela kod pacijenata sa sistemskim podtipom JIA, dok
su Zeggini i sar. (152) ovaj alel ¢esc¢e nasli zastupljen kod oligoartikularnog JIA. Meta analiza
Lee i Songa je potvrdila da prisustvo heterozigotnog GA genotipa za TNF-a-308 polimorfizam
predstavlja faktor rizika za pojavu RA kod latinoamerkanaca, ali ne i kod Evropljana (148,
154). Rezultati ovih istrazivanja potvrduju da je etnicka pripadnost populacije jedan od bitnih
faktora genetske ekspresije bolesti (155). Osim toga populacione analize su pokazale da
razlicita distribucija A alela postoji i kod zdravih osoba izmedu razli¢itih etnickih grupa (133,
156, 157). Dosadasnje studije o znacaju i uticaju TNF-a-308 polimorfizma u nastanku RA i
JIA i njihovom uticaju na tok i ishod bolesti daju oprecne rezultate, Sto moze biti posledica
kompleksnog patogenetskog procesa nastanka JIA i1 uceS¢a razliCitih genetskih faktora i
faktora okoline. Poseban znacaj svakako pripada pojedinac¢noj genetskoj varijabilnosti koja
uslovljava individualni terapijski odgovor i predstavlja glavno podru¢je prouc¢avanja mnogih
istrazivaca. Zbog velikog broja kontradiktornih rezultata o povezanosti TNF-0-308 polimorfizma
sa JIA svakako je neophodno sprovesti populacionu analizu koja bi ukljucila veéi broj JIA
pacijenata. NaSe istrazivanje je, koliko je nama poznato, prvo ove vrste koje se bavilo
ispitivanjem uticaja prisustva genetskog polimorfizma TNF-a-308 na dugoro¢ni ishod bolesti
JIA bolesnika i moguénost postizanja remisije.

Obzirom da TNF-a ima pivotalnu ulogu u procesu inflamacije, predstavlja idealno
terapeutsko mesto delovanja (158). Inhibitori TNF-a blokiraju cirkuliSu¢i TNF-a tokom

etiopatogentskog procesa, onemogucavajuci njegovo vezivanje za odgovarajuce receptore na

Dragana Lazarevi¢c — DOKTORSKA DISERTACIIA 90



DISKUSIIA

¢elijskim membranama, a samim tim i delovanje proinflamatornih citokina i pokretanje
upalnog procesa. Blokada TNF aktivnosti se moze posti¢i upotrebom monoklonskih antitela 1
upotrebom solubilnin TNF receptora (96, 159). Ovi agensi predstavljaju revolucionarno
otkri¢e 1 omogucili su nastanak nove ere bioloSke terapije koja je kod nas dostupna ve¢ ¢itavu
deceniju i koja je svakako promenila prognozu i kvalitet Zivota ovih bolesnika. | pored
izuzetne klinicke efikasnosti primene bioloske terapije kod progresivnih formi JIA (160),
primeceno je da terapijska efikasnost nije podjednaka kod svih pacijenata. Naime, postoji i
grupa pacijenata sa loSim terapijskim odgovorom, to je grupa tzv. non respondera (161, 162).
Jo$§ uvek se ne zna pravi razlog razli¢itog terapijskog odgovora, ali su istazivaci ukazivali na
znacaj nivoa TNF-a u cirkulaciji i prisutnog polimorfizma u promotoru gena za TNF-a (39,
163, 164). Zbog toga je bitno pronaci specificne klinicke i genetske biomarkere koji bi mogli
imati prediktivni znacaj u proceni terapijskog odgovora (165, 166). Mnogobrojne studije su
uradene upravo sa ciljem utvrdivanja potencijalnih biomarkera koji bi nam mogli ukazati na
terapijski odgovor i efikasnost bioloske terapije, medutim dobijeni su kontradiktorni rezultati.
Od Sest meta analiza koje su objavili Lee i sar. (167), samo dve su ukazale na povezanost
TNF-a-308 polimorfizma i terapijskog odgovora na anti TNF terapiju kod RA, ukazujuci da
nosioci A alela imaju losiji klini¢ki odgovor u poredenju sa nosiocima G alela. Guis i sar.
(168) ukazali su da pacijenti sa RA i prisutnim homozigotnim GG genotipom postizu bolji
terapijski odgovor u odnosu na one sa heterozigotnim GA genotipom i to 6 meseci i godinu
dana nakon primene bioloske terapije, $to je u skladu sa rezultatima istrazivanja srpske i
japanske grupe autora (22, 169). Takode su Maxwell sa sar. (170) pokazali da nosioci
homozigotnog AA genotipa imaju losiji terapijski odgovor na primenjenu terapiju etanerceptom
u poredenju sa homozigotnim GG genotipom. Nasuprot ovome Marotte sa sar. (140) i Ongaro
sa sar. (171) pokazali su da ne postoji uticaj prisutnog TNF-a-308 polimorfizma na terapijski
odgovor nakon primenjene bioloske terapije, s tim $to su rezultati Marotta i sar.(140) dokazali
da je nivo bioraspolozivog TNF-a u cirkulaciji visi kod nosioca homozigotnog AA ili
heterozigotnog GA genotipa nego onih sa homozigotnim GG genotipom. Seitz i sar. (172) su
dokazali da bolesnici sa homozigotnim GG genotipom pokazuju bolji terapijski odgovor u
odnosu na nosioce homozigotnog AA i heterozigotnog GA genotipa kod pacijenata sa RA,
psorijaznim artritisom i ankiloziraju¢im spondilitisom (AS). Nasuprot ovome bugarska grupa
autora je pokazala bolji terapijski odgovor na TNF-a inhibitore kod pacijenata obolelih od RA i
AS sa prisustvom A alela nego G alela, ali bez statististicke znacajnosti (173). Sli¢ne rezultate
su pokazala i malobrojna istrazivanja kod JIA. Prva studija koja je pokusala da ukaze na uticaj

TNF-o polimorfizma na terapijski odgovor na etanercept u JIA jeste studija Schmellinga i
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Horneffa (47) koji su dokazali da bolesnici sa homozigotnim GG genotipom u ve¢em procentu
postizu ACR Pedi 30 odgovor nakon 3 do 6 meseci primene etanercepta, posebno kod RF-
negativnog poliartritisa. Rezutati njihovog istrazivanja su u skladu sa nasim rezultatima koji su
pokazali da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti ACR Pedi 50 poboljsanja, ali tek
nakon 36 meseci primene bioloske terapije i to kod bolesnika sa homozigotnim GG i
heterozigotnim GA genotipom u statisticki znacajno ve¢em procentu u odnosu na nosioce AA
genotipa. Medutim, nas$i rezultati nisu pokazali da postoji statisticka znac¢ajnost u postizanju
ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma poboljsanja izmedu razli¢itih JIA podtipova. Statisticka
znacajnost postojala je i u ucestalosti ACR Pedi 70 kriterijuma poboljSanja nakon 36 meseci
le¢enja bioloskim lekovima, i to statisticki znacajno u vecem procentu kod pacijenata sa GG
genotipom u odnosu na AA homozigotni genotip. I na kraju perioda pracenja postizanje ACR
Pedi 50, 70 i 100 kriterijuma poboljsanja je bilo prisutno u veéem procentu kod nosioca
homozigotnog GG genotipa u odnosu na GA i AA genotipove, ali bez statisticke zna¢ajnosti.
Do sli¢nih rezultata su dosli Basi¢ i sar. (151) i dokazali da su nakon godinu dana leCenja
etanerceptom, bolesnici sa poliartritisom i prisutnim homozigotim GG genotipom u statisticki
znacajno vecem procentu postigli ACR Pedi 70 odgovor u odnosu na one sa AA i GA
genotipovima. Kod poredenja u odnosu na alelnu distribuciju G alela u odnosu na A alel nasi
rezutati su ukazali da tek nakon 72 meseca postoji statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti
poboljsanja ACR Pedi 50, i to bolesnici sa G alelom su statisti¢ki znacajno ¢esc¢e postizali ACR
Pedi 50 terapijski odgovor u odnosu na nosioce A alela. U istom periodu ACR Pedi 70 i 100
poboljsanje je bilo prisutno u ve¢em procentu kod nosioca G alela u odnosu na A alel, ali bez
statistiCke znacajnosti. Na sli¢ne rezultate su ukazali Ozen i sar. (46) koji su pokazali da je
prisustvo A alela povezano sa losijim terapijskim odgovorom kod JIA u turskoj populaciji dece,
dok nasuprot tome nisu nasli statisticki znac¢ajnu razliku u terapijskom odgovoru na etanercept
kod ¢eske populacije dece. Takode ni Cimaz i sar. (25) nisu ukazali na povezanost TNF-a-308
polimorfizma sa terapijskim odgovorom na anti TNF lekove. Do istih rezultata su dosli
Scardapane i sar. (150) i dokazali da je prisustvo AA genotipa los prediktivni faktor za terapijsku
odgovor na biolosku terapiju. Nasi rezultati jesu u skladu sa ve¢inom dosada objavljenih
rezultata i ukazuju da je najverovatnije razlog loSijeg terapijskog odgovora kod pacijenata sa
prisutnim AA genotipom upravo ve¢ dokazana Cinjenica da usled povecane ekspresije gena za
TNF-a kod ovih pacijenata, dolazi do povecane transkripcione aktivnosti i vece produkcije
TNF-0, te TNF inhibitori sporije neutraliSe efekte ovog citokina usled njegove poveéane
koncentracije u cirkulaciji (39, 164). Takode, kao mogu¢i razlog loseg terapijskog odgovora

kod nosioca A alela navodi se eventualno postojanje odredenog disekvibrijuma u odnosu na
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HLA gene, jer se danas zna da aleli ovih gena uti¢u na produkciju TNF-o (36) i moguce je
ocekivati genske varijacije i razli¢itu gensku ekspresiju (174).

Vitamin D pripada grupi steroidih hormona, ¢ija aktivna forma svoju biolosku funkciju
ostvaruje delujuéi preko vitamin D receptora i Svoj efekat ostvaruje tako $to indukuje
ekspresiju gena koji ucestvuju u regulaciji metabolizma kalcijuma i koStanog metabolizma,
kao i ekspresiju preko 2000 drugih gena koji ucestvuju u kompleksnim mehanizmima celijske
proliferacije, diferencijacije i imunskog odgovora (53, 175). Svoj bioloski efekat kalcitriol
ostvaruje ostvaruje nakon vezivanja za vitamin D receptor (VDR) prezentovan na celijskoj
membrani, koji modulise genetsku transkripciju. Nakon vezivanja kalcitriola za VDR dolazi
do konformacionih promena uled ¢ega se stvara heterodimer sa retinoidnim X receptorom
(RXR). Nastali kompleks se vezuje za specificne regione genoma (VDRE) uz pomoc
koaktivatora i bazalnih transkripcionih faktora (TFIIB) i reguliSe transkripciju nekoliko
razli¢itih Celijskih gena (55-57). Aktivnost receptora je dozno zavisna i samo Vvisoke
koncentracije D hormona mogu ostvariti genske efekte i delovati imunomodulatorno (176, 177).
Celije imunog sistema (B i T limfociti, antigen prezentujuce Celije) izuzev §to sintetidu vitamin
D, omogucéavaju i njegovu autokrinu funkciju preko vitamin D receptora koji se nalaze
eksprimirani na njihovoj povrsini. Svoje imunoloske efekte ostvaruje inhibiraju¢i B celijsku
proliferaciju i diferencijaciju i sintezu imunoglobulina (178). On svoje imunomodulatorno
dejstvo ostvaruje putem inhibicije proinflamacije suprimiraju¢i T Celijsku proliferaciju (179,
180) i oslobadanje Thl citokinskog profila (IL2, INFy i TNF-a), dok istovremeno potencira
antiinflamatorni efekat i preusmerava imuni odgovor u pravcu Th2 i oslobada citokine: I1L4, IL5
i 1L10 (135, 181). Takode dovodi do povecane aktivnosti Treg celija i inhibira produkciju
Th17 citokina, §to dovodi do oslobadanja antiinflamatornih citokina (IL10) (182). Inhibitorni
efekat na oslobadanje proinflamatornih citokina ostvaruje i na nivou monocita i dendriti¢nih
¢elija (54).

Danas postoje jasni dokazi da je vitamin D deficijencija udruzena sa povecanim rizikom
za razvoj autoimunosti (multiple skleroze, insulin zavisnog diabetes mellitusa, inflamatornih
bolesti creva, sistemskog erimatemskog lupusa, reumatoidnog artritisa, psorijaze) (57, 136,
183), a in vivo i in vitro studije su ukazale da suplementacija vitaminom D moze prevenirati
njihov nastanak (184). Individualna varijabilnost u odgovoru na suplementaciju vitaminom D
je izrazito bitna i ne zavisi samo od demografskih faktora i fakora okoline, ve¢ je uslovljena i
genetskim faktorima (185). Genetska varijabilnost se odnosi na polimorfizam gena za VDR
receptor i do sada je objavljeno nekoliko studija koje dovode u vezu ovaj polimorfizam sa

rizikom nastanka RA i JIA (52, 186). Dosadasnja istrazivanja su potvrdila da postoji inverzan
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odnos unosa vitamina D i rizika oboljevanja od reumatoidnog artritisa (RA) (61), kao i
postojanje negativne korelacije nivoa (1,25-[OH].D) sa aktivno$¢u bolesti i tezinom klinicke
slike (187). Od nekoliko polimorfizama za VDR receptor najvise je proucavan Fokl, koji
usled prisustva dva inicijaciona mesta translacije uslovljava nastanak dva strukturno razli¢ita
VDR proteina: duzi f-VDR 1 kra¢i F-VDR, koji imaju i drugaciji funkcionalni efekat na Celije
imunog sistema (188). In vitro istrazivanja su dokazala da F (kraéi protein) ima vecu
transkripcionu aktivnost u odnosu na f (duzi protein) i uti¢e na povecan rizik nastanka bolesti
(66). Klini¢ki znacaj identifikacije VDR polimorfizma jeste u dokazivanju potencijalnog
genetskog biomarkera koji ¢e ukazivati na povecan rizik nastanka RA 1 JIA 1 omoguciti nam
eventualnu procenu toka 1 tezine klinicke slike obolelih. Do danas nisu poznati podaci o
distribuciji VDR polimorfizma i njihove korelacije sa rizikom nastanka JIA, tezinom klinicke
slike 1 ishoda bolesti kod ove dece. Dosadasnja istrazivanja kod obolelih sa RA postoje i
ukazuju na kontradiktorne rezutate. Rezultati Maalaja i sar. (69) kao i drugih autora (188, 189)
dokazali su vecu ucestalost F-VDR alela i FF genotipa Fokl polimorfizma medu obolelima od
reumatoidnog artritisa (RA) u poredenju sa kontrolnom grupom zdravih. Sli¢ne rezultate su
objavili Karray sa sar. (190) i dokazali vec¢u distribuciju F-VDR alela FokI polimorfizma medu
obolelima od RA u odnosu na kontrolnu grupu zdravih. Do istih rezultata je dosla i koreanska
grupa autora (189). Nasuprot ovome nemacka i egipatska grupa autora nije pronasla znacajnu
razliku distribucije genotipova izmedu obolelih od RA i kontrolne grupe zdravih (186, 191).
Ranganathan je u svojoj studiji ukazao na znacaj povezanosti F alela Fokl polimorfizma sa
ranom pojavom simptoma RA (61). ProSlogodi$nja meta analiza koju su objavili tunizani
potvrdila je da je prisustvo F alela Fokl VDR polimorfizma faktor rizika za nastanak RA (192).
Takode je i meta analiza Songa (193) potvrdila povezanost F alela VDR Fokl polimorfizma sa
povecanim rizikom oboljevanja od RA kod Evropljana, ali i povisen nivo vitamina D kod
pacijenata sa ff genotipom u odnosu na FF genotip. Nasa studija je proucavala distribuciju
pojedinacnih genotipova i alelnu distribuciju F u odnosu na f alel u ispitivanoj grupi bolesnika 1
izmedu podtipova JIA ispitivane grupe. Prema naSem saznanju na$i rezultati su prvi koji se
odnose na distribuciju Fokl polimorfizama gena za VDR kod JIA bolesnika i razli¢itih JIA
podtipova. Rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da je najzastupljeniji u celokupnoj
ispitivanoj grupi bolesika bio homozigoti FF genotip Fokl VDR polimorfizma, ali smo utvrdili
da ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova za Fokl VDR polimorfizam
kako u celoj ispitivanoj grupi bolesnika, tako niti izmedu razli¢itih podtipova JIA.
Kontradiktorni rezultati istrazivanja koji su do sada objavljeni se mogu objasniti

multifaktorijalnim poreklom autoimunih bolesti koje u zavisnosti od prisutnih genetskih
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determinti uslovljavaju genetsku varijabilnost polimorfizama za VDR. Svakako da znacajan
uticaj imaju 1 faktori okoline uslovljeni razli¢itom geografskom distribucijom i varijabilnom
ekspozicijom periodu suncanih intervala neophodnih za sintezu vitamina D (194). Ne treba
zanemariti 1 znacaj razliCite etniCke pripadnosti, jer kako su populacione analize pokazale i
medu zdravim osobama postoji razli¢ita distribucija Fokl polimorfizama za VDR (195).
Mogucnost definisanja genetskih biomarkera bi imalo klinicku implementaciju u detekciji
osoba koje su u riziku da obole, ali ovo sigurno zahteva analizu koja bi ukljucila ve¢i broj JIA
bolesnika.

Ideja 0 moguéem uticaju prisustva Fokl VDR polimorfizma na terapijski odgovor kod
JIA pacijenata proistekla je iz rezultata dosada$njih istrazivanja koja su ukazivala da nivo
vitamina D kod obolelih od RA, SLE, isulin zavisnog diabetes mellitusa ima inverzan odnos
sa aktivno$cu bolesti (187, 196-199). Za sada postoje jasni dokazi da JIA pacijenti imaju nizi
nivo vitamina D u odnosu na kontrolnu grupu zdravih (200). Pelaho i sar. (201) su prvi
proucavali uticaj nivoa vitamina D u serumu sa aktivno$¢u bolesti kod JIA pacijenata
koriste¢i JADAS 27, ali postojanje korelacije nisu nasli, kao niti izmedu nivoa vitamina D i
pojedina¢nih komponenti JADASA 27. Za razliku od njih, Stagi i sar. (202) su pokazali da je
nivo vitamina D niZi kod JIA pacijenata sa aktivnom boleS¢u 1 ¢estim relapsima u odnosu na
pacijente kod kojih bolest nije aktivna. Ukoliko bi se dokazala inverzna korelacija aktivnosti
bolesti sa nivom vitamina D, onda bi vitamin D mogao predstavljati idealno terapeutsko
sredstvo. Dve Langeove studije (203, 204) dokazale su da je nivo vitamina D nizi u bolesnika
sa ankilizirajuéim spondilitisom i da postoji inverzan odnos sa aktivno$¢u bolesti. Cutolo
(205) je takode dokazao inverznu korelaciju izmedu nivoa vitamina D i DAS-a 28 kao i
statisticki znacajno negativnu korelaciju nivoa vitamina D u serumu i indeks aktivnosti bolesti
sistemkog eritemskog lupusa (SLEDAI). Portugalska grupa autora (206) dokazala je uticaj
heterozgotnog Ff genotipa za Fokl VDR polimorfizam na dugotrajni ishod obolelih od SLE i
povecan rizik nastanak nefropatije, kao 1 ozbiljnog kumulativnog oSte¢enja organa. Do sli¢nih
rezulata je dosla i poljska grupa autora (207) koja je ukazala na veéu ucestalost homozigotnog
FF i heterozigotnog Ff genotipa kod bolesnica sa klini¢kim manifestacijama SLE i bubreznim
zahvatom. Obzirom na ove ¢injenice i jo§ uvek nedovoljno istrazeno podrucje kod obolelih od
JIA, mi smo analizirali mogu¢ uticaj genotipova Fokl polimorfizma za VDR na kriterijume
poboljsanja i terapijski odgovor kod nasih JIA bolesnika koji su na terapiji TNF-a
inhibitorima. Prema nasim saznanjima prve rezultate o ovome je objavila nasa grupa autora.

Nasi rezultati su pokazali da tek nakon 72 meseca primene bioloSke terapije postoji

statisticki znacajno poboljsanje ACR Pedi 100 terapijskog odgovora u odnosu na prisutne
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genotipove za Fokl VDR polimorfizam. Bolesnici sa prisutnim homozigotim FF i
heterozigotnim Ff genotipom su statisti¢ki znac¢ajno u ve¢em vec¢em procentu postigli ACR Pedi
100 kriterijume poboljsanja u odnosu na nosioce homozigotnog ff genotipa. Statisticki znacajna
razlika u ACR Pedi 50, 70 i 100 terapijskom odgovoru nije postojala izmedu prisutnih F i f
alela. Nasi rezultati jesu u skladu sa dosada jedinim objavljenim rezultatima koje smo vec
prikazali, i ukazuju da je losiji terapijski odgovor prisutan kod JIA bolesnika sa prisutnim f
alelom (208). Interesantno je da je prisustvo ff genotipa udruzeno sa vi§im nivoima vitamina
D (209) a da je u nasem istrazivanju upravo ff genotip bio negativni prediktivni faktor. Ova
¢injenica moze ukazati da prisustvo odredenog Fok I VDR genotipa moze direktno ostvarivati
modulatornu ulogu, nezavisno od samog D hormona. Poznaju¢i genetsku varijabilnost
polimorfizama za VDR, razli¢itu gensku ekspresiju, kao i postojanje odredenog disekvibrijuma
u odnosu na HLA-DRBI1 gena vaznih za nastanak nekoliko autoimunosti, mogu se donekle
objasniti rezultati naseg istrazivanja (192). Takode treba imati na umu da Fokl polimorfizam
VDR gena moze uticati na transkripcionu aktivnost gena ukljucenih u patofizioloski proces
nastanka autoimunosti. Naime niZe vrednosti vitamina D jo§ u najranijem detinjstvu mogu
dovesti do slabije ekspresije gena HLA-DRBI uticuci negativno na proces selekcije u timusu i
favorizovati nastanak autoimunih bolesti (206). Svakako ne treba zanemariti i znacajan uticaj
faktora okoline i etni¢ke pripadnosti. Poznajuci ove Cinjenice namece se potreba definisanja
prediktivnih genetskih biomarkera, $to svakako zahteva analizu koja bi ukljucila veéi broj JIA
pacijenata sa razli¢itih geografskih podrucja. Dok ne dodemo do definitivne potvrde rezultata
na ve¢em uzorku JIA bolesnika, sigurno je da je suplementacija vitaminom D kod obolelih od
JIA neophodna, §to su potvrdili Vojinovi¢ i Cimaz (52) i dali preporuke dnevnog unosa doze
vitamina D kod pedijatrijskih reumatoloskih bolesnika.

Rezultati naSeg istrazivanja su prvi koji se odnose na dugorocni uticaj bilo pojedina¢nih
ili udruzenih kombinovnih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam na
moguénost postizanja remisije kod JIA pacijenata. Prisustvo odredenih genotipova i genskih
alela za TNF-0-308 polimorfizam nije imalo statistiCcki znacajan uticaj na moguénost
postizanja remisije kako u ispitivanoj grupi bolesnika, tako i izmedu razli¢itih JIA podtipova
nakon 24 meseca i na kraju perioda pracenja ovih bolesnika. Do istih rezultata je dosla i
poljska grupa autora i pokazala da TNF-0-308 polimorfizam gena nije uticao na postizanje
remisije ili minimalne aktivnosti bolesti, ali kod RA bolesnika (210).

Statisticki znacajna razlika nije postojala niti u distribuciji genotipova i genskih alela za
Fokl VDR polimorfizam u odnosu na moguénost postizanja remisije i izmedu razliCitih JIA

podtipova nakon 24 meseca primene bioloske terapije. Medutim nakon 24 meseca primene
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bioloske terapije bolesnici sa prisutnim F alelom su ceS¢e postizali remisiju u odnosu na
bolesnike sa f alelom, ali bez statisticke znacajnosti. Na Kkraju opservacionog perioda
statistiCki znacajna razlika ucestalosti genotipova Fokl VDR polimorfizma gena postojala je
izmedu bolesnika koji su postigli remisiju i ostali u stabilnoj remisiji do kraja perioda
pracenja u odnosu na bolesnike koji nikada nisu uspeli da postignu remisiju, dok izmedu
ostalih grupa bolesnika statisticki znacajna razlika nije postojala. Nasi rezultati su pokazali da
su bolesnici koji nikada nisu postigli remisiju statisticki znacajno ¢es¢e imali zastupljenost
homozigotnog ff polimorfizma u poredenju sa bolesnicima koji su postigli stabilnu remisiju.
Heterozigotni Ff polimorfizam je statisticki znacajno ¢eSc¢e bio prisutan u grupi bolesnika sa
stabilnom remisijom u odnosu na grupu bolesnika koja nikada nije postigla remisiju. Analiza
pojedinacnih klini¢kih varijabli grupe koja je postigla stabilnu remisiju pokazala je da su
bolesnici sa homozigotnim ff genotipom statisti¢ki znac¢ajno duze bili na terapiji metotreksatom
u odnosu na heterozigotni Ff genotip, dok su bolesnici sa homozigotnim FF genotipom
statisticki znacajno duZze bili na terapiji kortikosteroidima u odnosu na heterozigotni Ff genotip.
U grupi bolesnika koji nisu postigli remisiju, kod onih sa homozigotnim ff genotipom bolest je
statisti¢ki znacajno trajala pre pocetka primene bioloske terapije u odnosu na bolesnike sa FF i
Ff genotipom. Ovi rezultati su pokazali da prisustvo ff genotipa utice na klini¢ku prezentaciju
teze forme bolesti 1 na nemogucénost postizanja remisije na kraju posmatranog perioda §to je
skladu sa rezultatima koje smo ve¢ prikazali (208).). Uticaj pojedinacnih ili kombinovanih
genotipova za Fokl VDR polimorfizam na moguénost postizanja remisije u odnosu na
razli¢ite podtipove JIA nije utvrden. Rezultati istrazivanja drugih autora o uticaju genotipova
za Fokl VDR polimorfizam na postizanje remisije kod RA i JIA pacijenata jo§ uvek ne
postoje.

Analiza udruZenih kombinovanih genotipova za TNF i VDR polimorfizam pokazala je
da bolesnici sa prisutnom GA/AA+Ff/ff kombinacijom genotipova ¢eS¢e postizu remisiju u
odnosu na one sa GA/AA+ff kombinacijom genotipova nakon 24 meseca, ali bez statistice
znacajnosti. Statisticki znacajan uticaj na mogucnost postizanja remisije U 0dnosu na prisutne
kombinacije udruzenih genotipova za TNF i VDR polimorfizam postojao je na kraju
observacionog perioda. Remisiju nikada nisu postigli bolesnici sa kombinacijom GA/AA+ff
na kraju perioda pra¢enja. Prema naSim saznanjima rezultati naseg istrazivanja su prvi koji se
odnose na uticaj bilo pojedinacnih ili udruzenih kombinovnih genotipova za TNF-a-308 i
Fokl VDR polimorfizam kao potencijalnih genetskih biomarkera na moguénost postizanja

remisije kod JIA pacijenata.
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Da bi utvrdili moguénost identifikacije prediktivnih genetskih biomarkera koji uti¢u na
moguénost postizanja remisije kod nasih bolesnika uradena je logisticka regresiona analiza u
tacki preseka 24 1 72 meseca, kao i tokom Ccitavog SestogodiSnjeg perioda pracenja.
Testiranjem genetskih parametara nijedan od pojedinac¢nih ili udruzenih genotipova za TNF-
a-308 1 Fokl VDR polimorfizama se nije izdvojio kao statisticki znacajan nezavisni faktor
rizika za postizanje remisije u trenutku posmatranja na 24 i 72 meseca. Medutim,
posmatranjem pojedinac¢nih i udruzenih kombinovanih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR
polimorfizam kao prediktivnih faktora rizika na moguénost odnosno nemoguénost postizanja
remisije u bilo kom trenutku tokom celokupnog Sestogodisnjeg perioda posmatranja dosli smo
do statisticki znacajnih rezultata. Naime, bolesnici sa AA genotipom za TNF-a-308
polimorfizam i ff genotipom za Fokl VDR polimorfizam imaju viSestruko manju verovatnocu
da postignu remisiju i predstavaljaju lo§ prediktivni faktor na mogucnost postizanja remisije u
bilo kom trenutku posmatranja u poredenju sa nosiocima GG genotipa za TNF-a-308
polimorfizam i FF genotipa za Fokl VDR polimorfizam. Nasi rezultati su takode pokazali da
nosioci GA/AA-+ff udruzenih genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR polimorfizam
predstavljaju lo§ prediktivni faktor na moguénost postizanja remisije u odnosu na one sa
GG+Ff/ff kombinacijom genotipova. Takode je bitno ista¢i da su bolesnici sa GG+FF/ff i
GG+FF/Ff kombinacijom genotipova u statisti¢ki znac¢ajnom procentu postigli bolji terapijski
odgovor u poredenju sa prisutnom GA/AA-+ff kombinacijom genotipova. Veoma je bitno
ista¢i da do danas u literaturi ne postoje rezultati sli¢nih istrazivanja kod JIA niti kod RA.

Postizanje remisije ili klinicki inaktivne bolesti jeste osnovi terapijski cilj svakog
pedijatrijskog reumatologa. Terapijski odgovor na lekove je individualan kod svakog pojedinca
1 uslovljen je razli¢itim klini¢kim, genetskim i drugim varijablama. Obzirom da su skorasnje
studije ukazale da ¢ak 42% JIA bolesnika ima aktivnu bolest i u adultnom periodu (211) i
ozbiljne fizicke i funkcionalne posledice bolesti (212) javila se potreba da se definiSu
prediktivni biomarkeri koji bi imali prognosticki znacaj i koji bi nam bili od pomo¢i u proceni
postizanja terapijskog odgovora i mogucnosti postizanja remisije. Ukoliko bi poznavali
progosticke klinicke ili genetske biomarkere u trenutku postavljanja dijagnoze, mogli bi
individualizovati terapiju i zapoceti leCenje adekvatnim terapeuticima. Istovremeno bismo bili
u mogucnosti da pruzimo pravu informaciju bolesnicima i1 njthovim porodicama o
oc¢ekivanom klinickom toku i ishodu bolesti.

Analizom nasih bolesnika koji su bili u moguénosti da postignu remisiju pokusali smo
da identifikujemo pojedinacne klinicke varijable znaCajne za postizanje remisije. Izmedu 43

bolesnika (55,10%) koji su postigli remisiju i 35 onih koji nisu postigli remisiju (44. 90%)
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nakon 24 meseca primene bioloske terapije nismo utvrdili statisticki znacajnu razliku izmedu
demografskih i klinickih varijabli, iako su nakon 12 meseci i 24 meseca svi ACR Pedi 50, 70 i
100 kriterijumi poboljSanja statisticki znacajno ¢esc¢e bili prisutni kod bolesnika koji su nakon
24 meseca primene bioloSke terapije postigli remisiju. Statisticka znacajnost nije postojala niti
izmedu JIA podtipova u odnosu na moguénost postizanja remisije nakon ovog perioda.

Analizom pojedinac¢nih varijabli nakon 72 meseca utvrdeno je da 35 bolesnika (44,90%)
koji su postigli stabilnu remisiju (R grupa) i 25 bolesnika (32,10%) koji su postigli remisiju,
ali su se zbog relapsa bolesti vratili na bioloSku terapiju (RR grupa) imaju statisti¢ki znac¢ajno
kra¢i prvi kurs bioloske terapije u odnosu na 18 bolesnika (23,10%) koji nikada nisu postigli
remisiju (NR grupa). Duzina postignute remisije je statisticki znaCajno bila duza kod
bolesnika koji su postigli stabilnu remisiju (R grupa) u odnosu na bolesnike koji su postigli
remisiju, ali su se zbog relapsa bolesti vratili na biolosku terapiju (RR grupa). Duzina drugog
kursa bioloske terapije je statisti¢ki znacajno bila kraca kod bolesnika RR grupe u odnosu na
NR grupu. Ovi rezultati jesu u skladu sa postignutim ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijumima
poboljsanja izmedu ove tri grupe bolesnika na kraju observaionog perioda. Naime, bolesnici
R i RR grupe su nakon 36 meseci statisticki znac¢ajno u ve¢em procentu postigli ACR Pedi 50
1 70 kriterijume poboljSanja u odnosu na NR grupu, dok su ACR Pedi 100 poboljSanje
statisticki znacajnije postigli bolesnici R grupe u odnosu na NR grupu. R grupa bolesnika
postigla je i ACR Pedi 50, 70 i 100 kriterijume poboljSanja u statisti¢ki znac¢ajno ve¢em
procentu u odnosu na NR grupu. Medutim, statisticka znacajnost nije postojala izmedu
preostalih posmatranih demografskih 1 klinickih varijabli na moguénost postizanja remisije na
kraju perioda pracenja, kao niti izmedu razli¢itih JIA podtipova.

Da bi utvrdili da 1i postoje prediktivni klinicki biomarkeri koji uti€u na postizanje
remisije i kliniCkog poboljsanja kod ovih bolesnika uradena je logisticka regresiona analiza
nakon 24 i 72 meseca, koja je pokazala da je jedini statisticki znacajan nezavistan faktor Koji
utie na postizanja remisije zapravo primenjena doza steroida nakon 24 meseca. Ostali
procavani klinicki parametri nisu ukazali na postojanje pozitivhog prediktivnog uticaja na
mogucnost postizanja remisije. Naime pokazali smo da primena manjih doza steroida tokom
le¢enja povecava verovatnocu da bolesnici postignu remisiju nakon 24 meseca ¢ak za 33%.
Do sli¢nih rezultata dosla je i britanska grupa autora (213) koja je dokazala da je postizanje
minimale aktivnosti bolesti moguce ve¢ ocekivati godinu dana nakon lecenja etanerceptom
kod onih JIA bolesnika koji nisu zahtevali primenu kortikosteroidne terapije, ali i kod kojih je
bolest trajala krace pre pocetka lecenja. Medutim, nasi rezultati nisu dokazali uticaj

prethodnog trajanja bolesti na postizanje remisije. Nemacka grupa autora (214) je takode
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ukazala na povoljan terapijski ishod kod bolesnika koji ne zahtevaju primenu kortikosteroida
na samom pocetku leCenja, ali i da mladi uzrast, nize vrednosti CHAQ-a i vrednosti SE imaju
povoljan uticaj na postizanje dobrog terapijskog odgovora. | kod adultnih pacijenata obolelih
od RA na anti TNF terapiji, Pomirleanu i sar. (215) su pokazali da niske vrednosti
kortikosteroida imaju pozitivan prediktivni uticaj na postizanje remisije ili minimalne
aktivnosti bolesti. Nasuprot rezultatima naSeg istraZivanja da JIA podtipovi ne predstavljaju
statistiCki znaCajan parametar ishoda lecenja, Adib i sar. (216) su pokazali da bolji ishod
lecenja imaju bolesnici sa oligoartritisom, nego poliartritisom i sistemskim JIA. Ista grupa
autora je potvrdila da zenski pol nepovoljno utice na prognozu bolesti, na Sta su ukazali i
Papsdorf i Horneff (217), za razliku od nasih rezultata koji su pokazali da pol pacijenata nema
uticaja na postizanje remisije. Qartier sa sar. (100) ukazao je da sistemski podtip JIA ima lo$
terapijski odgovor na etanercept, Sto ima svoje etiopatogetsko objaSnjenje. Na osnovu
sistematskog pregleda literature holandska grupa autora (218) je pokusala da definiSe rane
prediktore prognoze JIA, ali su zakljucili da su neophodne prospektivne logitudinalne studije
koje ¢e koristiti stadardizovane upitnike za procenu razlicitih klinickih parametara, ali isto
tako 1 genetskih i imunoloskih varijabli koje su od uticaja na kranji ishod lecenja. Wallace i
sar. (219) su utvrdili da pozitivni prediktori postizanja klinicki inaktivne bolesti jesu krace
trajanje bolesti pre pocetka terapije i agresivniji terapijski pristup. Jo§ nekoliko autora se
bavilo proCavanjem klini¢kih faktora dobre prognoze kod JIA pacijenata leenih bioloskim
lekovima (214, 220, 221). Rezultati ovih istrazivanja su ukazali da je inicijalno niza aktivnost
bolesti dobar prognosticki pokazatelj, kao i krace trajanje bolesti pre pocetka lecenja, mladi
uzrast i nize vrednosti CHAQ-a. Papsdorf i Horneff (217) su takode pokazali da krace trajanje
bolesti, nize vrednosti HAQa 1 manji broj zglobova sa aktivnim artritisom na pocetku le¢enja
etanerceptom imaju pozitivan uticaj na postizanje remisije. Flato i sar. (222) su dosli do
sli¢nih rezultata 1 istakli da veliki broj artritisom zahvacenih zglobova 1 dugotrajno poviSene
vrednosti SE imaju uticaj na dugotrajno trajanje aktivnosti bolesti. Nasuprot rezultatima ovih
autora naSe istrazivanje je pokazalo da niti CHAQ, niti duzina trajanja bolesti pre pocetka
bolesti, kao ni broj artritisom zahvacenih zglobova i vrednosti SE imaju ikakav uticaj na
postizanje remisije. Danas se zna da $to ranije uvodenje metotreksata nakon postavljanja
dijagnoze uti¢e povoljno na terapijski ishod kod JIA bolesnika (223) i da u kombinaciji sa
etanerceptom ima dokazano bolju terapijsku efikasnosnost (217). Medutim, nijedna
pedijatrijska studija nije dokazala da metotreksat predstavlja dobar prediktivni faktor za
postizanje remisije kada se primenjuje u kombinaciji sa etanerceptom, $to je u skladu sa naSim

rezultatima istrazivanja. Za razliku od JIA, kod RA pacijenata postoje dokazi da (213)
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metotreksat predstavlja pozitivan prediktivni faktor postizanja remisije i ostvaruje povoljan
uticaj sinergistickim efektima sa etanerceptom, ali i deluju¢i na imunogenost smanjenjem
postojecih antitela na bioloske lekove (224). Izuzev pozitivnog prediktivnog uticaja primene
metotreksata sa bioloskim lekovima, mnogobrojne studije kod RA su ukazale da pozitivan
prediktivan faktor na klinicki tok i terapijski ishod ima jo§ 1 muski pol, mlada Zivotna dob,
krace trajanje bolesti, niza aktivnost bolesti (DAS 28), kao i nize vrednosti HAQ upitnika koji
oslikava kvalitet zivota pacijenata (225, 226).

Nasih jedanaest bolesnika koji su imali uveitis kao ozbiljnu ekstraartikularnu
manifestaciju JIA praceni su tokom 24 meseca primene bioloske terapije. Dobro je poznato da
ANA pozitivne devoj¢ice mlade od 7 godina sa dijagnozom oligo i proSirenog oligo artritisa
jesu u vecem riziku da razviju uveitis (74, 84, 227-229), kao i decaci stariji od 6 godina sa
dijagnozom artritisa sa entezitisom (230), s$to su nasi podaci i potvrdili. I genetska predispozicija
za nastanak uveitisa je dokazana u naSoj grupi pacijenta. Poznati genetski faktori rizika, kao $to
su prisustvo HLAB27 1 HLABS1 haplotipa za nastanak uveitisa su bili zastupljeni i kod vecine
nasih bolesnika (230). Obzirom da standardne terapijske mere ¢esto nisu dovoljne da zaustave
aktivnost bolesti (73, 227, 231) i sprece nastanak ozbiljnih strukturih oSte¢enja oka i gubitka
vida (80, 227, 232), veoma je bitna Cinjenica da je uvodenje anti TNF lekova promenilo
dugotrajni ishod ovih bolesnika (228, 230, 233-236). Etanercept je bio prvi dostupan bioloski
lek koji se pokazao efikasnim u le¢enju JIA pacijenata sa uveitisom, ali neke od studija su
ukazale da primena etanercepta moze indukovati pojavu de novo uveitisa ili ¢ak njegov relaps
(104). Etanercept je takode pokazao manju efikasnost u poredenju sa primenom infliksimaba
koji nije registrovan za primenu kod dece (103, 236). U skladu sa najnovijim terapijskim
algoritmima (75, 228), rezultatima istrazivanja Simoninija i sar. (111, 113) koji su ukazali na
superiornu efikasnost adalimumaba u poredenju sa infliksimabom, kao i Tappeinera i sar. (237)
koji su ukazali da je efikasnost adalimumaba bolja ukoliko se koristi kao prvi bioloski lek u
bioloski naivnih pacijenata, implementirali smo klinicku praksu da prvi primenjivani anti TNF lek
bude adalimumab. Tokom dvogodisnjeg pracenja kombinovana terapija adalimumabom i
metotreksatom pokazala je veliku terapijsku efikasnost ne samo na smirivanje upalnog procesa
zglobova, ve¢ 1 na refraktarne slucajeve upale oka, bez pojave novih relapsa bolesti 1 pogorSanja
nalaza na oku. Do sli¢nih rezultata su dosli Simonini i sar. (113), kao i mnogobrojni drugi autori
(4, 109, 112, 230, 234, 238, 239). Nasi rezultati jesu i u skladu sa rezultatima registra nemacke
grupe autora (240). Primena adalimumaba dovela je i do redukovanja i potpune obustave
primenjivanih Kortikosteroida kod svih bolesnika i na taj nacin sprecila nastanak dugotrajnih

nezeljenih efekata kortikosteroidne terapije, $to su dokazali i drugi autori (241, 242). Tokom
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primene ove terapije ozbiljni nezeljeni efekti nisu zabelezenu, a u toku je SYCAMORE trajal
koji se bavi prikupljanjem podataka o efikasnosti i bezbednosti primene adalimumaba i
metotreksata kod ovih bolesnika (81).

Na osnovu razli€itih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti da demografske 1 klinicke
varijable svakako nisu jedine od znacaja za predikciju postizanja remisije, ve¢ tu ucestvuje
viSe kompleksnih varijabli ukljuc¢ujuéi farmakokinetiku, imunogenetiku 1 razli¢ite genetske
varijable koje zahtevaju istovremenu analizu 1 potvrdu na ve¢em uzorku JIA pacijenata.

Mnogobojna istrazivanja pokazala su da postizanje remisije nije uslovljeno samo
demografskim, klinickim 1 laboratorijskim parametrima ve¢ i drugim genetskim i epigenetskim
faktorima (243). Poslednjih godina dosta studija je usmereno na ispitivanje imunogenosti
bioloskih lekova. Razultati dosadasnjih istrazivanja kod RA su pokazala da postojanje antitela
na bioloski lek koji se primenjuje utice na nivo samog leka u krvi §to svakako ima uticaja na
terapijski odgovor kod pacijenata (224, 244, 245). Postojanje antitela na adalimumab i losiji
ishod lecenja usled nizeg nivoa leka u serumu je dokazano i kod JIA pacijenata (246) i vec je
uslo u najnovije terapijske algoritme leCenja udruzenosti JIA i uveitisa (75). Zbog toga
odredivanje nivoa leka u serumu i antitetela na lek mogu predstavljati mogucée prediktivne
faktore na ishod lecenja ovih bolesnika, ali zahtevaju potvrdu kroz klini¢ke studije na ve¢em
broju JIA bolesnika. Takode, razlika u postizanju terapijskog odgovora moze biti i nivo
citokina u cirkulaciji pre zapo€injanja terapije TNF inhibitorima, kao i postojanje odredenih
genotipova polimorfizma gena za TNF-a-308, koji svakako da uticu na nivo cirkuliSuceg
TNF-0. Dosadasnja istrazivanja pokazala su kontradiktorne rezultate. Dok jedni autori
sugeriSu pozitivan efekat prisustva GG genotipa (151) odnosno lo$ uticaj prisustva AA
genotipa (46) za polimorfizam TNF-0-308 gena na klini¢ki tok i postizanje remisije, drugi
autori negiraju bilo kakvu povezanost (25).

Rezultati naSeg istrazivanja jesu prvi koji su se bavili dugorocnim SestogodiSnjim
pracenjem toka bolesti 1 terapijskog ishoda JIA bolesnika lecenih bioloskom terapijom u odnosu
na prisutne pojedinacne ili udruzene genotipove za TNF-0-308 i Fokl VDR polimorfizam i
mogucénost postizanja remisije. Dosadasnje studije su uglavnom proucavale uticaj prisustva
pojedinacnih genotipova za TNF-a-308 polimorfizam sa moguénos¢éu postizanja adekvatnog
terapijskog odgovora tokom jednogodisnjeg pracenja, dok istrazivanja o udruzenom prisustvu
genotipova za TNF i VDR polimorfizam na postizanje remisije nedostaju. Do sada niko nije
ispitivao uticaj genotipova za Fokl VDR polimorfizam na moguénost postizanja remisije kod

JIA bolesnika.
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Bez obzira na neke od klinickih 1 genetskih parametara koji ukazuju na povoljan
terapijski odgovor kod nekih bolesnika remisija jo§ uvek predstavlja teSko dostiZzan cilj.
Glavni problem je Sto remisija zavisi od viSe varijabli poput farmakokinetike leka, aktivnosti
bolesti i patofizioloSkog procesa nastanka bolesti, a svaki od ovih pojedina¢nih parametara je
pod uticajem vise razliCitih varijabli. Zbog toga su specifi¢iji biomarkeri neophodni, te su
zbog toga mnogobrojna istrazivanja usmerena na aktuelne epigenetske studije i otkrivanje
biomarkera intrasignalnih celijskih procesa. SkoraSnji rezultati istraZivanja su ukazali na
znacaj proinflamatornih proteina S 100 (kalprotektina) i S1I00A12 koji su izuzetno senzitivni
parametri za utvrdivanje aktivnosti bolesti kod JIA pacijenata (247) i imaju dokazanu izuzetnu
korelaciju sa vizualnom analognom skalom lekara i brojem zahvacenih zglobova artritisom
(248, 249). Rothmund i sar. (250) ukazali su na veliki zna¢aj ovih biomarkera inflamacije kao
mogucih prediktora relapsa JIA kod bolesnika koji su u klini¢koj remisiji bez lekova, $to
svakako moze imati primenu u klinickoj praksi 1 pomo¢i u individualizaciji terapijskog pristupa.

Utvrdivanje idealnog biomarkera koji bi nam mogao ukazati na tok bolesti kod JIA
bolesnika i moguc¢nost postizanja remisije bi doprineo u izboru adekvatnih terapeutskih opcija
ve¢ u trenutku postavljanja dijagnoze, $to bi svakako optimalizovalo duzinu le¢enja i smanjilo
nepotrebne toksi¢ne efekte leka ukoliko bismo znali da bolesnici nemaju povoljan terapijski
odgovor. S druge strane ovakav pristup doveo bi i do smanjenja troSkova lecenja. Zbog toga
su dalja istrazivanja viSe nego neophodna kod veceg broja JIA bolesnika i zahtevaju
istovremenu procenu multivarijabilnih parametara koji su od uticaja na terapijski odgovor i

mogucnost postizanja remisije.
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1. Bolesnici sa juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) najéeS¢e su nosioci GA
genotipa polimorfizma TNF-0-308 gena za faktor nekroze tumora (TNF) i FF
genotipa polimorfizma Fokl VDR gena za vitamin D receptor (VDR), ali bez

statisticke znacCajnosti.

2. Kod bolesnika sa juvenilnim idiopatskim artritisom postoji statisti¢ki znacajno veca
ucestalost G alela TNF-0-308 polimorfizma gena za faktor nekroze tumora (TNF) i

F alela Fokl VDR polimorfizma gena za vitamin D receptor (VDR).

3. Ne postoji statisti¢ki znac¢ajna udruzenost alela i genotipova polimorfizama gena za

TNF-0-308 i Fokl VDR sa razli¢itim podtipovima juvenilnog idiopatskog artritisa.

4. Prisustvo pojedinih genotipova Fokl VDR polimorfizma gena za vitamin D
receptor (VDR) statisticki znacajno je udruzeno sa mogucénoscu postizanja

poboljsanja bolesti i remisije nakon dugoro¢nog (72 meseca) pracenja.

5. Prisustvo homozigotnog ff genotipa za Fokl VDR polimorfizam, kod bolesnika sa
juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA), je nepovoljan prediktivni faktor za teZinu

bolesti i mogucénost postizanja dobrog terapijskog odgovora.

6. Homozigotni ff genotip za Fokl VDR polimorfizam statisticki je znacajno Cesce
prisutan kod bolesnika sa juvenilnim idiopatskim artritisom (JIA) koji ne mogu da
postignu remisiju bolesti ni nakon dugoro¢ne primene bioloske terapije u odnosu na

bolesnike koji uspevaju da postignu remisiju bolesti.

7. Nosioci homozigotnog ff genotipa za Fokl VDR polimorfizam imaju tezu klinicku
prezentaciju bolesti sa statisticki znacajno duzim trajanjem bolesti pre uvodenja

bioloske terapije i1 zahtevaju statisticki znacajno duze le€enje metotreksatom.

8. Oboleli od JIA koji su nosioci homozigotnog FF i heterozigotnog Ff genotipa za
Fokl VDR polimorfizam gena za vitamin D receptor (VDR) statisti¢ki znacajno
¢esce postizu nizu aktivnost bolesti i bolji klinicki odgovor u odnosu na nosioce

homozigotnog ff genotipa nakon dugoro¢nog (72 meseca) pracenja.
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14.

ZAKLJUCAK

Prisustvo pojedinih genotipova TNF-a-308 polimorfizma gena za faktor nekroze
tumora (TNF) ima samo delimi¢nog uticaja na moguénost postizanja poboljSanja

bolesti i remisije u juvenilnom idiopatskom artritisu (JIA).

Nosioci homozigotnog GG genotipa polimorfizma TNF-a-308 gena za faktor
nekroze tumora (TNF) su nakon 36 meseci primene bioloSke terapije statisti¢ki
ceS¢e postizali nizu aktivnost bolesti 1 povoljniji klinicki odgovor u odnosu na

pacijente sa AA ili GA genotipom.

U kratkoroénom praéenju (36 meseci) prisustvo A alela u genotipu TNF-0-308
gena za faktor nekroze tumora (TNF) je negativni prediktivni faktor za postizanje
povoljnog klinickog odgovora kod bolesnika sa juvenilnom idiopatskom artritisu

(JIA) koji se lece bioloskom terapijom.

Prisustvo pojedinaénog homozigotnog AA genotipa za TNF-a-308 polimorfizma i
homozigotnog ff genotipa za Fokl VDR polimorfizam predstavlja negativan
prediktivni genetski faktor za postizanje remisije kod JIA bolesnika tokom

dugoro¢nog (72 meseca) pracenja.

Nosioci udruzenih GG+FF/ff i GG+FF/Ff kombinacija genotipova za TNF-a-308 i
Fokl VDR polimorfizam statisticki ceS¢e su postizali nizu aktivnost bolesti i1
povoljniji klini¢cki odgovor u odnosu na pacijente sa GA/AA+ff kombinacijom

genotipova na kraju perioda pracenja.

Udruzeno prisustvo GA/AA+ff kombinacija genotipova za TNF-a-308 i Fokl VDR
polimorfizam predstavlja negativan prediktivni genetski faktor za postizanje

remisije kod JIA bolesnika tokom dugoro¢nog (72 meseca) pracenja.
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HN3JABA O AYTOPCTBY

W3jaBibyjeM /1a je JOKTOpCKa AMCEPTAInja, O HACTIOBOM

"Vrtunaj nomumopduzma Fokl rena 3a sutamun [1 penienitop u TNF-a-308 rena
3a (hakTop HEKPO3€e TyMOpa Ha TEXKUHY U UCXOJ OOJIECTH KO/ JeTie ca

JYBEHWIHUM HJIMONATCKUM apTPUTUCOM"

Koja je ogOpamena Ha MenunuHackoM (akynrety YHuBepsutera y Humry:

® PE3yJITaT COICTBCHOI UCTPAKUBAYKOTI pajiad,;

e J1a OBY JMCEpTalUjy, HU Yy LIEJIMHU, HUTH Y JAEJIOBUMA, HICAM IIPHUjaBJbUBA0/Ia Ha
OpyruM (akynTeTuMa, HUTH YHUBEP3UTETHMA;

® J1a HHCaM MOBPEINO/Ia ayTOpCKa MpaBa, HUTH 3JI0yOTPEONO/Ia HHTENEKTYaTHY
CBOJHHY JIPYTHX JIUIIA.

Jlo3zBosbaBaM Ja ce o0jaBe MOjU JIMYHU TMOJAIM, KOjU Cy y BE3U ca ayTOPCTBOM H
no0ujamkeM akaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO
pohema u natym oxOpane pajaa, u TO y Katanory bubnmoreke, J[UruraTHoM pemo3uTOpHjyMy
YHuuBepsurera y Humry, kao u y myOiaukainujama YHuBepautera y Hurry.

Y Humy,

[ToTnuc ayTopa aucepranuje:

Hparana C. JlazapeBuh



HN3JABA O UHICTOBETHOCTHU HITAMITAHOI' 1 EJIEKTPOHCKOI'
OBJIMKA JOKTOPCKE JMCEPTALIMJE

HacnoB gucepranmje:

"Vrunaj nonmumopdusma Fokl rena 3a Buramun /1 penentop u TNF-0-308 rena
3a pakTOp HEKPO3€e TyMOpa Ha TeKUHY U UCXO] OOJIECTH KOJI JeIe ca

JYBEHUJIHUM HUJIMOTIATCKUM apTPUTHUCOM"
U3jaBibyjeM 1a je eNeKTPOHCKH OOJMK MOje€ JTOKTOPCKE AucepTaimje, KOjy cam

npenao/na 3a yHouewe y JAururaanu peno3utopujym YHuBep3utera y Huiy, ncroBeran

[ITAMITIAHOM OOJIHKY.

Y Humy,

Hparana C. JlazapeBuh



N3JABA O KOPUII'REILY

Opnamhyjem Ywauep3utercky Oubmmoreky ,Hukoma Tecnma® ma y Jlururanam
peno3uTopujyM YHuBep3utera y Humry yHece Mojy TOKTOPCKY AUCEPTAIH]y, IO HACIIOBOM:

"Vrtunuaj noamumopdusma Fokl rena 3a sutamus [1 penienitop 1 TNF-a-308 rena
3a (hakTOp HEKPO3E TYMOpPA HA TESKHUHY U UCXO 00JIECTH KOJI JIeTie ca

JYBEHWJIHUM HUJIMONIATCKUM apTPUTUCOM"

Jucepranujy ca cBUM MPUIIO3UMa Tpeaao/Jaa caMm y eIeKTPOHCKOM OOJHKY, TOTOJAHOM
3a TPajHO apXHUBHUPAIHE.

Mojy AOKTOpCKY AHCepTaiujy, YHETY y JIMTUTAHU pEeno3uTOpHjyM YHHBEp3UTETa y
Humry, MOry KOPHCTHTH CBH KOjH TIOIITYjYy OApende caapikaHe y o71a0paHOM THITY JIMICHIE
Kpearusne 3ajequuie (Creative Commons), 3a Kojy caM ce 0/Ty4dno/Ja.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyrtopctBo — Hekomepirjaiaao (CC BY-NC)

3. AyrtopcTBo — HekoMepuujanHo — 6e3 mpepajae (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HEeKOMepLujaTHO— AeiuTH noa uctum yciosrma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo —6e3 npepane (CC BY-ND)

6. AyrtopctBo —nenutu noa uctuM ycnosuma (CC BY-SA)

YV Huy,

Hparana C. JlazapeBuh



