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Uvod

1. UVOD

1.1. Osnovne karakteristike spondiloartritisa

1.1.1. Terminologija

Prije samog uvoda, vazno je opisati terminologiju koja ¢e se koristiti u nastavku disertacije.
Buduéi da joS uvjek ni u domacoj ni u stranoj literaturi ne postoji opceprihvacen naziv za
skupinu bolesti koja su tema ove disertacije, potrebno je rasclaniti 1 opravdati koriStenje
termina koji ih najbolje opisuje. Uvrijezeno je da se nastavak —itis~ upotrebljava za
ozna¢avanje upalnog procesa kod kojeg postoji definiran uzrok, dok se nastavak —pathia’
upotrebljava za bolna stanja kod kojih je uzrok tesko odrediti (1).

Kada u Pubmed bazu podataka unesemo pojam “spondyloarthrtis” ili “spondyloarthropathy”,
u oba slucaja dobijemo oko 18 000 rezultata, a ako tome pridodamo jos “juvenile” dobivamo
oko 800 rezultata za svaki termin. Sli¢no je 1 kada pridodamo pojam “seronegative”, pa
dobijemo oko 700 rezultata za svaku od pretraga. Potrebno je napomenuti da se oba termina
otprilike jednako koriste od Sezdesetih godina proSlog stolje¢a pa sve do najnovijih
publikacija objavljenih ove godine. Stoga mozemo zakljuciti da ova zanimljiva grupa bolesti,
osim mnostva nozoloskih, jo§ uvijek izaziva i etimoloske nedoumice. S obzirom da je cilj ove
disertacije pokazati kako za ovu skupinu bolesti ipak postoji nozoloska posebnost, “in bonam

fidem” koristit ¢e se termin spondiloartritis (engl. spondyloarthritis, SpA).

1.1.2. Definicija

SpA je naziv za skupinu upalnih bolesti koje imaju mnoga preklapajuca obiljezja, a od drugih
oblika upalnih artritisa razlikuju se u genetskoj predispoziciji, patogenezi i ishodu (2). U ovu
skupinu bolesti svrstava se ankilozantni spondilitis (engl. ankylosing spondylitis, AS),
reaktivni artritis (engl. reactive arthritis, ReA), psorijaticni artritis (engl. psoriatic arthritis,
PsA), artritis povezan s upalnom bolesti crijeva (engl. inflammatory bowel disease, 1BD) 1

nediferencirani SpA (engl. undifferentiated spondyloarthritis, uSpA). Jedno od osnovnih

" Arthritis, idis, f. (mn. arthritides) — zglobna upala, upala zgloba (zglobova), artritis,
artroflogoza: upala koja zahvaca jedan zglob (monoarthritis), vise zglobova (oligoarthritis) ili
mnogo zglobova (polyarthritis); razli€ita je uzroka, najées¢e autoimunosnoga, a moze biti
akutna, subakutna ili kroni¢na. (MoZe biti samostalna bolest ili kao dio neke druge bolesti.)
Isto: arthrophlogosis, is, f. (zast.?).

" Arthropathia, ae, f. — zglobobolja, artropatija, “zglobna bolest™: opéi (zajednicki) naziv za
bolesna stanja ili simptome zglobova, osobito za one bez upale kojima ne mozemo odrediti
nozolosku posebnost, odnosno konac¢nu dijagnozu.
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obiljezja cijele skupine je seronegativnost za IgM reumatoidni faktor (RF) i antinuklearna
antitijela (ANA) te cCinjenica da upala s vremenom moze zahvatiti kraljeznicu 1/ili
sakroilijacne zglobove (aksijalni skelet). Bolesti iz ove skupine spadaju medu najceSce
kroni¢ne reumatske bolesti s prevalencijom od 0,3% u Zapadnoj Europi (3-6). Obi¢no pocinju
u tre¢em ili etvrtom desetljecu zivota, no 10 — 20% bolesnika mozZe iskusiti prve simptome
prije Sesnaeste godine zivota, pa tada govorimo o juvenilnom spondiloartritisu (engl. juvenile
spondyloarthritis, ]SpA) (7). SpA u djece obi¢no pocinje kao nediferencirana bolest: prvi
simptomi, za razliku od SpA u odraslih, rijetko su povezani s kraljeZnicom, a mnogo cesce se
javlja nesimetri¢ni oligoartritis zglobova donjih ekstremiteta, daktilitis i periferni entezitis (8).
Upravo zbog toga opravdana je gruba podjela jSpA na nediferencirane i diferencirane oblike
(7). U nediferencirane oblike ubraja se sindrom seronegativne entezopatije 1 artropatije (engl.
seronegative enthesopathy and arthropathy syndrome, SEA) te entezitis povezan s artritisom
(engl. enthesitis related arthritis, ErA), koji je podskupina juvenilnog idiopatskog artritisa
(engl. juvenile idiopathic arthritis, JIA). U diferencirane oblike ubraja se juvenilni
ankilozantni spondilitis (engl. juvenile ankylosing spondylitis, jAS), PsA, ReA 1 artritis
povezan s IBD-om. Nediferencirani oblici ¢esto vremenom prelaze u diferencirane pa se tako
pokazalo da ¢ak 75% bolesnika sa SEA sindromom, pet godina nakon postavljanja dijagnoze,

zadovoljava dijagnosticke kriterije za AS (9).

1.1.3. Kriteriji

Upotreba postojecih klasifikacijskih kriterija za djecu ili primjena kriterija za odrasle
bolesnike sa SpA-om jo$ uvijek nosi sa sobom odredene izazove, §to je zasigurno jedan od
razloga zbog kojih se bolest u djece moze 1 previdjeti (2, 7, 8). Medu postojece kriterije
razvijene za jSpA spadaju kriteriji za SEA sindrom (10), Garmisch-Partenkirchen (G-P)
kriteriji za JSpA (11), kriteriji za atipicni spondiloartritis u djece (12) te klasifikacijski kriteriji
za JIA koje je postavila Medunarodna liga reumatoloskih udruzenja (engl. International
League of Associations for Rheumatology, ILAR) (13, 14). Osim navedenih, u djece se mogu
koristiti 1 kriteriji za postavljanje dijagnoze u odraslih, kao $to su Amorovi kriteriji (15, 16) te
kriteriji Europskog druStva za proucavanje spondiloartropatija (engl. FEuropean
Spondyloarthropathy Study Group, ESSG) (17), u kojima zahvacenost kraljeznice nije jedan
od preduvjeta za postavljanje dijagnoze, dok se u slucaju zahvacenosti kraljeznice 1 u djece
mogu koristiti New York kriteriji za dijagnozu AS-a (18). Vecu osjetljivost u djece pokazali

su novorazvijeni kriteriji Medunarodnog druStva za procjenu spondiloartritisa (engl.

2
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Assessment of SpondyloArthritis International Society, ASAS), pomocu kojih se procjenjuje

periferni spondiloartritis u odraslih koji imaju predominantni artritis, entezitis ili daktilits

(19). Iako je nedavno objavljeno istrazivanje pokazalo da najvecu osjetljivost za otkrivanje

spondiloartritisa u djece imaju G-P kriteriji (20), ve¢ina pedijatrijskih reumatologa za

postavljanje dijagnoze jSpA danas koristi ILAR-ove klasifikacijske kriterije (7). Prema njima

se moze klasificirati vec¢ina artritisa koji traju dulje od 6 tjedana i javljaju se u djece mlade od

16 godina (tablica 1) (13). Bolesti koje spadaju u skupinu jSpA prema ILAR-ovim kriterijima

rasporedene su u nekoliko podskupina. Najvec¢i broj bolesnika s nediferenciranim oblikom

JSpA-a i jJAS-om tako je svrstan u ErA podskupinu, dok se svi ostali oblici jSpA-a, osim PsA-

a mogu svrstati u skupinu nediferenciranih artritisa.

Tablica 1. ILAR-ovi klasifikacijski kriteriji za JIA.

JIA KRITERIJI ZA KRITERIJI ZA
PODSKUPINA UKLJUCIVANJE ODBACIVANJE
Sistemski Artritis u >1 zglobova koji je pracen  Psorijaza u bolesnika ili u >1
artritis ili kojem prethodi poviSena tjelesna  rodaka u prvom koljenu; artritis u
temperatrura koja traje >2 tjedna 1 djecaka s HLA-B27 genotipom i
javlja se svakodnevno >3 dana, uz >6 godina; AS, ErA, sakroiliitis s
>1 od navedenog: prolazni IBD, RA, upala prednjeg ocnog
eritematozni osip; limfadenopatija;  segmenta ili prisutnost nekog od
hepatomegalija ili splenomegalija ili ovih poremecaja u rodaka u prvom
oboje; serozitis; koljenu; IgM RF pozitivan u >2
navrata s razmakom medu
mjerenjima >3 mjeseca;
Oligoartritis Artritis u <4 zgloba tijekom <6 Psorijaza u bolesnika ili u >1

mjeseci bolesti;

Perzistentni oligoartritis: nikad nije
zahvaceno >4 zgloba;

Prosireni oligoartritis: >4 zgloba je
zahvaceno >6 mjeseci bolesti;

rodaka u prvom koljenu; artritis u
djecaka s HLA-B27 genotipom i
>6 godina; AS, ErA, sakroiliitis s
IBD, RA, upala prednjeg ocnog
segmenta ili prisutnost nekog od
ovih poremecaja u rodaka u prvom
koljenu; sistemski oblik bolesti;

RF negativni
poliartritis

Artritis koji zahvaca >5 zglobova
tijekom <6 mjeseci bolesti;
RF test je negativan;

Psorijaza u bolesnika ili u >1
rodaka u prvom koljenu; artritis u
djecaka s HLA-B27 genotipom i
>6 godina; AS, ErA, sakroiliitis s
IBD, RA, upala prednjeg ocnog
segmenta ili prisutnost nekog od
ovih poremecaja u rodaka u prvom
koljenu; IgM RF pozitivan u >2
navrata s razmakom medu
mjerenjima >3 mjeseca; sistemski
oblik bolesti;
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RF pozitivni Artritis koji zahvaca >5 zglobova Psorijaza u bolesnika ili u >1
poliartritis tijekom <6 mjeseci bolesti; rodaka u prvom koljenu; artritis u
Pozitivan RF u >2 navrata s djecaka s HLA-B27 genotipom i
razmakom medu mjerenjima >3 >6 godina; AS, ErA, sakroiliitis s
mjeseca IBD-om, RA, upala prednjeg
ocnog segmenta ili prisutnost
nekog od ovih poremecaja u
rodaka u prvom koljenu; sistemski
oblik bolesti;
Entezitis Artritis 1 entezitis ili artritis ili Dijagnoza psorijaze koju je
povezan s entezitis 1 >2 od ponudenih postavio dermatolog u >1 rodaka u
artritisom karakteristika: osjetljivost prvom ili drugom koljenu;
sakroilijakalnih zglobova na dodir’  prisutnost sistemskog artritisa;
1/ili bolnost kraljeznice zbog
upalnog procesa; prisustvo HLA-
B27 genotipa; pojavnost bolesti u
>1 rodaka u prvom ili drugom
koljenu sa potvrdenom dijagnozom
bolesti povezane sa HLA-B27
genotipom; upala prednjeg ocnog
segmenta koja je obi¢no povezana
sa bolnosc¢u, crvenilom ili
fotofobijom; nastup bolesti u
djecaka s >8 godina;
Psorijati¢ni Artritis 1 psorijaza ili artritis 1 Artritis u djeCaka s HLA-B27
artritis najmanje jedno od navedenog: genotipom 1 >6 godina; AS, ErA,
daktilitis, ljustenje noktiju ili sakroiliitis s IBD, RA, upala
oniholiza, psorijaza u rodaka u prednjeg o¢nog segmenta ili
prvom koljenu; prisutnost nekog od ovih
poremecaja u rodaka u prvom
koljenu; IgM RF pozitivan u >2
navrata s razmakom medu
mjerenjima >3 mjeseca; sistemski
oblik bolesti;
Nediferencirani  Artritis koji ne ispunjava kriterijje ni  /
artritis u jednoj ili u vise od dvije

podskupine;

Usprkos Cinjenici §to se pojedine bolesti iz skupine jSpA-a medusobno razlikuju, one imaju
neka vazna zajednicka obiljeZja koja ih diferenciraju od drugih oblika JIA-a te od ostalih
sistemskih poremecaja imunoloSkog sustava. Mnogi stoga smatraju kako su glavni nedostaci
ILAR-ovih kriterija svrstavanje PsA-a i artritisa povezanog s IBD-om u posebne kategorije,
ne spominjanje ReA-a i ne obuhvacanje svih bolesnika s jJAS-om (7, 21, 22). Medutim, s

obzirom na spomenutu heterogenost u fenotipu bolesti koje spadaju u skupinu jSpA, jasno je

" engl. Tenderness, bol koja se javlja prilikom pritiska na krajeve zgloba.
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da postoji 1 heterogenost u klasifikacijskim kriterijima. Na kraju mozemo zakljuciti da na
podskupinu ErA treba gledati kao na kiSobran pod kojim se nalaze djeca s jAS-om koja
ispunjavaju New York kriterije za AS te ve¢ina bolesnika sa SEA sindromom (slika 1) (22).
Upravo zbog toga ILAR-ovi klasifikacijski kriteriji u ovom trenutku predstavljaju najbolji

izbor za postavljanje dijagnoze nediferenciranog SpA-a kod djece.

@ EAsyndrom
X

Slika 1. Prikaz veze izmedu artritisa povezanog s entezitisom (ErA), juvenilnog
ankilozantnog spondilitisa (JAS), sindroma seronegativne entezopatije i artropatije (SEA
syndrome), artritisa povezanog s upalnom bolesti crijeva (IBD), reaktivnog artritisa (ReA) 1
psorijaticnog artritisa (PsA). Preuzeto iz Cassidy JT. Textbook of pediatric rheumatology. 6.
izd. Philadelphia: Saunders; 2010, str. 274.

1.1.4. Epidemiologija

Procjena prevalencije jSpA-a, a osobito ErA-a, temelji se na podacima za JIA, zbog Cega je
vrlo ovisna o zemljopisnoj lokaciji 1 kriterijima koriStenim prilikom postavljnja dijagnoze (2).
Procjenjuje se da od JIA-a boluje 7 do 400 od 100 000 djece (0,007% do 0,4%), mada se ¢ini
kako je navedena gornja granica pretjerana (23). Smatra se da od toga 2 — 11% djece
zadovojava kriterije za ErA 1 PsA. Istrazivanje provedeno u Hrvatskoj, u kojem su koristeni

ESSG kriteriji za postavljanje dijagnoze, pokazalo je da je uCestalost jSpA-a medu djecom s
5
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reumatskim bolestima 8,2% (24). To je u skladu s rezultatima americkih, kanadskih i
britanskih istrazivanja u kojima otprilike 7,9 — 9,8% djece koja su upuéena djecjem
reumatologu ima jSpA (25-27). Prosje¢na dob prilikom postavljanja dijagnoze ErA-a u
jednom istrazivanju u kojem je sudjelovalo 115 djece, bila je 11,7 godina (u rasponu od 2,8
do 17,6 godina), a odnos djecaka prema djevojCicama bio je 3,4:1 (28). U ranije spomenutom
istrazivanju provedenom u Hrvatskoj prosjec¢na dob prilikom postavljanja dijagnoze jSpA-a
bila je 13,1 godina (u rasponu od 4,4 do 17,8 godina), dok je odnos djecaka prema
djevojCicama bio 1,19:1 (24). Nadalje, vazno je spomenuti da oko 20% rodaka u prvom
koljenu djece s postavljenom dijagnozom jSpA-a ima SpA (8). Navedeni podaci pokazuju da
SpA nije rijedak u dje¢joj dobi, a s obzirom da u odrasloj dobi ¢esto prelazi u teze oblike,
pravodobno otkrivanje 1 lije¢enje predstavljaju vazan korak u smanjenju tereta koji bolesti iz

ove skupine mogu predstavljati za pojedinca i drustvo u cjelini.

1.1.5. Klinicka slika

ErA je bolest podmuklog nastupa, karakteriziranog intermitentnim bolovima u
muskuloskeletnom sustavu te ukocenos$c¢u ili upalom perifernih zglobova, uglavnom donjih
udova, s entezitisom na jednom ili viSe mjesta u blizini koljena ili stopala. Entezitis
predstavlja upalu enteza, odnosno mjesta na kojima se ligament, tetiva, misi¢na ovojnica ili
kapsula zgloba spajaju s kosti 1 vrlo je karakteristi¢an za ovu bolest. Sama bolest povremeno
nastupa naglo. Op¢i simptomi nisu izraZeni, ali mogu se javiti malaksalost, poremecaji
spavanja i trajno niska temperatura. Simptomi zahvacenosti aksijalnog skeleta nisu Cesti na
pocetku bolesti, no mogu postati manifestni kako bolest napreduje (8). Klinicke manifestacije

ErA-a mogu se u grubo podjeliti na zglobne 1 izvanzglobne.

1.1.5.1. Zglobne manifestacije

Artritis 1 entezitis su glavne znacajke ove bolesti. Simptomi povezani s perifernim
zglobovima prisutni su u viSe od 80% bolesnika, dok je bolnost kraljeznice uslijed upalnog
procesa prisutna samo u 20-25% bolesnika. To je jedna od od glavnih razlika izmedu SpA-a u
djece 1 odraslih (22). U vecine bolesnika na pocetku bolesti javlja se unilateralni ili
asimetri¢ni oligoartritis. Distalni zglobovi donjih ekstremiteta (koljeno, glezanj, zglobovi
zastoplja) zahvaceni su eS¢e nego proksimalni zglobovi. Rijetko moZe do¢i i do zahvacenosti
gornjih ekstremiteta, naj¢eS¢e ramena, dok su mali zglobovi Sake najrjede zahvaceni (7).

Poliartritis nije Cest na poc€etku bolesti, a kada se javlja, pretezno je asimetri¢ne distribucije. U
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ovoj fazi teSko je razlikovati ErA-a od drugih oblika JIA-a (29). Unutar 5 — 10 godina od
nastupa, bolest moze zahvatiti zglobove kraljeznice i/ili sakroilijakalne zglobove te dolazi do
razvoja jAS-a (9, 30-33). Osim toga, postoji manje ucestali oblik bolesti u kojem je
kraljeznica zahvacena i ranije, a naziva se izvorni jAS (engl. genuine jAS) (34). Simptomi
zahvacenosti kraljeznice iskazuju se kao bolnost ili uko¢enost u lumbalnom podrucju ili u
straznjici 1 Cesto se pogorSavaju s nedostatkom fizicke aktivnosti, npr. prilikom duzeg
sjedenja. Smanjena pokretljivost kraljeZnice moze se otkriti modificiranim Schoberovim
testom koji se izvodi tako da se na kraljeznici oznace to¢ke 10 cm iznad 1 5 cm ispod lumbo-
sakralnog spoja te se zatim pri inklinaciji (fleksiji) 1 reklinaciji (ekstenziji) mjeri razmak medu
njima, ¢ime se dobiva inklinacijski i reklinacijski indeks ¢iji zbroj daje indeks sagitalne
gibljivosti koji uobicajeno iznosi 6 cm (35).

NajceS¢a mjesta na kojima se javlja entezitis su donja polovina patele, mjesto na kojem se
plantarna miSi¢na ovojnica spaja sa petnom kosti ili glavom kosti donoZzja te mjesto na kojem
se Ahilova tetiva spaja s petnom kosti (36). Entezitis je Cesto povezan s upalom tetivnih
ovojnica (tenosinovitisom) 1 sinovijalnih vreca (bursitisom), osobito na stopalu, gdje dolazi i
do artritisa. Entezitis stopala, uklju¢uju¢i upalu enteza zastoplja i petne kosti (Ahilova tetiva,
plantarna misSi¢na ovojnica), najces¢i je simptom ErA-a i stanje koje najviSe utjeCe na
onesposobljenost u djece koja boluju od ove bolesti. Upala enteza, tetivnih ovojniva, sinovije,
te sinovijalnih vrec¢a, koje se nalaze u srednjem dijelu stopala od skoc¢nog do
metatarzofalangealnih zglobova, naziva se ankilozantni tarzitis (engl. ankylosing tarsitis, AT)
1 moze biti jedan od prvih simptoma jSpA-a (37, 38). Zahvacenost stopala klinicki se
manifestira bolnos¢u koja se javlja prilikom stajanja 1 hodanja, otokom stopala te bolnos¢u
prilikom pritiska na mjesta na kojima se tetive i ligamenti spajaju s kosti. U kasnijem tijeku
bolesti, entezitis varira od rijetkih epizoda aktivne upale jedne ili viSe enteza do Cestih
vrac¢anja upale na mnogim mjestima, osobito na stopalu. Perzistentni entezitis povezan je s
edemom 1 pretjeranim rastom kosti, proliferacijom hrskavice, prerastanjem zone rasta
hrskavice (engl. bone bridging) 1 ankilozom. Vazno je napomenuti da teZina, trajanje i

posljedice artritisa 1 entezitisa u tijeku bolesti nisu medusobno proporcionalni.

1.1.5.2. Izvanzglobne manifestacije
NajceSc¢a izvanzglobna manifestacija ErA-a je uveitis, dok se zahvacenost srca, krvnih Zila,

pluca, srediSnjeg ziv€anog sustava i bubrega u djece javlja tek sporadi¢no.
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Upvetitis je upala srednje o¢ne ovojnice. Srednja ocna ovojnica sastoji se od tri dijela: Sarenice i
cilijarnog tijela, koji se nalaze ispred lece i €ine prednji segment, te zilnice, koja se nalazi iza
upalom zahvaceno 1 cilijarno tijelo, proces se tada naziva iridociklitis. Za opisivanje vrsta
uveitisa koji zahvaca podrucje iza lece koriste se pojmovi vitritis, intermedijarni uveitis, pars
planitis, choroiditis, retinitis, chorioretinitis 1 retinochoroiditis (39). U slucaju zahvacenosti
cijele srednje one ovojnice proces se zove panuveitis. Suprotno drugim oblicima JIA-a,
uveitis je u ErA-u karakteriziran suzenjem, crvenilom i1 bolnoS¢u o¢iju uz fotofobiju. Obicno
je unilateralan, cesto rekurentan 1 rijetko ostavlja tragove upale (engl. occular residua).
Rijetko prethodi nastupu muskoloskeletnih tegoba (40). Ucestalost uveitisa u djece s ErA-om
manja je od 20%, Sto je niza ucestalost nego u odraslih, no duzim pracenjem djece taj
postotak se povecava (41, 42).

Usprkos tome Sto kardiovaskularne manifestacije ErA-a nisu Ceste, one povremeno mogu biti
ozbiljne, pa je do sada opisano vise slucajeva znacajne aortne insuficijencije bolesnika s ErA-
om (43-50). Smatra se kako je jSpA s HLA-B27 genotipom ¢imbenik rizika za oStecenje
endokarda i miokarda, a u svih bolesnika u kojih je postavljena ova dijagnoza trebao bi se
uciniti 1 pregled dje¢jeg kardiologa kako bi se iskljucilo postojanje aortne regurgitacije (43).
Naizgled niska ucestalost ovih komplikacija u djece moze biti posljedica kraceg perioda
pracenja nego kod odraslih, kod kojih se bolesti srca (aortna insuficijencija, src¢ani blok)
razviju u otprilike 5% bolesnika, u prosjeku 15 godina nakon postavljanja dijagnoze
spondiloartritisa (51). Rijetko kada je srce zahvaceno prije no Sto se jave promjene na
sakroilijaénim zglobovima (52).

Malo podataka postoji o zahvacenosti pluca i pleure u djece s postavljenom dijagnozom SpA-
a: u jednom istrazivanju pokazalo se da je u 33% bolesnika bez klinickih znakova plu¢ne
bolesti 1 s normalnim nalazima RTG snimke srca i pluc¢a bio prisutan poremecaj pluéne
funkcije (53). U uznapredovalom spondilitisu dolazi do smanjenog opsega pokreta prsnog
kosa 1 razvoja kifoskolioze, zbog Cega se sekundarno moze razviti i cor pulmonale, no takav
tijek bolesti joS nije opisan u djece ili adolescenata (22).

Zahvacenost srediSnjeg ziv€anog sustava u djece s ErA-om je rijetka. Opisano je nekoliko
slucajeva atlantoaksijalne subluksacije koja je dovela do jake cervikookcipitalne boli (54, 55).
Bubrezne komplikacije bolesti takoder su rijetke. U djece su opisani slucajevi papilarne
nekroze, koja se mozda razvila i zbog upotrebe nesteroidnih protuupalnih lijekova (NSAIL) te

amiloidoze (56, 57).
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Prosle godine objavljeno je istrazivanje u kojemu je ucestalost izvanzglobnih klini¢kih
manifestacija spondiloartritisa analizirana pregledom brazilskog registra oboljelih, medu
kojima su bili zastupljeni 1 bolesnici s j]SpA-om (58). Od ukupno 43 bolesnika s jSpA-om, po
jedan bolesnik razvio je kardijalnu, pulmonalnu i neurolosku, dok su tri bolesnika razvila
renalnu manifestaciju bolesti. S obzirom na to da se dijagnoza ErA-a obi¢no postavi na
samom pocetku bolesti, moguce je da ¢e se duzim pracenjem bolesnika sve vise otkrivati 1

ove rijetke, no vazne komplikacije (22).

1.1.6. Dijagnosticka obrada

Ne postoji patognomonic¢na laboratorijska pretraga krvi na temelju koje bi se mogla postaviti
dijagnoza SpA-a. Sedimentacija eritrocita moze biti ubrzana, ali taj test nije specifican.
Negativni ANA 1 RF uz prisutnost HLA-B27 genotipa u djeteta s asimetricnim artritisom i
entezitisom mogu pomoci pri postavljanju dijagnoze, no treba imati na umu da manje od 5%
ljudi sa HLA-B27 genotipom razvije SpA. Konvencionalnim radiografskim pretragama moze
se otkriti osteopenija u podrucju stopala i kuka na pocetku bolesti, dok se u kasnijem tijeku
bolesti moze otkriti suzavanje zglobnog prostora i1 ankiloza. Za razliku od odraslih, kod djece
je teSko pouzdano utvrditi gubitak hrskavice 1 erozije jednostavnim pregledavanjem
radiograma jer se anatomija zglobova koji rastu tijekom vremena mijenja (59). Usprkos tome
Sto su konvencionalne radiografske pretrage indicirane u pocetnoj procjeni zahvacenosti
sakroilijakalnih zglobova, one Cesto nisu dovoljno specifi¢ne za prikazivanje ranih promjena
koje nastaju u sakroileitisu, tako da je za pojaSnjavanje patologije 1 rano postavljanje
dijagnoze SpA-a potrebno primijeniti druge slikovne metode (60). S obzirom na to da je
entezitis u vecini slucajeva teSko prepoznati klinickim pregledom, ultrazvuk (UZV)
predstavlja vazan dodatni alat za potvrdu dijagnoze u bolesnika kojima je postavljena sumnja
na SpA (61). Mnoga istrazivanja koja su koristila UZV pokazala su da je klinicki
neprepoznati entezitis €esto prisutan na donjim udovima (62). Nadalje, UZV se pokazao
dobar i za pracenje odgovora na terapiju u ovih bolesnika (63). S druge strane, za otkrivanje
entezitisa moze se koristiti 1 magnetska rezonancija (MR), koja moze posluziti 1 za otkrivanje
promjena na sakroilijakalnim zglobovima kod djece s bolovima u kraljeznici upalne prirode u
kojih je RTG nalaz sakorilijjakalnih zglobova uredan (64, 65). MR moZe otkriti upalu
sakroilijakalnih zglobova ¢ak 1 kod djece koja nemaju klinicke simptome (66). Stoga mozemo

zakljuciti da su MR 1 UZV vrlo korisni u ranom otkrivanju 1 pra¢enju aktivnosti ove bolesti.
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1.1.7. Lijecenje

Kao i u slu¢aju drugih reumatskih bolesti, temelj lijeCenja bolesnika s j]SpA-om, uz fizikalnu
terapiju, ¢ine NSAIL (7). Oni omogucuju olakSanje simptoma kod vecine bolesnika, a
ispitivanja u kojima su sudjelovali odrasli bolesnici s AS-om pokazala su da iznimno mogu
dovesti 1 do remisije bolesti. Nadalje, intraartikularne injekcije steroida mogu pomoc¢i u
kontroli lokalnog perzistentnog artritisa, a sistemski kortikosterodi (oralni ili intravenozni)
mogu se primijeniti za kratkotrajnu kontrolu teskih oblika bolesti. Medutim, zbog utjecaja na
zdravlje kostiju i rast, vazno je da upotreba sistemskih kortikosteroida u djecjoj dobi bude
vremenski ograni¢ena. I antireumatski lijekovi koji utjeCu na tijek bolesti (engl. disease-
modifying antirheumatic drugs, DMARD) imaju svoje mjesto u lijeCenju bolesnika u kojih su
zahvaceni uglavnom periferni zglobovi. U raznim ispitivanjima pokazalo se da upotreba
sulfasalazina u vecine bolesnika s jSpA-om dovodi do poboljsanja klinicke slike, dok se
metotreksat koristi isklju¢ivo na temelju iskustava stecenih u lijeCenju drugih oblika JIA-a, s
obzirom na to da do sada nije provedeno istrazivanje koje bi ispitalo ucinkovitost
metotreksata u lijeCenju ovih bolesnika. Osim toga, nije poznato ni da li ovakav oblik
lije€enja ima utjecaja na bolesnike s aksijalnim oblikom bolesti, zbog €ega se kod njih
preporucuje primjena bioloSke terapije. Provedeno je nekoliko ispitivanja u kojima su
bolesnici s jSpA-om lijjeceni infliximabom ili etanerceptom, a sva su pokazala da je u vec¢ine
doslo do poboljsanja klini¢ke slike, bez nezeljenih reakcija. NaSa iskustva takoder pokazuju
da su bioloski lijekovi doveli do klinicke remisije bez lijekova u dva od tri bolesnika s
postavljenom dijagnozom ErA-a (67). Naposljetku, Ameri¢ko reumatolosko drustvo (engl.
American College of Rheumatology, ACR) nedavno je izdalo smjernice za lijeCenje JIA-a

koje se mogu primijeniti 1 na lije€enje ErA-a (68).

1.2. Klasifikacija imunoloskih bolesti

Grubo gledano, imunoloski sustav sastoji se od dva dijela: primitivnijeg, koji se naziva
prirodeni, odnosno nespecificni, te vrlo sofisticiranog, koji se naziva steeni, odnosno
specificni imunoloski sustav. Oba dijela zajedno Cine integrirani sustav obrane domacina. Uz
znatna preklapanja, prirodeni imunoloski sustav ¢ini prvu liniju obrane i ima kljué¢nu ulogu u
ranom prepoznavanju i zapocinjanju proupalnog odgovora, dok je steceni sustav uglavnom
odgovoran za eliminaciju patogena 1 stvaranje imunoloSke memorije. Tradicionalno, na
autoimunost se gleda kao na gresku u odgovoru stanica steCenog imunoloskog sustava na

vlastite antigene (69). Medutim, bolje razumijevanje genetske podloge razliitih bolesti
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povezanih s mutacijama koje uzrokuju promjene u imunoloskom sustavu narusilo je postojec¢u
paradigmu o autoimunosnim bolestima, pa stoga danas razlikujemo autoimunosne i
autoinflamatorne bolesti (70). Autoimunosne bolesti shvacaju se kao upalne bolesti u kojima
odgovor aberantnih dendritickih stanica te limfoita B 1 T vodi do prekida tolerancije i razvoja
reakcije imunoloSkog sustava na vlastite antigene. Glavnu ulogu u mogucem klinickom
izrazaju autoimunosnih bolesti ima ste¢ena imunost, a antitijela specifi¢na za organe mogu se
pojaviti godinama prije nego §to bolest postane klini¢ki prepoznatljiva. S druge strane, smatra
se da u autoinflamatornim bolestima lokalni ¢imbenici na predodredenim mjestima aktiviraju
stanice prirodene imunosti, uklju¢uju¢i makrofage 1 neutrofile, §to vodi do oStecenja ciljnog
tkiva neovisno o stecenoj imunosti. Mehanizme koje leZe u podlozi svake imunoloske bolesti
stoga mozemo gledati kao autoimunosne, autoinflamatorne ili kao kombinaciju
autoimunosnih 1 autoinflamatornih (71). Ipak, paradigma o autoimunosnim bolestima toliko je
dugo dominirala imunologijom da su poimanja mnogih poremecaja prilagodena kako bi
odgovarala prevladavaju¢oj dogmi. Stoga prihvacanje “kontinuiranog modela” imunologije, u
kojem bolesti leze u spektru od autoimunosnih do autoinflamatornih, omogucuje klasificiranje
svih neinfektivnih upalnih bolesti te definiranje relativnog doprinosa prirodenog i steCenog

imunoloSkog odgovora odredenoj bolesti (tablica 2).

Tablica 2. Kontinuum imunoloskih bolesti s primjerima.

RIJETKE MONOGENSKE FMF, TRAPS, HIDS, PAPA;
AUTOINFLAMATORNE BOLESTI Blau sindrom (uveitis);
POLIGENSKE AUTOINFLAMATORNE Crohnova bolest, ulcerativni kolitis;
BOLESTI Degenerativne bolesti, npr. osteoartritis

Giht/pesudogiht/druge kristalne artropatije;
Neke kategorije reaktivnog artritisa i
psorijaze/psorijaticnog artritisa (bez
povezanosti s MHC);

Samoogranic¢avajuci upalni artritisi
ukljucujuci bolesti koje se klinicki
prezentiraju kao RA;

Bolesti nakupljanja/prirodene bolesti
povezane s upalom vezivnog tkiva;
Vaskulitisi koji nisu povezani s antitijelima
ukljucujuéi Takayasu arteritis 1 Idiopatski
uveitis;

Akne 1 povezane bolesti;

Neke neuroloske bolesti, npr. akutni
diseminirani encefalomijelitis;

Bolesti povezane s nodoznim eritemom,
ukljucujuci sarkoidozu;
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KOMBINIRANE BOLESTI Ankilozantni spondilitis;
(autoinflamatorni i autoimunosni Reaktivni artritis;
mehanizmi) Psorijaza/Psorijati¢ni artritis;

Behcetov sindrom;
Uveitis (povezan s HLA-B27);

KLASICNE POLIGENSKE Reumatoidni artritis;
AUTOIMUNOSNE BOLESTI Autoimunosni uveitis (simpaticka oftalmija);
Celijakija;

Primarna bilijarna ciroza;

Autoimunosni gastritis/perniciozna anemija;
Autoimunosni tireoiditis;

Addisonova bolest;

Pemfigus, pemfigoid, vitiligo;

Miastenia gravis;

Dermatomiozitis, polimiozitis, skleroderma;
Goodpastureov sindrom;

ANCA povezani vaskulitisi;

Dijabetes tipa I;

Sjorgenov sindrom;

Sistemski eritemski lupus;

RIJETKE MONOGENSKE ALPS, IPEX, APECED;
AUTOIMUNOSNE BOLESTI

Objasnjenje: monogenske autoinflamatorne bolesti odredene su isklju¢ivo lokalnim tkivno-
specificnim ¢imbenicima, dok je u rijetkim monogenskim autoimunosnim bolestima
lokalizacija odredena steCenim imunolockim odgovorom. Klini¢ka heterogenost imunoloskih
bolesti, kako medu bolesnicima a tako 1 medu populacijama, moze biti posljedica razli¢itog
izrazaja autoinflamatornih i autoimunosnih ¢imbenika koji uzrokuju bolest. Skracenice: FMF,
engl. familial mediterranean fever; TRAPS, engl. tumor necrosis factor receptor-associated
periodic syndrome; HIDS, engl. hyperimmunoglobulin D syndrome; PAPA, engl. pyogenic
arthritis, pyoderma gangrenosum, acne; ALPS, engl. autoimmune lymphoproliferative
syndrome; 1PEX, engl. immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked,
APECED, engl. autoimmune polyendocrine syndrome. Preuzeto iz McGonagle D, McDermott
MF. A proposed classification of the immunological diseases. PLoS Med 2006,3:e297.

1.3. Patogeneza upale u spondiloartritisu

SpA je multifaktorijalna bolest u kojoj dolazi do poremec¢enog medudjelovanja imunoloskog
sustava 1 ¢imbenika okoliSa u ljudi s predisponiraju¢im genotipom, §to dovodi do upale 1
strukturnih oStecenja ciljnog tkiva (72). Jedan od predisponirajuc¢ih ¢imbenika okolisa mogla
bi biti bakterijska infekcija, obzirom da je ustanovljena veza adultnih oblika SpA s razli¢itim
entericnim patogenima, Chlamidyom 1 Clostridiumom (73-75). Osim toga, kod juvenilnih
oblika ustanovljena je i veza s Mycoplasmom pneumoniae (76). Nadalje, razli¢iti oblici
akutnih 1 kroni¢nih artritisa povezuju se s virusima poput parvovirusa B19, Epstein Barr

virusa, citomegalovirusa 1 virusa iz roda alfavirusa (77). S druge strane, na poremecaj u
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medudjelovanju imunoloskog sustava moze utjecati i HLA genotip (78). Medutim, joS§ uvijek
nije jasno ima li kljuénu ulogu u imunopatogenezi spondiloartritisa prirodeni imunoloski

sustav, steCeni imunoloski sustav ili mozda oba.

1.3.1. Uloga ste¢enog imunoloskog sustava

Stecena imunost posredovana je limfocitima koji imaju sposobnost specificnog prepoznavanja
razli¢itth antigena (22). Limfociti koji jo§ nisu susreli antigen nazivaju se naivnim
limfocitima, a nakon S$to prepoznaju specificni antigen, dolazi do njihove aktivacije.
Aktivirani limfociti diferenciraju se u memorijske limfocite 1 izvrSne limfocite. IzvrSni
limfociti pokrec¢u slozeni odgovor koji rezultira odstranjenjem antigena, pri ¢emu im pomazu
molekule 1 stanice prirodenog imunoloSkog sustava, dok memorijski limfociti pamte odredeni
antigen, te u sluaju ponovnog susreta s istim antigenom pokrecu odgovor koji rezultira
njegovim brzim odstranjenjem. Vazna sposobnost limfocita je da prepoznaju i1 odstranjuju
samo strane antigene, a u normalnim okolnostima ne Stete vlastitim antigenima. Svi limfociti
imaju neka zajednicka morfoloska obiljezja, no razlikuju se po mjestu nastanka, nacinu na
koji prepoznaju antigen te ulogama koje imaju u steCenoj imunosti. Opcenito se dijele na
limfocite B, koji stvaraju antitijela odgovorna za uklanjanje stranih antigena iz krvi i
izvanstani¢nih prostora (humoralna imunost), te limfocite T, koji su vazni za regulaciju
limfocita B 1 uklanjanje stanica u kojima se nalazi strani antigen (stani¢na imunost).

Limfociti T razvijaju se u prsnoj zlijezdi (timusu), a ovisno o molekulama izraZenim na
povrsini razlikuju se citotoksicni limfociti T (engl. cytotoxic T cells, CTL), koji izrazavaju
molekule CD8, te pomo¢nicki limfociti T (engl. T helper cells, TH), koji izrazavaju CD4
molekule. Svi limfociti T na svojoj povrSini imaju izrazeni receptor (engl. 7-cell Receptor,
TCR) u sklopu kojeg se nalazi CD3 kompleks, zaduZzen za prijenos signala nastalog
prepoznavanjem specificnog antigena u unutraS$njost stanice. Kako bi ga TCR prepoznao,
specifini antigen mora biti prikazan u kompleksu s MHC molekulom. Sve stanice s jezgrom
na svojoj povrsini imaju izrazene MHC molekule razreda I, u sklopu kojih antigen prepoznaju
CD8 limfociti T. S druge strane, samo neke stanice poput dendritickih stanica, makrofaga i
limfocita B na svojoj povrSini imaju izrazene 1 MHC molekule razreda II, u sklopu kojih
antigen prepoznaju CD4 limfociti T, pa te stanice nazivamo stanicama koje predoCavaju
antigen (engl. antigen presenting cell, APC). Inicijalna interakcija naivnih limfocita T 1 APC-
a posredovana je adhezijskim molekulama. U slu¢aju da naivni limfociti T prepoznaju

specificni antigen predocen u kompleksu s MHC molekulom, dolazi do konformacijskih
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promjena adhezijskih molekula koje pojacavaju adheziju izmedu stanica. Ako ne dode do
prepoznavanja specifi¢nog antigena, limfociti T odlaze do druge APC. Vezanjem TCR-a i
koreceptora (CD4 ili CDS8) prenosi se prvi signal koji pokazuje da je prepoznat specificni
antigen. Medutim, za aktivaciju limfocita T, potreban je 1 drugi, kostimulacijski signal, koji
najsnaznije prenose kostimulatorne molekule. Takve specijalizirane molekule nalaze se
uglavnom na povrSini APC-a, a najpoznatije su B7.1 (CD80) 1 B7.2 (CD86). Njihovi receptori
su molekule koje nose naziv CD28 1 CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocite antigen 4), a osim
njih na povrsini limfocita T otkrivene su 1 mnoge druge kostimulatorne molekule kao $to je
ICOS (engl. inducible costimulator), koji je vrlo slican molekuli CD28, te PD-1 (engl.
programmed death-1), koji je slican CTLA-4 molekuli. Nakon Sto je dobiven prvi signal,
ligacija B7 molekula na CD28 receptor pokrece aktivaciju limfocita te izrazaj CTLA-4
molekula na povrsini stanice. CTLA-4 molekule imaju ve¢i afinitet za B7 molekule 1 stanici
daju negativni signal, ¢ime ogranic¢avaju proliferaciju aktiviranih limfocita T. Stoga mozemo
re¢i da interakcija CD28 1 CTLA-4 molekula s B7.1 1 B7.2 molekulama ¢ini regulatorni
sustav koji osigurava da se imunoloski sustav ukljuci kada je potreban te iskljuci kada nije.
Ako izostane kostimulacijski signal, stanica postaje anergi¢na, tj. ne reagira na daljnja
podraZivanja antigenom, a jednom aktivirani limfociti T (ukljucuju¢i i memorijske stanice) ne
zahtjevaju ponovnu kostimulaciju. Sama aktivacija limfocita pokre¢e se preko razlicitih
signalnith puteva u kojima fosforilacijom proteinskih tirozin kinaza nastaje kaskada koja
pojacava pocetni signal 1 dovodi do pojaCane sinteze transkripcijskih ¢imbenika. Dva takva
vazna signalna puta su kalcineurinski ili fosfoinozitolski put, koji aktivira transkripcijske
¢imbenike NFAT (engl. nuclear factor that activate T-cells) 1 NF-xB (engl. nuclear factor
kappa B), vazne za sintezu IL-2 potrebnog za proliferaciju i aktivaciju limfocita T, te put
MAPK (engl. mitogen-activated protein kinases), u kojem se aktiviraju transkripcijsku
¢imbenici jun 1 fos, vazni za poticanje staniCnog ciklusa 1 proliferaciju. Zbog vrlo
destruktivnih uc¢inaka na stanice, naivni CD8 limfociti T pod strogom su kontrolom 1 potrebna
im je visoka razina kostimulatorne aktivnosti kako bi ih APC mogle aktivirati. S druge strane,
jednom aktivirani CD4 limfociti T pod utjecajem citokina stvorenih odgovorom prirodenog ili
steCenog imunoloskog sustava, mogu se diferencirati u TH1, TH2 ili TH17 stanice preko

razliitih signalnih puteva (79, 80) (tablica 3).
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Tablica 3. Razvoj i uloga TH1, TH2 1 TH17 odgovora.

ODGOVOR TH1 TH2 TH17
POKRETACI IL-12, IFN-y 1L-4 IL-1, IL-6, IL-23
SIGNALNI PUTEVI  STATI, STAT4 STAT6 STATS3
CIMBENICI T-bet GATA-3 RoR-yt
TRANSKRIPCIJE
STVORENI IL-2, IFN-y, TNF-o.  IL-4, IL-5,IL-10,  IL-17,1L-22
CITOKINI IL-13
UKLJUCENE Makrofazi, Limfociti B Neutrofili,
STANICE CD8 limfociti T Makrofazi
ULOGA Zastita od Zastita od Zastita od
ODGOVORA unutarstani¢nih izvanstani¢nih izvanstani¢nih
bakterija parazita bakterija
POREMECAJI I Autoimunosni Atopijske bolesti Kroni¢ne upalne 1/ili
BOLESTI poremecaji autoimunosne bolesti

Skracenice: STAT, engl. signal transducer and activator of transcription.

Aktivirani CD4 limfociti T imaju vaznu ulogu u steCenom imunoloSkom odgovoru i mogu
aktivirati ostale stanice poput limfocita B, makrofaga te CD8 limfocita T, zbog cega je i
njihova aktivacija precizno kontrolirana. Na taj nacin izbjegava se reakcija na vlastite
antigene ili prekomjerna reakcija na ostale antigene. Disregulacija TH1 odgovora potice
autoimunosne poremecaje posredovane stanicnom imunoS¢u, pretjerana aktivnost TH2
odgovora povezana je sa atopijskim bolestima, a TH17 stanice vjerojatno su odgovorne za
kroni¢ne upalne 1/ili autoimunosne bolesti.

Limfociti B razvijaju se u kosStanoj srzi i slezeni, a glavno im je obiljezje stvaranje antitijela,
odnosno imunoglobulina, specifi¢nih za razliCite topive antigene. Imunoglobulini se sastoje
od dva teska 1 dva laka lanca, a ovisno o gradi moZe se ralikovati pet razlicitih razreda (IgM,
IgD, IgG, IgA i IgE). U naivnim limfocitima B imunoglobulini se nalaze na povrsini stanica i
sluze kao receptori za specificne antigene. Pomocu njih se dobiva prvi signal za aktivaciju
limfocita B. U vecini slucajeva drugi je signal potreban i za aktivaciju limfocita B. Njega
mogu isporuciti TH limfociti, koji su se ve¢ susreli s istim antigenom, te ga mogu prepoznati
na povrSini limfocita B, u sklopu MHC molekula razreda II. Nakon prepoznavanja
specifinog antigena 1 dobivanja drugog signala, TH limfociti na svojoj povrsini izraZzavaju
CD40L molekulu, koja se veze na CD40 molekulu, izrazenu na povrSini limfocita B.
Molekula CD40 pripada obitelji TNF receptora (engl. tumor necrosis factor receptor, TNFR),
a nakon vezanja molekule CD40L, na njen unutarstani¢ni dio veZu se proteini TRAF (engl.
TNF receptor-associated factors), odgovorni za aktivaciju enzimske kaskade koja dovodi do

aktivacije Cimbenika transkripcije (NF-kB, AP-1) te do Ilucenja razli¢itih razreda
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imunoglobulina. Osim toga, aktivirani TH limfociti, zajedno s makrofazima, utjeCu na
limfocite B 1 preko citokina (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6) koji, osim lucenja razliitih razreda
proteina, poti¢u 1 proliferaciju limfocita B. S druge strane, postoje antigeni koji mogu
aktivirati limfocite B bez pomo¢i limfocita T. Takvi antigeni obi¢no su polimeri polisaharida
ili glikolipidi prisutni u staninoj stijenci bakterija, a mnogi od njih aktiviraju 1 sustav
komplemenata koji daje drugi signal za aktivaciju limfocita B. Spomenuti antigeni aktiviraju
signalnu kaskadu preko ITAM-a (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif), a
znacajnu ulogu u aktivaciji ima 1 kompleks koreceptora CR2-CD19-CD81, izrazen na
povrsini limfocita B. Jednom aktivirani limfociti B diferenciraju se u plazma stanice, koje
lu¢e razliite razrede imunoglobulina, a mnogi od njih povezani su s razliitim
autoimunosnim bolestima.

Kako bi se odrzala homeostaza, vrlo je vazno da se nakon odstranjenja tudih antigena
imunoloski sustav vrati u stanje mirovanja te da se sprije¢i aktivacija limfocita koji
prepoznaju vlastite antigene, zbog Cega postoji nekoliko mehanizama kojima se regulira
imunoloski odgovor. Jedan od njih je negativna kostimulacija molekulama kao §to su CTLA-
4, koje u fizioloSkim uvjetima zaustavljaju aktivaciju limfocita T. Budu¢i da razli€iti citokini
mogu istovremeno suprimirati aktivaciju jednih, a poticati aktivaciju drugih stanica koje
sudjeluju u imunoloSkom odgovoru, vazan mehanizam regulacije je 1 kontraregulacija
citokinima. Osim toga, prije dvadesetak godina opazeno je da se izdvajanjem CD4 limfocita
T, koji izrazavaju molekulu CD25, iz populacije ostalih CD4 limfocita T, stvara populacija
stanica koja uzrokuje razli¢ite autoimunosne bolesti ako se prenese u imunokompromitiranog
domacina. Ubrzo su te stanice nazvane regulatornim limfocitima T (Treg). Glavni ¢imbenik
transkripcije ovih stanica je Foxp3. Pokazalo se da se te stanice stvaraju u prsnoj zlijezdi
(prirodni Treg, naturalni Treg, nTreg), a nedavno je postalo jasno da se mogu stvoriti 1 izvan
prsne Zlijezde (adaptirani Treg, inducirani Treg, iTreg). Razli¢ita istraZivanja pokazala su
mnogobrojne uloge koje Treg limfociti imaju u oblikovanju imunoloskog sustava 1 upalnog
odgovora. Nadalje, vrlo vazan mehanizam kontrole imunoloskog odgovora je i uklanjanje
limfocita programiranom smrti stanice, odnosno apoptozom. Apoptoza se moze pokrenuti
zbog slabljenja ili izostanka pozitivnih signala za prezivljavanje stanice, ili zbog primanja
negativnih signala, a zavrSava aktivacijom kaskadnog proteolitickog sistema, u kojem glavnu
ulogu imaju proteaze koje se nazivaju kaspaze, $to na kraju dovodi do razgradnje stanice.
Limfociti kojima su uskradeni signali za prezivljavanje, koje im pruzaju kostimulatorne

molekule 1 citokini, viSe ne izraZzavaju antiapoptotske proteine, koji uglavnom pripadaju Bcl
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obitelji, zbog Cega se razgraduju putem apoptoze. Nasuprot tome, primanje negativnih signala
u limfocitima povezano je s molekulom Fas (CD95) i molekulom koja sluzi kao odgovarajuci
ligand (Fas ligand ili CD95L). Fas, zajedno s molekulom CD40, pripada TNFR obitelji, koja
ima vaznu ulogu u regulaciji prezivljavanja i proliferacije stanice te apoptoze. Aktivirani
limfociti T na svojoj povrsini izraZzavaju Fas molekule, ali 1 Fas ligand molekule, a interakcija
ovih molekula u konacnici takoder rezultira apoptotickom razgradnjom stanice. Naposljetku,
vazan mehanizam kontrole steCenog imunoloSkog odgovora predstavlja 1 razgradnja
citoplazmatskog materijala autofagijom. Ovaj mehanizam ima ulogu u prezivljavanju i smrti
limfocita T te u predo€avanju citoplazmatskih antigena u sklopu MHC molekula razreda II
stanicama steCenog imunoloSkog sustava. Poremecaj u bilo kojem od opisanih regulatornih
mehanizama moZe dovesti do nesklada u imunoloSkom sustavu te do razvoja autoimunosne
bolesti.

S obzirom na opisanu slozenost stecenog imunoloskog odgovora, jasno je da postoji mnogo
mjesta na kojima stvari mogu krenuti u krivom smjeru, S$to naposljetku dovodi do razvoja
bolesti. Mnoga istrazivanja pokazala su da steCeni imunoloski sustav ima vaznu ulogu i u
razvoju SpA-a. Neka od njih ukazuju na opcenitu ulogu limfocita T, neka na ulogu TH1 1
TH17 limfocita, a neka 1 na ulogu Treg limfocita. Tako su imunohistokemijska istraZivanja
pokazala da vaznu ulogu u razvoju akutnih upalnih lezija u aksijalnom dijelu kostura i u
zglobu kuka imaju limfociti T, §to je potvrdeno predominacijom CD3, CD4 i CD8 limfocita T
u upalnim infiltratima u subhondoralnoj kosti 1 koStanoj srzi (81). Istovremena prisutnost
CD20 limfocita B u upalnim infiltratima ukazala je na moguc¢u ulogu limfocita B u razvoju
inflamatornih lezija u bolesnika s AS-om, no €injenica da se ErA moZe razviti 1 kod bolesnika
s Brutonovom boles¢u pokazuje da za razvoj bolesti nisu potrebni funkcionalni limfociti B
1/ili imunoglobulini (82). Ipak, u nekoliko istrazivanja pokazalo se da bolesnici s AS-om
imaju povisenu koncentraciju IgA-a u krvi (83-85). Smatra se kako je povisena koncentracija
IgA-a prisutna uglavnom za vrijeme aktivne upalne faze bolesti, a budu¢i da su crijeva
najveci organ koji ima sposobnost lucenja IgA-a prilikom susreta s razli¢itim infektivnim
uzro¢nicima, poviSena koncentracija IgA-a kod bolesnika s AS-om govori u prilog
mogucnosti da su infektivni uzro€nici u crijevima pokretaci upalnog procesa. O ulozi TH17
limfocita u razvoju SpA-a govore istrazivanja u kojima je otkriven polimorfizam gena za IL-
23R u bolesnika s AS-om (86-88). Nadalje, pokazalo se da je u perifernoj krvi bolesnika sa
SpA-om prisutan vec¢i broj TH17 limfocita nego kod bolesnika s reumatoidnim artritisom

(RA) 1li kod zdravih kontrola (89). Osim toga, bolesnici s ReA-om 1 nediferenciranim SpA-
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om u sinovijalnoj teku¢ini imaju vecu koncentraciju IL-17, IL-6 1 IFN-y, u usporedbi s
bolesnicima kojima je postavljena dijagnoza RA-a, §to takoder ukazuje na ulogu TH1 1 TH17
limfocita u SpA-u (90). IstraZzivanje u kojem su sudjelovali bolesnici s postavljenom
dijagnozom FErA-a pokazalo je da u perifernoj krvi tih bolesnika nema promjene u
koncentraciji TH1, TH2, TH17 1 Treg stanica, no koncentracija TH1 1 TH17 stanica bila je
poviSena, a TH2 sniZena kada su se usporedile koncentracije u sinovijalnoj tekucini s
koncentracijama u krvi. Istrazivaci su zakljucili da bi za povecanu koncentraciju TH17 stanica
mogle biti odgovorne povisene koncentracije IL-1 1 IL-6 u sinovijalnoj teku¢ini (91). Na
kraju, u nekoliko bolesti imunolo$kog sustava, ukljucuju¢i RA 1 JIA, opisane su greske u
funkciji Treg limfocita ili njithov smanjen broj (92, 93). Medutim, nedavno provedeno
istrazivanje pokazalo je da postoji odnos reciprociteta izmedu TH17 1 Treg limfocita pa tako
stanja koja obi¢no pogoduju razvoju Treg limfocita i stvaranju imunoloske tolerancije mogu
biti narusena upalnim signalima koji poticu stvaranje TH17 na ustrb Treg limfocita (94). Niti
jedno od ovih istrazivanja nije dalo sveobuhvatni odgovor o upletenosti steCenog
imunoloskog sustava u razvoj SpA-a, no svako od njih predstavlja elemente slagalice koja

nam pomaze u stvaranju Siroke slike o mehanizmima koji leze u podlozi ove sloZene bolesti.

1.3.2. Uloga prirodenog imunoloskog sustava

Temeljni dijelovi prirodenog imunoloSkog sustava su fizicke i kemijske zapreke (epitel i
antimikrobni sastojci), cirkuliraju¢i proteini (sustav komplementa i citokini) te stanice s
fagocitnom aktivnos$¢u (neutrofili, makrofazi i prirodno ubilacke (engl. natural killer, NK)
stanice). Stanice prirodenog imunoloskog sustava potjecu iz koStane srzi, cirkuliraju krvlju u
inaktivnom obliku te se mobiliziraju 1 aktiviraju u perifernim tkivima u slucaju infekcije,
ozljede ili prisustva proupalnog stimulansa. Receptori koji se nalaze na tim stanicama (engl.
pattern recognition receptors, PRR) prepoznaju strukture na patogenima (engl. pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) te poticu stanicu na “gutanje” patogena i izlucivanje
proteina koji aktiviraju specificnu imunost. Osim neutrofila, makrofaga 1 NK stanica, u
prirodenom imunoloskom sustavu sudjeluju 1 dendriticke stanice koje predoCavaju antigene te
utjeCu na diferencijaciju TH 1 Treg limfocita, zbog Cega imaju vaznu ulogu u posredovanju
izmedu prirodene 1 steCene imunosti. Ujedno, prirodeni imunoloski sustav utjeCe na steceni
posredstvom mnogih citokina, stoga je jasno da su prirodena 1 steCena imunost medusobno
usko povezane te da se poremecaj prirodene imunosti lako moze reflektirati na steCenu

imunost.
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Mnoga istraZzivanja pokazala su da, osim steCene, 1 prirodena imunost ima vaznu ulogu u
razvoju SpA-a. Tako je imunohistokemijska analiza sinovijalnog tkiva zahva¢enog kroni¢nim
upalnim artritisom pokazala predominantnu infiltraciju stanica prirodenog imunoloskog
sustava, medu kojima su se najvise isticali makrofazi (95). Poznato je da se tijekom procesa
sazrijevanja makrofazi mogu polarizirati lokalnim ¢imbenicima u funkcionalno razlicite
podvrste, ovisno o tome djeluju 1i ti ¢imbenici proupalno ili protuupalno. Klasi¢no aktivirani
makrofazi (M1) specijalizirani su za ciS€enje unutarstani¢nih patogena, dok alternativno
aktivirani makrofazi (M2) imaju imunoregulatorna svojstva te su ukljuceni u ¢iS¢enje ostataka
upale, angiogenezu i1 popravak tkiva. IFN-y je glavni induktor M1 makrofaga, dok se
indukcija M2 makrofaga postize razli¢itim posrednicima poput IL-4 1 IL-10 te kostimulacijom
s imunim kompleksima (engl. immune complex, IC) 1 TLR ligandima (96). Pokazalo se da
broj makrofaga u upaljenoj zglobnoj ovojnici kolerira s aktivnos¢u bolesti te da se smanjuje
nakon ucinkovitog lije€enja bolesnika s RA-om, ali 1 sa SpA-om (97-102). Usprkos tome §to
je u jednih 1 drugih bolesnika broj makrofaga u zglobnoj ovojnici bio otprilike isti, u
bolesnika sa SpA-om otkriven je znatno veci broj makrofaga koji na svojoj povrSini
izrazavaju molekulu CD163, prisutnu samo na M2 makrofazima (98, 103, 104). Povecana
koncentracija spomenutih makrofaga otkrivena je i u mukozi crijeva bolesnika s postavljenom
dijagnozom SpA-a (105). Funkcionalne posljedice ovakve polarizacije u smjeru M2
makrofaga jo$ nisu sasvim jasne, no pokazalo se da povecan broj makrofaga s izrazenom
CD163 molekulom u sinoviji bolesnika sa SpA-om te lokalno stvaranje topivog CD163
(sCD163) propagiraju upalni proces i dovode do poremecene akitvacije limfocita T, Sto
ukazuje na dvostruku ulogu ovih makrofaga (103). Analiza zglobne tekucine takoder je
pokazala nesrazmjer izmedu M1 1 M2 makrofaga u bolesnika sa SpA-om (106). Analiza
genskoga izrazaja makrofaga dobivenih iz periferne krvi bolesnika s AS-om, pokazala je da u
tih bolesnika mozda postoji defekt u genu za IFN-y, §to bi zasigurno moglo utjecati na
patogenezu bolesti (107). Makrofazi u bolesnika sa SpA-om stvaraju TNF, IL-1 i1 IL-23,
glavne proupalne citokine vazne u patofiziologiji ove bolesti, ali 1 IL-10 koji ima klju¢nu
ulogu u odrzavanju imonoloske tolerancije (95). Uloga TNF-a poprili¢no je jasna, s obzirom
na to da blokada TNF-a dovodi do znacajnog smanjenja aktivnosti bolesti te smanjenja broja
sinovijalnih makrofaga, neutrofila i limfocita T (108, 109). Nadalje, istrazivanja su pokazala
da je polimorfizam gena za IL-1 i IL-23 povezan s pove¢anom predispozicijom za ovu bolest
(86, 110). Ranije je spomenuto da IL-23, preko STAT-3 ovisnog puta, potice transkripciju IL-

17, za koji se smatra da ima vaznu ulogu u povezivanju steCenog i prirodenog imunoloSkog
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odgovora (tablica 3). Analiza perifernih zglobova i zglobova kraljeznice u bolesnika sa SpA-
om pokazala je da IL-17 ne izlu¢uju samo TH17 limfociti T, nego i stanice prirodenog
imunoloskog sustava, ukljucuju¢i bazofile 1 neutrofile (111-113). Klinic¢ka ispitivanja
pokazala su pak odlican ucinak neutralizirajueg antitijela na IL-17 u lijje€enju mnogih
autoimunosnih bolesti, ukljucujuéi 1 spondiloartritis (114). Jo§ uvijek nije sasvim jasno je li
poremecena regulacija protuupalnog citokina IL-10 povezana sa SpA-om, no ve¢ sada postoje
istrazivanja koja podupiru ovu hipotezu (115, 116). Na kraju mozemo zakljuciti da su
navedena istrazivanja pokazala kako makrofazi, ali 1 ostale stanice prirodenog imunoloSkog
sustava, zajedno s citokinima koje izlucuju, imaju vaznu ulogu u SpA-u te da ne smiju biti

izostavljeni prilikom opisivanja patogenetskog mehanizma koji leZi u podlozi ove bolesti.

1.4. Patogeneza oStecenja u spondiloartritisu

Osim upale, vazna karakteristika spondiloartritisa je prominentno remodeliranje koStanog
tkiva koje vodi k osteoproliferaciji 1 ankilozi. Remodeliranje kosti je osnovni metabolicki
proces koji regulira stukturu 1 funkciju kosti tijekom Zivota (117). Kako bi se odrzao
strukturni integritet 1 homeostaza minerala u tijelu, kost se neprestano remodelira. U tom
procesu glavnu ulogu imaju dvije vrste stanica: osteoblasti 1 osteoklasti. Osteoblasti potjecu
od mezenhimskih mati¢nih stanica koje se mogu diferencirati u zrele osteoblaste. To su jedine
stanice odgovorne za stvaranje koStanog tkiva koje je regulirano preko nekoliko signalnih
puteva, od kojih je najvazniji Wnt. Osim njega, u diferencijaciju osteoblasta i stvaranje kosti
ukljuceni su signalni putevi u kojima sudjeluju transformiraju¢i ¢imbenik rasta B (engl.
transforming growth factor beta, TGF-B) 1 koStani morfogenetski protein (engl. bone
morphogenic protein, BMP). S druge strane, osteoklasti su zaduzeni za resorpciju kosti, zbog
¢ega otpustaju hidrolitiCke enzime iz obitelji katepsina (engl. cathepsin) 1 metaloproteinaze
matriksa (engl. matrix metalloproteinases, MMP). To su velike multinuklearne stanice koje
pripadaju mononuklearnom fagocitnom sustavu 1 nastaju spajanjem zrelth monocita 1
makrofaga u procesu zvanom osteoklastogeneza. Kako bi se taj proces mogao odvijati,
potrebni su ¢imbenici koje stvaraju stromalne stanice koStane srzi, osteoblasti ili limfociti T.
Dva takva c¢imbenika neophodna za odvijanje procesa osteoklastogeneze su c¢imbenik
stvaranja monocitnih kolonija (engl. macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) 1 ligand
receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika kappa-B (engl. receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand, RANKL). M-CSF stvaraju osteoblasti i stanice koStane srzi, neophodan je za

maturaciju makrofaga, a veZe se na receptor ¢imbenika stvaranja monocitnih kolonija (engl.
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macrophage colony-stimulating factor receptor, c-fms), koji je izrazen na prekursorima
osteoklasta gdje potice njihovo prezivljavanje i1 proliferaciju. RANKL izrazavaju osteoblasti,
limfociti T 1 endotelne stanice, veZze se na RANK koji je prisutan na osteoklastima i
prekursorima osteoklasta 1 neophodan je za stvaranje osteoklasta. Aktivnost RANKL-a moze
antagonizirati prisutnost topljivog laznog receptora (engl. decoy receptor) osteoprotegerina
(OPG). S obzirom na to da osteoblasti stvaraju i RANKL 1 OPG, oni imaju klju¢nu ulogu u
kontroli odnosa izmedu formacije 1 resorpcije koStanog tkiva. Pokazalo se da poviSena
koncentracija topivog RANKL-a (engl. soluble RANKL, sSRANKL), smanjena koncentracija
OPG-a 1 povisSen omjer sSRANKL/OPG u sinovijalnoj teku¢ini djece s JIA-om dovodi do
gubitka kosti (118).

Kako bi se objasnio nastanak strukturnih oSte¢enja u SpA-u, razvijeno je nekoliko hipoteza
(119). Prva od njih polazi od toga da su promjene na kostima, slicno kao u RA-u, erozivne
prirode te da se tipicne strukturne karakteristike bolesti ne mogu objasniti ako se pretpostavi
drugacije. Tome u prilog govore slikovne 1 histoloske metode koje jasno pokazuju da su
razaranje kosti 1 erozija vrlo karakteristicne kako za aksijalni, tako 1 za periferni
spondiloartritis. Sukladno tome, smatra se da su na mjestima upale aktivirani signalni putevi
koji dovode do razaranja hrskavice 1 kosti te, kao 1 u RA-u, uvelike ovise o TNF-a (120). U
skladu je s navedenim spoznajama i druga hipoteza koja tvrdi da su strukturne karakteristike
SpA-a povezane s vaznim putevima koji sudjeluju u stvaranju kosti. Na modelu spontanog
AS pokazalo se da BMP sujeluje u glavnom signalnom putu koji vodi do strukturnih
promjena, a dodatne analize pokazale su da je isti put aktivan i u ciljnom tkivu bolesnika sa
SpA-om. Nadalje, u TNF-a transgenicnom misu aktivacijom Wnt signalnog puta inhibicijom
inhibitora DKK1 (engl. Dickkopf-related protein 1) smanjilo se razaranje kosti 1 potaknula se
fuzija sakroilijatnih zglobova. Osim toga, pokazalo se da je u bolesnika sa SpA-om nekoliko
inhibitora Wnt signalnog puta nefunkcionalno, zbog ¢ega dolazi do stvaranja novog koStanog
tkiva. S obzirom na sve navedeno, smatra se da bi se signalni putevi koji sudjeluju u
remodeliranju koStanog tkiva, poput puteva u kojima sudjeluju BMP 1 Wnt, mogli iskoristiti
za lijecenje ove bolesti. Naposljetku, u trecoj hipotezi navodi se da je osteoprolifercija u SpA-
u barem djelomicno odijeljena od upale, za Sto su predlozene dvije dodatne hipoteze prema
kojima neki okida¢ pokrece upalni proces u tkivu ili aktivira stormalne stanice. Tako se prema
prvoj dodatnoj hipotezi osteoproliferacija moze objasniti intemitentnom prirodom upalnog
procesa potaknutog nekim okida¢em. U ranoj fazi bolesti, TNF-a uzrokuje razaranje tkiva, a

djelovanjem na DKKI1 inhibira Wnt signalni put i sprjecava remodeliranje tkiva. U kasnijoj
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fazi bolesti, kada se smanji koncentracija TNF-a, dolazi do oslobadanja Wnt signalnog puta
koji, zajedno s erozijama stvorenima u ranoj fazi bolesti, potice reaktivnu osteoproliferaciju.
Medutim, veza izmedu rane faze upale i naknadnog stvaranja nove kosti u bolesnika s AS-om
jos$ je uvijek vrlo upitna, s obzirom na to da se sindesmofiti nalaze na mjestima na kojima
nema jasnih znakova upale. Nadalje, ova hipoteza ne objasnjava zaSto u razli¢itim modelima
do novog stvaranja kosti dolazi neovisno o osteoklastima, odnosno, zaSto blokada TNF-a ne
sprjecava progresiju AS. Prema drugoj dodatnoj hipotezi okida¢ direktno aktivira stromalne
stanice, Sto djeluje na aktivaciju puteva za stvaranje kosti, medu kojima BMP signalni put ima
glavnu ulogu, te dovodi do stvaranja novog tkiva neovisno o upalnom procesu ili erozivnim
promjenama koje se dogadaju u ranoj fazi bolesti. Spomenuti okidaC najvjerojatnije je
mehanici pritisak u sinovijo-entezalnom kompleksu. Ove dvije dodatne hipoteze medusobno
se ne iskljucju, a relativni doprinos oba opisana mehanizma te to€an odnos upalnog procesa i
aktivacije puteva za stvaranje kosti moze imati vazne klinicke implikacije. Dok prva hipoteza
pokazuje da rano protuupalno lijeCenje moze sprijeciti strukturna oStec¢enja, druga hipoteza

pokazuje da je upalu i strukturna oSte¢enja potrebno promatrati 1 lijeciti odvojeno.

1.5. Histopatologija spondiloartritisa

Opsezna histopatoloska analiza oboljelih tkiva 1 organa klju¢ni je korak u povezivanju
odredenih molekula ili stanica, ¢ija je uloga opisana u in vitro i in vivo istrazivanjima na
zivotinjskim modelima, s kliniCkom prezentacijom razliCitih bolesti kod ljudi. Usprkos tome
Sto je u bolesnika s postavljenom dijagnozom SpA-a takav pristup ograni¢en teSkom
dostupnoS¢u nekih tkiva za biopsiju, brojna histoloSka istrazivanja doprinjela su boljem
razumjevanju mehanizama koji leze u podlozi SpA-a te odredivanju primarnog sijela upale.
Ve¢ ranije navedeni su razli¢iti mehanizmi koji leze u podlozi upale, a kao moguca sijela

upale danas se najceS¢e spominju enteze, sinovija i crijevo (121).

1.5.1. Enteze

Entezitis je pojam koji se koristi za opisivanje upale na mjestima na kojima se tetive,
ligamenti ili kapsule zglobova spajaju s kostima. Postoje dvije vrste enteza: fibrozne i
fobrokartilaginozne. Na prvima se fibrozno tkivo tetive ili ligamenta proteze sve do kostiju, a
na drugima postoje mali fibrokartilaginozni Cepi¢i na samom mjestu spajanja (122).
Fibrokartilaginozne enteze su raSirenije 1 osobito su vazne za razvoj entezitisa. Zajedno s

prileze¢om trabekularnom kosti koja podupire kortikalnu ljusku, sinovijalnim vre¢ama i
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masnim tkivom tvore tzv. “entezalni organ”, koji sluzi za prijenos pritiska na veci dio kosti
(123). Pokazalo se da je upravo na ovim mjestima Cesto prisutno oStecenje i1 stvaranje nove
kosti Sto bi moglo biti vrlo vazno za nastanak oSteCenja u bolesnika sa SpA-om (124).
HistoloSka analiza mjesta na kojima se u bolesnika sa SpA-om razvija entezitis pokazala je
pojacanu vaskularizaciju te infiltraciju makrofaga, uz nesto manji broj limfocita (125). Vazno
je napomenuti da izmedu enteza i sinovije postoji bliska anatomska povezanost koja je
nazvana ‘“‘sinovijo-entezalnim kompleksom” (126). Budu¢i da je fibrokartilaginozno tkivo
avaskularno, ovisno je o sinoviji radi podmazivanja, oksigenacije i ¢iS¢enja, te se moze
ocekitvati da bilo kakav poremecaj enteza potakne upalni odgovor u prileZze¢oj sinoviji (slika

2) (127).

Slika 2. Shematski prikaz “entezalnog organa” koji se sastoji od enteze (E)
fibrokartilaginoznih cepica (FC), sinovijalnih vreca (BU), masnog tkiva (F), tetive (T) 1
prilezec¢e kosti (BO). Preuzeto iz Harjacek M, Lamot L, Bukovac L, Vidovic M, Joss R.
Juvenile Spondyloarthritis. U: Harjacek M, ur. Challenges in Rheumatology: InTech; 2011,
str. 95.

23



Uvod

1.5.2. Sinovija

Svi diartrodialni zglobovi obavijeni su zglobnom cahurom koja se sastoji od dva sloja:
vanjskog (vlaknasti sloj) 1 unutarasnjeg (sinovijski sloj, sinovija) (128). Sinovijski sloj je
nabran, a nabori se katkada izbocuju duboko u zglobnu Supljinu. Unutrasnja povrSina
sinovije (engl. lining layer) oblozena je slojem plocastih ili kubi¢nih stanica koje se zovu
sinoviciti, a medusobno su odvojene malom koli¢inom osnovne tvari vezivnog tkiva.
Razlikuju se dvije vrste spomenutih stanica: sinoviociti A koji su po gradi slicne stanicama
mononuklearnog fagocitnog sustava, nastaju u u kostanoj srzi i imaju sposobnost fagocitoze i
predoCavanja antigena te sinoviociti B koji su slicni fibroblastima 1 nastaju iz mezenhima.
Ispod sloja sinoviocita nalazi se sloj rahlog ili gustog vezivnog tkiva (engl. sublining layer) u
kojem se nalaze krvne zile, fibroblasti, makrofazi i masne stanice (129). Unutar sinovije
nalazi se sinovijalna tekuc¢ina koja je u normalnim sinovijalnim zglobovima prisutna u vrlo
malim koli¢inama i ima dvije funkcije: podmazivanje 1 prehranu (130). Sinovijalna tekucina
kombinacija je filtrata plazme 1 hijaluronske kiseline koju luce sinoviociti. Koncentracija
malih molekula (npr. elektrolita, glukoze) slicna je onoj u plazmi, no veée molekule (npr.
komponente sustava komplemenata) prisutne su u manjoj koncentraciji u odnosu na plazmu,
osim ako nije aktivan upalni proces koji mijenja propusnost krvnih zila.

U upalnim artritisima, kao §to su SpA 1 RA, dolazi do brojnih promjena u sinoviji. Medutim,
postoji nekoliko bitnih histoloSkih razlika izmedu upalno promijenjene sinovije bolesnika
kojima je postavljena dijagnoza SpA te bolesnika s postavljenom dijagnozom RA (131). Isto
je pokazala usporedba upalno promijenjene sinovije djece s postavljenom dijagnozom jSpA-a
1 djece s postavljenom dijagnozom drugih oblika JIA-a (132). Zbog toga se smatra da su
histoloske promjene u sinoviji bolesnika sa SpA-om vrlo specifi¢ne. Glavna je karakteristika
tih promjena pojacana makro 1 mikrovaskularizacija u sloju vezivnog tkiva ispod sinovicita te
infiltracija upalnih stanica medu kojima su najzastupljeniji makrofazi 1 razli¢ite skupine
limfocita T (133). Smatra se da makrofazi, zajedno s citokinima koje luce poput proupalnog
citokina TNF-a 1 protuupalnog IL-10, imaju klju¢nu ulogu u razvoju upale u tkivima. Buduc¢i
da su iste stanice otkrivene 1 u sluznici crijeva, ¢ak 1 prije no §to se mogu uociti histoloski
znakovi upale u sinoviji, mozemo zakljuciti da vaznu ulogu u razvoju ove bolesti imaju i

zbivanja u crijevima.
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1.5.3. Crijevo

Stijenka probavne cijevi ima Cetiri glavna sloja: sluznicu (mukozu), podsluznicu (submukozu),
misiéni sloj (muskularis) 1 serozu (128). Sluznica se sastoji od pokrovnog epitela, lamine
proprije gradene od rahlog vezivnog tkiva bogatog krvnim i limfnim zilama u kojem se
katkad nalaze zlijezde 1 limfno tkivo te muskularisa mukoze gradenog od tankog unutraSnjeg
(kruZznog) 1 vanjskog (uzduznog) sloja glatkih miSi¢nih stanica. Podsluznica se pak sastoji od
gusceg vezivnog tkiva s mnogo krvnih i limfnih Zila u kojem se nalazi ziv€ani splet (plexus
submucosus Meissneri). Ovdje se takoder katkad mogu naci zlijezde 1 limfno tkivo. MiSiéni
sloj graden je od glatkih miSi¢nih stanica koje teku spiralno, a u vezivnom tkivu izmedu
miSiénih stanica takoder se nalazi ziv€ani splet (plexus myentericus Auerbachi) te krvne i
limfne Zile. Seroza se sastoji od jednoslojnog plocastog pokrovnog epitela (mezotela) i tankog
sloja rahlog vezivnog tkiva bogatog krvnim i limfnim zilama te masnim stanicama. Brojni
limfni ¢vori¢i u lamini propriji 1 podsluznici zajedno s epitelom Stite organizam od bakterija.
Neposredno ispod epitela nalazi se podrucje bogato makrofazima 1 limfocitima od kojih neki
intenzivno proizvode antitijela, uglavnom IgA razreda.

Ve¢ dugo se zna da u bolesnika s postavljenom dijagnozom SpA-a postoji bliska povezanost
upale sluznice crijeva i upale zglobova. Zanimljivo je da otprilike dvije tre¢ine bolesnika koji
boluju od SpA-a ima mikroskopske znakove upale crijeva bez klinickih simptoma od strane
probavnog sustava (134). Tako su upalne promjene crijeva u kolonu i1 terminalnom ileumu
potvrdene u 65% bolesnika s nediferenciranim oblikom SpA-a, 90% bolesnika s ReA-om
potaknutim infekcijom u gastrointestinalnom sustavu te u 60% bolesnika s AS-om (135). Iste
promjene potvrdene su i u 16% bolesnika s PsA-om (136). Ileokolonoskopija provedena u
grupi od 32 odrasla bolesnika sa SpA-om, kojima je bolest nastupila u dje¢joj dobi, pokazala
je da 81% bolesnika ima histoloSke znakove upale crijeva (137, 138). Upalne promjene
crijeva videne suiu 9 od 12 bolesnika mladih od 16 godina s postavljenom dijagnozom SpA-
a. U bolesnika kojima je ucinjena 1 druga ileokolonoskopija, remisija upale u zglobovima
uvijek je bila povezana s nestankom znakova upale u crijevima, dok je perzistencija upale u
zglobovima uglavnom bila pracena 1 perzistencijom upale u crijevima (139). Nadalje,
pokazalo se da oko 6% bolesnika sa SpA-om, kojima je isklju¢en IBD, nakon 5 do 9 godina
razvije Crohnovu bolest (140). Osim toga, nedavno provedeno istrazivanje pokazalo je da se
koncentracija fekalnog kalprotektina, koja se inaCe koristi za otkrivanje IBD-a ili drugih
bolesti crijeva, moZe koristiti za procjenu subklinicke upale crijeva (engl. low-grade IBD)

djece s postavljenom dijagnozom ErA-a (141).
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Razvijene su mnoge teorije kojima se pokusava objasniti veza izmedu upale sluznice crijeva i
upale zglobova u bolesnika sa SpA-om, a najpopularnije medu njima ukazuju na poremecaje
u cirkulaciji crijevnih limfocita ili mononuklearnih stanica, osobito makrofaga (142).
Migracija 1 navodenje limfocita k specificnom ciljnom tkivu posredovano je kemokinskim
receptorima te raznim adhezijskim molekulama poput integrina i1 selektina. Navodenje
crijevnih limfocita odredeno je specificnom skupinom adhezijskih molekula koje spadaju u B7
podobitelji integrina, a medu njima su osobito vazna dva ¢lana: 04B7 1 aEB7. Integrin a4p7
sluzi kao ligand za MadCAM-1 (engl. mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1)
koji je selektivno izrazen na epitelnim stanicama sluznice, dok je aEB7 konstitutivno izrazen
na intraepitelnim limfocitima T u sluznici crijeva, a veZe se na E-cadherin izraZzen na
epitelnim stanicama crijeva (143). Spomenuti integrini otkriveni su na vefem broju
aktiviranih limfocita T iz upalno promijenjene sinovije bolesnika sa SpA-om, §to upucuje na
zakljucak da su te stanice pristigle iz sluznice crijeva (144). Postoji i terorija koja govori o
mogucoj ulozi bakterija iz crijeva u upali zglobova. Prema toj teoriji, u prijenosu bakterija i
njihovih komponenti iz crijeva u zglobove sudjeluju makrofazi (134). U prilog tome govori
ranije spomenuta ¢injenica kako se u sinoviji bolesnika sa SpA-om nalazi povecan broj
makrofaga s CD163 receptorom. Isti makrofazi u ve¢em broju prisutni su u debelom crijevu
bolesnika sa SpA-om te s Crohnovom boles¢u, ¢ak 1 u dijelovima koji nisu upalno
promijenjeni (145). Na kraju, vazno je spomenuti 1 nedavno predloZeno alternativno
objasnjenje za opazenu vezu izmedu upale crijeva i zglobova koje se temelji na istraZzivanjima
provedenim na miSu kod kojeg je brisanje odredenih dijelova regulatornih sljedova
uzrokovalo prekomjerno stvaranje TNF-a, Sto je dovelo do pojave simptoma inace
karakteristicnih za SpA 1 Crohnovu bolest (146). Prema toj teoriji, trajna prekomjerna
1zloZenost spomenutom citokinu posredstvom TNFRI-a (engl. TNF receptor I) u sinovijalnim
fibroblastima 1 intestinalnim miofibroblastima dovodi do razvoja upale u crijevu i

zglobovima, $to je glavno obiljezje SpA-a (147).

1.6. Genetika spondiloartritisa

Istrazivanje genetske podloge razliCitih bolesti pod velikim je utjecajem dostupne tehnologije
(148). S obzirom da se AS, PsA i IBD cesto otkrivaju u istog bolesnika ili u ¢lanova iste
obitelji, ve¢ dugo se zna da geni sudjeluju u razvoju SpA-a. Provedena istrazivanja pokazala

su da najvazniju ulogu pri tome imaju geni HLA sustava, no tek je nedavni razvoj metoda
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visoke propusnosti omogucio otkrivanje uloge gena izvan tog sustava, poput gena uklju¢enih

u unutarstani¢no procesiranje antigena te gena koji kodiraju razlicite citokine.

1.6.1. Uloga HLA genotipa

HLA sustav (engl. human leukocyte antigen system) je glavni kompleks tkivne srodnosti
(engl. major histocompatibility complex, MHC) kod ljudi (149). Ovaj sustav sadrzi velik broj
medusobno povezanih gena koji se nalaze na kratkom kraku kromosoma 6 (6p21), nasljeduju
se kao HLA haplotip mendelskim nasljedivanjem od svakog roditelja, a dijele se u tri razreda.
Geni HLA razreda I 1 II odgovorni su za sintezu antigena HLA, dok su geni HLA razreda III
odgovorni za sintezu komponenti komplementa, citokina kao §to je TNF-a 1 HSP (engl. heat
shock protein) te nekih drugih proteina uklju¢enih u imunoloski odgovor. Molekule razreda I
gradene su od glikoziliranog teskog lanaca kojeg kodiraju HLA geni razreda I (A, Bi C) te
kovalentno vezanog [2 mikroglobulina (engl. S2-microglobulin, [2m) kojeg kodira gen
smjeSten na kromosomu 15. Teski lanac ima tri izvanstanicne domene (al, a2 1 a3),
transmembransku regiju 1 unutarstani¢éne domene. [zvanstanicne domene al i a2 tvore dio na
koji se veze peptid 1 sadrze varijabilni slijed aminokiselina koje odreduju antigensku
specificnost, dok a3 domena zajedno sa B2m tvori konstantni dio koji sli¢i imunoglobulinu.
Molekule razreda II su heterodimeri koje kodiraju HLA geni razreda II (DR, DP i DQ), a
sastoje se od dva nekovalentno povezana glikolizirana polipeptidna lanca, a 1 . Oba lanca
imaju izvanstani¢ni dio sastavljen od dvije domene (ol 1 a2 ili Bl 1 B2), kratku
transmembransku regiju i unutarstani¢nu domenu. Domene al 1 Bl imaju varijabilni slijed
aminokiselina i tvore dio na koji se veze peptid, dok a2 i f2 domene tvore konstantni dio koji
sli¢i imunoglobulinu. Molekule razreda I izraZene su na povrSini gotovo svih stanica sa
jezgrom, predoCavaju endogene antigene sintetizirane unutar same stanice, a kompleks koji
nastaje prilikom toga prepoznaju CD8 limfociti T. Nasuprot tome, molekule razreda II
izrazene su samo na APC-u, a predocCavaju egzogene proteine koji endocitozom ulaze u
stanicu, gdje se razgraduju 1 stvaraju kompleks s molekulama razreda I1. Navedeni kompleks
zatim se prenosi na povrSinu stanice gdje ga prepoznaju CD4 limfociti T. Zahvaljujuci
polimorfizmu u dijelu koji veZe peptid, HLA molekule mogu prikazati razlicite peptide, a
ovisno o redoslijedu aminokiselina, seroloski se dokazuje antigenska specifi¢nost za oba
razreda. Medutim, istrazivanja su pokazala da je HLA polimorfizam mnogo veci nego §to se

to moze dokazati seroloskim metodama pa su se razvile molekularne metode kojima se
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dokazuje odredeni gen i njegov alel. HLA molekule imaju vaznu ulogu u presadivanju
organa, a povezane su 1 s mnoStvom razli¢itih bolesti, osobito imunoloski uvjetovanih.

Ve¢ dugo je poznato da postoji snazna veza izmedu spondiloartritisa i HLA-B27 antigena.
HLA-B27 antigen predstavlja obitelj blisko povezanih proteina koji se nalaze na povrSini
stanica 1 koji su kodirani razli¢itim alelima, a nazivaju se podtipovima HLA-B27. Vecina ovih
podtipova karakterizirana je zamjenom nukleotida u egzonima 2 i 3 koji kodiraju al i a2
domene dijela na koji se veze peptid, a smatra se da ih je velik dio nastao iz vrlo
rasprostranjenog HLA-B2705 podtipa (150). Do danas je diljem svijeta zabiljezeno stotinjak
razli¢itih podtipova HLA-B27 (http://hla.alleles.org/alleles/class1.html). HLA-B2704, HLA-
B2705, HLA-B2702 1 HLA-B2707 pokazuju snaznu povezanost s AS-om, dok je povezanost
HLA-B2706 1 HLA-B27009 slabija (151). U vec¢ini etni¢kih grupa, HLA-B27 je prisutan u 90

— 95% bolesnika s AS-om, 60% bolesnika s PsA-om i artritisom povezanim s IBD-om, 60 —
80% bolesnika s ReA-om, te 20 — 25% bolesnika s nediferenciranom SpA-om (152).
Povezanost HLA-B27 antigena sa SpA-om u djece sli¢na je kao i u odraslih, tako da je HLA-
B27 antigen prisutan u 60 — 80% bolesnika s jSpA-om (7). IstraZzivanje provedeno u Velikoj
Britaniji pokazalo je da ¢ak 74% djece u koje je prema ILAR-ovim kriterijima postavljena
dijagnoza ErA-a ima HLA-B27 antigen (153). Istrazivanje provedeno u Latviji pokazalo je da
B2705 1 da se najceSce javlja u bolesnika s ErA-om (154).

Direktna etiopatogenetska uloga HLA-B27 u razvoju SpA-a demonstrirana je na
eksperimentalnom modelu transgeni¢nih Stakora koji su izrazavali HLA-B27 s ljudskim 2m
(B27/hB2m) (155). Jo$ uvijek nisu sasvim jasni mehanizmi kojima HLA-B27 molekula
sudjeluje u razvoju bolesti. S obzirom da se antigeni u sklopu HLA-B27 predocavaju CD8
limfocitima T, smatralo se da predoCavanje odredenih bakterija aktivira CTL koji posljedi¢no
pokazuju kriznu reaktivnost s vlastitim peptidima (156). Ovakav koncept “artrogenih peptida”
na SpA gleda kao na autoimunosnu bolest, no on je ozbiljno ugrozen nakon §to su dva
istrazivanja pokazala da odsutstvo funkcionalnih CD8 limfocita T ne sprjecava razvoj bolesti
u B27/hp2m Stakora (157, 158). Nedavno su predlozene dvije alternativne hipoteze prema
kojima HLA-B27 ima vaznu ulogu u zapocinjanju odgovora prirodenog imunoloskog sustava.
Prva hipoteza polazi od zapazanja da je HLA-B27 molekula sklona stvaranju homodimera na
povrSini stanice (159). HLA-B27 dimere prepoznaju receptori NK stanica sli¢ni
imunoglobulinima (engl. killer cell immunoglobulin-like receptors, KIR) te leukocitni

receptori slicni imunoglobulinima (engl. leukocyte immunoglobulin-like receptors, LILR),
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koji se osim na NK stanicama nalaze 1 na limfocitima T, Sto dovodi do aktivacije stanica 1
stvaranja proupalnih medijatora (160). Nazalost, ova hipoteza ne moZe objasniti zasto druge
HLA-B molekule ili podtipovi HLA-B27 molekula, koji takoder stvaraju homodimere, nisu
povezani sa SpA-om (161). Prema drugoj hipotezi HLA-B27 molekule sklone su pogreSnom
smatanju (engl. misfolding), §to uzrokuje stres u endoplazmatskom retikulmu stanice i dovodi
do tzv. odgovora na nesmotani protein (engl. unfolded protein response, UPR) (162). Takav
odgovor u endoplazmatskom retikulumu uzrokuje indukciju proteina koji olakSavaju smatanje
drugih proteina, tzv. “Saperona”, te aktivaciju NF-kB signalnog puta, S§to pak naposljetku
dovodi do povecanog stvaranja proupalnih citokina (163). Eksperiment na HLA-B27
transgeni¢nim miSevima, koji sluze kao zivotinjski model za proucavanje SpA-a, pokazao je
da krivo smatanje HLA-B27 molekule 1 posljedi¢ni odgovor u makrofazima posredstvom
TLR-a dovodi do pojacanog stvaranja IL-23 (164). Slicno je pokazano i1 na ljudskim
dendritickim stanicama u kojima dolazi do pojac¢anog stvaranja IL-23 nakon stimulacije TLR-
a u uvjetima stresa u endoplazmatskom retikulumu (163). No, treba napomenuti da je
nedavno provedeno istrazivanje pokazalo da pojacano stvaranje IL-23 potaknuto
lipopolisaharidima (engl. lipopolysaccharide, LPS) u makrofazima bolesnika s AS-om nije
bilo povezano s UPR-om, §to dovodi u pitanje ulogu UPR-a potaknutog HLA-B27
molekulom u SpA-u (165). Ipak, na temelju svega iznesenoga moZemo zakljuciti da
posredstvom HLA-B27 molekule u SpA-u dolazi do nakupljanja stanica prirodenog
imunoloSkog sustava na mjestima koja su izlozena bakterijama ili mehani¢kom pritisku (engl.
tissue stress), zbog Cega se na SpA treba gledati viSe kao na autoinflamatornu nego
autoimunosnu bolest (119).

Nekoliko istazivanja pokazalo je da sli¢na veza sa SpA-om postoji i za HLA-B7 antigen (166,
167). Regija aminokiselina na poziciji 63-71 u HLA-B27 molekuli sudjeluje u stvaranju
najmanje tri razliCita epitopa zajednicka B27 1 B7 molekuli, a koja nose nazive ME1, GSP5.3
1 GS145.2 (168). Zastupljenost HLA-B7 antigena u sveukupnom stanovnistvu Hrvatske je
9,67%, a HLA-B27 antigena 6% (169). Jedini podtip HLA-B7 antigena zabiljezen medu
stanovniStvom Hrvatske je B0702, a najzastupljeniji podtip HLA-B27 je B2705, kojeg ima
3,55% stanovistva Hrvatske (170). U istrazivanju provedenom u Hrvatskoj u kojem je
sudjelovalo 74 djece sa razlic¢itm oblicima jSpA-a, a od kojih je 45 zadovoljilo ILAR-ove
kriterije za ErA, HLA-B27 antigen imalo je 31 dijete sa jSpA-om (41,8%), HLA-B7 26 djece
(35,1%), dok je oba antigena imalo 6 djece s j]SpA-om (8,1%) (171). Molekularnom analizom
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otkrivena su tek dva podtipa HLA-B27 medu bolesnicima s jSpA-om: B2702 (19,35%) 1
B2705 (80,65%).

Usprkos tome §to se SpA tradicionalno povezuje s HLA genima razreda I, pokazano je da su i
HLA geni razreda II ukljuceni u razvoj i tijek bolesti (30, 172). Nadalje, pokazalo se da HLA
geni razreda II, osim srediSnje uloge u steCenom, imaju i vaznu ulogu u prirodenom
imunoloSkom odgovoru, tako §to moduliraju odgovor TLR na odgovarajuce ligande (173).
Naposljetku, vazno je napomenuti da manje od 5% ljudi s HLA-B27 antigenom razvije SpA
(174). S druge strane, 20% ljudi s HLA-B27 antigenom koji su u rodu s nekim kome je
postavljena dijagnoza AS-a razviti ¢e SpA (175). Istrazivanja u kojima su sudjelovale cijele
obitelji bolesnika oboljelih od SpA-a pokazala su da se samo oko 40% ukupnog rizika za
ravoj] SpA moze pripisati HLA-B27 antigenu, dok je cijelokupna MHC regija odgovorna za
oko 50% rizika (174). Sve navedeno ukazuje da su osim gena iz MHC sustava 1 drugi geni

odgovorni za razvoj ove bolesti te da se radi o klasi¢noj poligenskoj bolesti.

1.6.2. Uloga gena izvan MHC sustava

Proteklih godina provedeno je mnoS$tvo istrazvanja u kojima su koriStene metode visoke
propusnosti kako bi se otkrila genetska podloga spondiloartritisa, a ve¢ina njih bila je
usmjerena na AS. Tako se pokazalo da u razvoju AS-a, osim gena unutar MHC regije,
odredenu ulogu imaju i geni povezani s unutarstanicnom pregradnjom antigena poput gena
ERAPI, geni koji utjecu na diferencijaciju TH17 limfocita poput gena IL23R, IL12B, STAT3
1 PTGER4 te geni povezani s NF-kB putem poput gena CARD9 (176). Uloga tih gena
opazena je 1 u istrazivanjima u kojima su sudjelovali bolesnici s postavljenom dijagnozom
PsA-a te IBD-a (tablica 4). Nadalje, pokazalo se da su u razvoj IBD-a ukljuceni 1 geni koji
imaju odredenu funkciju u autofagiji, kao sto je gen IRGM. Od svih navedenih gena na razvoj
SpA-a najviSe bi mogao utjecati ERAP1 gen. Produkt tog gena je aminopeptidaza koja se
nalazi u endoplazmatskom retikulumu, a ima vaznu ulogu u pripremi peptida koji se
predocavaju u sklopu MHC molekula razreda I. Polimorfizmi navedenog gena stoga bi mogli
biti odgovorni za pogresno predocavanje peptida u sklopu MHC molekule razreda 1. Osim
toga, pokazalo se da ERAP1 gen ima povecan izrazaj u dendritickim stanicama bolesnika s
postavljenom dijagnozom AS-a, §to takoder potvrduje ulogu ovog gena u razvoju AS-a. Ipak,
prema nasim saznanjima, uloga ERAP1 te ostalih spomenutih gena za sada nije potvrdena u

bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a.
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Tablica 4. Povezanost razli¢itih gena 1 puteva u kojima sudjeluju s AS, PsA 1 IBD.

GENI, FUNKCIONALNI AS PsA IBD
PUTEVI I BOLESTI Crohnova Ulcerativni
bolest kolitis
Unutarstani¢no procesuiranje HLA-B27 HLA-Cw6 ERAP2 HLA-DRA
antigena ERAPI ERAPI1
Autofagija - - IRGM IRGM
TH17 odgovor IL23R IL23R IL23R IL23R
IL12B IL12B IL12B IL12B,
STATS3 STATS3 STATS3
PTGER4 JAK2 JAK2
PTGER4 IL18RAP
PUSI0 PUSI10
IL1SRAP
NF-kB put CARD9 REL REL REL
CARD9 CARD9
Imunoloski odgovor IL1R2 DEFB4 DEFB4 IL2/1L21
ORMDL3 IL2/1L21 IL2/1L21 IL1R2
PTPN22 NKX2-3 NKX2-3
TYK2 ORMDL3 ORMDL3
PTPN22 TNFRSF6B
TNFRSF6B
TYK2
Geni nejasne povezanosti s CDKALI CDKALI1 CDKALI MST1
imunolo$kim sustavom KIF21B KIF21B PSMG1
MSTI1
PSMG1

Preuzeto iz Reveille JD. Genetics of spondyloarthritis--beyond the MHC. Nat Rev Rheumatol
2012;8:296-304.

1.7. Funkcionalna genomika

Skup svih vidljivih 1 mjerljivih osobina nekog organizma, odnosno fenotip, odreden je
nasljednim ¢imbenicima, odnosno genotipom, te vanjskim utjecajima (slika 3). Nakon S$to su
2003. godine objavljeni rezultati sekvencioniranja ljudskog genoma, mnogi su smatrali da ¢e
napokon biti moguce razumjeti zasto nastaju bolesti i koji su geni za njih odgovorni. No,
ubrzo je postalo jasno da na pojavu bolesti ne utjeCe samo redoslijed nukelotida u genima.
Upravo zbog toga, u proteklom desetljecu sve se vise pocela koristiti funkcionalna genomika
¢ija je temeljna zadaca povezivanje fenotipa i genotipa. Funkcionalna genomika proucava
genom, transkriptom 1 proteom koriste¢i metode molekularne biologije koje imaju veliku
propusnu mo¢ (eng. high throughput screens) po ¢emu se razlikuje od tradicionalnih metoda

kojima se detaljno proucavao jedan gen ili protein.

31



Uvod

©

TRANSKRIPTOM
100.000 - 200.000 mRNA

PROTEOM
>1.000.000 proteina

FENOTIP

Slika 3. Protok informacija u ljudskom organizmu. Sukladno srediSnjoj dogmi molekularne
biologije, transkripcijom informacija s molekula DNA nastaje mRNA, a translacijom
informacija s mRNA nastaju proteini. Procjenjuje se da u ljudskom genomu ima oko 25 000
gena koji kodiraju 100 000 do 200 000 molekula mRNA, na temelju kojih se zatim stvara vise
od 1 000 000 razli¢itih proteina. Na svaki od navedenih koraka utjeCe mnoStvo ¢imbenika,
zbog Cega je razumljivo da fenotip ne ovisi samo o redoslijedu nukleotida u genomu.
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1.7.1. Genom

Ljudski genom se sastoji od otprilike 3,1x10’ parova baza koji ¢ine mitohondrijsku DNA te
linearne molekule DNA namotane oko histona u kromatin, od kojeg su gradena 22 para
autosomnih kromosoma i 2 para spolnih kromosoma. Usprkos tome $to je otprilike 99,9%
genoma identi¢no medu ljudima i §to postoji puno slicnosti medu razli¢itim vrstama, razlike u
genomu su velike 1 mogu biti povezane s mnogim bolestima (177). Do pocetka ovog stoljeca,
primarna metoda za otkrivanje nasljednih bolesti bila je analiza povezanosti nekog gena s
nekom bolesti unutar iste obitelji (engl. genetic linkage studies), $to je bilo vrlo korisno za
otkrivanje poremecaja povezanih sa samo jednim genom (178, 179). Medutim, kako bi se
otkrili poremecaji povezani s viSe gena, razvijen je pristup koji polazi iz suprotnog smjera,
kojim se neka osobina ili bolest povezuju s jednim ili viSe gena (engl. genetic association
studies) (180). Zahvaljuju¢i razvoju takvog pristupa, ali 1 molekularne biologije, danas
postoje metode kojima se moze pretraziti cijeli genom kako bi se otkrile razlike povezane s
odredenom bolesti (engl. genome-wide association study, GWAS) (181). Najcesce se traga za
razlikama u pojedina¢nim parovima baza koje se u ljudskom genomu pojavljuju s velikom
ucestalo$¢u, a nazivaju se polimorfizmima pojedina¢nog nukleotida (engl. single nucelotid
polymorphism, SNP). Smatra se da je SNP moderna jedinica genske raznolikosti (182). SNP
uglavnom ima dva alela, Sto zna¢i da u populaciji postoje dva para baza koja se Cesto
pojavljuju na nekoj lokaciji. Odredena kombinacija alela obliznjih SNP-a ¢ini haplotip.
Ucestalost SNP-a izrazava se u obliku ucestalosti manje uobicajenog alela (engl. minor allele
frequecy, MIF), a u slucaju da je odredeni SNP vrlo rijedak govorimo o mutaciji. Vecina
SNP-a ima minimalan utjecaj na bioloske sustave, no neki mogu utjecati na odabir
aminokiselina za sintezu proteina, stabilnost prepisane mRNA te na afinitet vezanja
¢imbenika transkripcije, §to moze imati Sire posljedice (183). Nakon S§to je dovrSeno
mapiranje ljudskog genoma, otkriveno je 1,42 milijuna SNP-a u ljudskom genomu, zbog cega
je bilo potrebno ispitati njthovu ucestalost u razli¢itim populacijama (184). To je ucinjeno u
velikom medunarodnom istrazivanju zapocetom 2003. godine pod imenom HapMap project.
U prvom 1 drugom dijelu spomenutog istrazivanja otkriveno je viSe od tri milijuna novih
SNP-a u cetiri razli¢ite populacije, a razvijene su i nove metode za brze i preciznije otkrivanje
SNP-a, kao Sto je Cip za genotipizaciju (engl. genotyping array) (185, 186). U trecem dijelu
istrazivanja ispitana je ucestalost 1,6 milijuna SNP-a kod 1,184 osoba iz 11 razliitih
populacija (187). Krajem 2008. zapoceto je joS jedno veliko medunarodno istrazivanje, The

1000 genome project. U tom je istrazivanju ucinjeno sekvencioniranje cijelog genoma i
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egzoma (engl. low-coverage whole-genome and exome sequencing) kod 1 092 osobe iz 14
populacija, ¢ime je otkriveno 38 milijuna SNP-a, 1,4 milijuna kratkih insercija 1 delecija te
visSe od 14 000 vecih delecija (188). Istrazivanja poput ovih uvelike su poboljsala
razumijevanje raznolikosti ljudskog genoma, genetske podloge razlicitih bolesti te
funkcionalne genomike, Sto nas je odvelo korak dalje u razvoju “personalizirane medicine”
(189). Ipak, postalo je jasno da sam redoslijed nukleotida daje malo informacija o funkciji

gena (190).

1.7.2. Transkriptom

SrediSnja je dogma molekularne biologije da transkripcijom DNA nastaje mRNA (engl.
messenger RNA), a translacijom mRNA nastaju proteini (191). Smatra se da samo oko 1,5%
ukupnog genoma covjeka ¢ini egzom, odnosno dio koji kodira proteine (192). Procjenjuje se
da se u tom dijelu nalazi od 20 000 do 30 000 gena koji kodiraju proteine (193). Regulom,
koji se nalazi u ostatku genoma, utjeCe na izrazaj gena koji se nalaze u egzomu i dugo se
smatralo da ¢ini tek manji dio genoma. Medutim, nedavno objavljeni rezultati velikog
medunarodnog projekta imena ENCODE (engl. Encyclopedia of DNA Elements), pokazali su
kako ¢ak 80% genoma ipak ima odredenu funkciju u regulaciji izrazaja gena koji kodiraju
proteine (194). Informacije dobivene ovim projektom nadilaze one dobivene
sekvencioniranjem zato $to opisuju regulatorne elemente u genomu koji upravljaju razvojem 1
funkcijama ljudskog bica (195). Regulatorni elementi koji utjeCu na izrazaj gena mogu se
podjeliti na trans -regulatorne elemente u koje spadaju &imbenici transkripcije te cis'-
regulatorne elemente u koje spadaju promotori i pojaciva¢i. Cimbenici transkripcije su
proteini odredeni genom koji se moze nalaziti na bilo kojem kromosomu u stanici, dok su
promotori 1 pojacivaci slijedovi nukleotida koji se nalaze na istom kromosomu kao i gen na
koji djeluju. Osim navedenim regulatornim elemenatima, aktivnost gena u stanici odredena je
1 razli¢itim mehanizama koje prouCava epigenetika. U spomenute mehanizme spadaju
modifikacije histona poput metilacije 1 acetilacije, zatim metilacija DNA, RNA interferencija
(engl. RNA interference, RNA1) pomocu malih interferiraju¢ih molekla RNA (engl. small
interfering RNA, siRNA) 1 mikro RNA (engl. microRNA, miRNA), itd. (196). “Ukljucivanje”
odnosno aktivacija gena podrazumijeva zapo€injanje transkripcije slozenom koordinacijom

razlicitih procesa poput remodeliranja kromatina, modifikacije histona te vezanja ¢imbenika

" lat. na drugoj strani
" lat. na istoj strani
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transkripcije na promotore i pojacivace. Glavnu ulogu u tom procesu u stanicama eukariota
ima RNA polimeraza II. Sveukupna RNA nastala transkripcijom unutar jedne stanice ili
populacije stanica naziva se transkriptom. Za razliku od genoma, koji je uglavnom identi¢an u
svakoj stanici nekog viSestanicnog organizma, transkriptom se razlikuje od stanice do stanice
1 ovisi o nizu fizickih, biokemijskih i razvojnih ¢imbenika. Prou¢avanjem transkriptoma moze
se otkriti kada 1 gdje su geni u razli¢itim tkivima 1 stanicama “ukljuceni” ili “iskljuceni”.
Procjenjuje se da se u RNA prepisuje manje od 5% ljudskog genoma (192). No, svaki gen
moze stvoriti viSe od jedne mRNA zbog razliCitih procesa koji ukljuuju alternativno
izrezivanje RNA (engl. alternative splicing), uredivanje RNA (engl. RNA editing) ili
postojanje alternativnih mjesta u genu na kojima transkripcija zapoc€inje ili zavrSava (engl.
alternative transcription initiation and termination sites). Broj transkripata moze se
kvantificirati kako bi se dobila neka predodzba o aktivnosti gena u stanici, Sto uz ostale
informacije o transkriptomu omogucuje bolji uvid u zbivanja u stanici. Zbog svega
navedenog, postoji velik interes za prostorne i vremenske obrasce izrazaja gena, kao i

individualne posljedice smanjenog ili povecanog izrazaja gena.

1.7.3. Proteom

Nakon §to je otkriveno da genom sadrzi sve potrebne informacije za izgradnju organizma,
formulirana je srediSnja dogma molekularne biologije koja opisuje jednosmjerni protok
informacija iz DNA transkripcijom u RNA te translacijom u proteine. Medutim, nedavna
otkri¢a dovela su do preispitivanja ove dogme. Jedno od njih pokazalo je da vecina ljudskih
gena stvara mnogo razli¢ith mRNA koje na kraju stvaraju razliite proteine (197).
Modifikacije DNA na genomskoj razini nisu moguce, ali prepisivanjem DNA nastaje jedna
molekula pre-mRNA koja se moZe modificirati procesom nazvanim alternativno izrezivanje,
a kojim nastaje mnoStvo razli¢itth molekula zrele mRNA, iz kojih pak nastaju razliciti
proteini. Regulacija alternativnog izrezivanja pod direktnim je utjecajem razlicith signalnih
puteva te stanicnog ciklusa. Prema nekim procjenama, kod ljudi se 15 — 60% genetskih
bolesti povezuje s mutacijama koje utjeCu na proces alternativnog izrezivanja (198). Osim
navedenog mehanizma, na proces translacije utjeCu male molekule RNA koje se nazivaju
microRNA (miRNA), a koje mogu inhibirati translaciju 1/ili potaknuti raspadanje mRNA
(199). S druge strane, jednom kada se proces translacije zavrsi, novonastali polipetidni lanci
prolaze kroz proces posttranslacijske modifikacije. Ovaj proces ukljucuje brojne kemijske

modifikacije, poput fosforilacije 1 glikozilacije, koje prilagodavaju proteine za razlicite
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funkcije u stanici (200). Navedeni procesi samo su neki od mnogih koji omogucuju da 25 000
do 30 000 gena kodira vise od 1 000 000 proteina. Ako kazemo da je DNA “nacrt Zivota”,
onda su proteini ono $to omogucuje Zivot, odnosno glavni funkcionalni elementi u stanici
ukljuceni u sve procese potrebne za odrzavanje stanice na zivotu. Svi proteini koje kodira
ljudski genom ¢ine proteom. Proteom nije niti jednoli¢an, niti stati¢an kao genom. Proteini
koje stanica proizvodi razlikuju se ovisno o vrsti, obliku, funkciji 1 razvojnom stadiju stanice,
ostalim stanicama koje se nalaze u okolini te o signalima koje stanica prima iz okoline.
Unutar stanice malo se toga dogada bez “dodirivanja” proteina, zbog Cega proteini tvore
slozene mreze medusobne interakcije (eng. protein-protein interaction networks, PIN) (201).
Analiza proteina stoga daje osnovne informacije potrebne za razumijevanje funkcioniranja
stanice, a takvim analizama bavi se proteomika (202). U usporedi s analizom genoma i
transkriptoma, analiza proteoma puno je kompliciranija, no zahvaljujuéi napretku
molekularne biologije, osobito identifikaciji proteina pomocu masene spektometrije, danas je

moguce odrediti gotovo sve proteine u proteomu (203).

1.8. Analiza genskoga izrazaja

Kako bi se nacinili obrasci genskoga izrazaja (engl. gene expression profiles), danas se koriste
metode molekularne biologije kojima se na razliite naCine sekvencionira mRNA (SAGE,
SuperSAGE, RNA-seq) ili kojima se mRNA nakon transkrpicije u komplementarnu DNA
(engl. complementary DNA, cDNA) hibridizira na male plo¢ice na kojima se nalaze tisuce
oligonukleotida ili molekula cDNA specifi¢cnih za gene koji kodiraju proteine (DNA Ccip).
Usprkos tome $to se u posljednje vrijeme sve CeS€e koristi RNA-seq, DNA ¢ip je 1 dalje
najpopularnija od navedenh metoda te se spominje u vise od 66.000 objavljenih ¢lanaka u

MEDLINE®/PubMed® bazi podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

1.8.1. Razvoj 1 vrste Cipova

Prije viSe od 30 godina, britanski biolog Edwin Southern opisao je metodu kojom se u
molekuli DNA mozZe otkriti odredeni slijed nukleotida, a njemu u cast tehnika je nazvana
Southern-blot hibridizacija (204). Nedugo nakon toga opisana je metoda kojom se moze
dokazati prisutnost odredenih slijedova RNA, a zbog svojih sli¢nosti sa Southern-blot
hibridizacijom nazvana je northern-blot (205). Tom se metodom ukupna RNA ili mRNA
izolirana iz ispitivanih stanica ili tkiva moze elektroforezom na agaroznom gelu razdvojiti

prema veli¢ini, upijanjem (engl. blotting) prenijeti na nitrocelulozne membrane te hibridizirati
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s odgovaraju¢im oznacenim slijedovima DNA kako bi se odredila prisutnost trazene RNA.
Sli¢na metoda razvijena je i za otkrivanje proteina, a nazvana je western-blot (206). Osim
toga, razvijena je 1 dot blot metoda u kojoj nije potrebno razdvajanje molekula
elektroforezom, ve¢ se molekule na membranu nanose direktno u obliku toc¢kastih mrlja (engl.
dot blot) (207). Navedene metode omogucile su razvoj visokopropusne metode u kojoj je
mnostvo razli¢itih molekula pod nazivom probe (engl. probes) pricvrséeno za ¢vrstu podlogu
u to¢no odredenim toCkama (engl. spots ili feauters) 1 pomocu njih se otkriva prisutnost
odgovarajuc¢ih oznacenih molekula koje se nazivaju ciljne molekule (engl. targets) (208).
Probe imaju veliki afinitet 1 specificnost za ciljne molekule koje se u otopini nanose na
podlogu. Sve tocke poredane su u nizove (engl. array) smjestene na plocicu (engl. chip) koja
moze biti od stakla, polimernih materijala ili silikona, a nije ve¢a od normalnog stakalca za
mikroskopiranje. Upravo zbog toga navedena se ploCica na engleskom jeziku naziva
microarray, §to bi u prijevodu na hrvatski jezik znagilo sitnoniz ili sitnopolje” (209). Sliéno
kao kod ranije spomenutih metoda, 1 ovdje dolazi do reakcije ciljnih molekula 1 proba u
procesu koji se naziva hibridizacija. Ciljne molekule prije ili poslije hibridizacije oznacavaju
se fluorescentnim molekulama ili drugim bojama, kako bi se mogla otkriti reakcija ciljne
molekule i1 probe. Budu¢i da se na jednoj plocici obi¢no nalazi nekoliko tisu¢a do nekoliko
milijuna proba, glavnu prednost ove metode predstavlja mogucénost paralelnog odvijanja
brojnih analiza pomocu kojih se moZe analizirati ukupni genom, transkriptom ili proteom.
Nadalje, postoje i plocice koje sadrze desetke ili stotine proba, a koriste se za jeftino
genotipiziranje virusa ili bakterija. Probe koje se koriste na plo¢icama mogu biti molekule
cDNA umnozene PCR-om, oligonukleotidi, plazmidi ili bakterijski umjetni kromosomi (engl.
bacterial artificial chromosome, BAC), proteini, antitijela, DNA ili RNA aptameri koji se
koriste za otkrivanje odredenih molekula, male molekule te ugljikohidrati. Velik broj
razli¢itih proba koje se mogu koristi na plocici stoga omogucuje Siroku primjenu ove metode.
Plocice ili ¢ipovi najceSce se koriste za analizu genskoga izrazaja, odnosno za procjenu
relativane razlike u izrazaju gena izmedu dvije razliCite populacije stanica (npr. stanice
oboljelih 1 stanice zdravih ili stanice lijecenih 1 stanice nelije€enih bolesnika). Pomocu ove

metode moze se procijeniti omjer smanjenog ili povecanog izrazaja za svaki gen, no ne i

" S obzirom na to da se rijedi sitnoniz i sitnopolje jo§ uvijek nisu udomaéile u hrvatskom
jeziku, u ovom radu Ce se za prijevod engleske rijeci microarray Koristiti rijeci Cip ili plocica,
no vazno je napomenuti kako se u nedavno izasloj knjizi “Pedijatrijska reumatologija” prvi
puta u strucnoj literaturi na hrvatskom jeziku koristi rije¢ sitnopolje.
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koli¢ina (apsolutni broj molekula) mRNA u stanicama. Prve plo€ice sadrZavale su probe za
sve gene u kvascu (nesto vise od 6 000 transkripata) 1 upotrijebljene su u nekoliko vaznih
istrazivanja koja su pokazala moguénosti ove tehnologije. Nakon sekvencioniranja ljudskog
genoma, Cipovi su se poceli uvelike koristiti za istrazivanje fiziologije stanice te za otkrivanje
mehanizama razli¢itih bolesti 1 mogucih dijagnostickih biljega (engl. markers). Ujedno, ova je
metoda nasla svoju primjenu u ispitivanju zagadenosti vode analiziranjem genskoga izrazaja
Skoljki, zatim u odredivanju biokompatibilnosti povrSina 1 mikro€ipova sa stanicnim
kulturama te pri analizi odgovora na zracenje. Ovisno o probama koje se koriste, za analizu
genskoga izrazaja moze se koristiti DNA ¢ip, exon Cip, te siRNA Cip.

Osim za analizu genskoga izraZaja, ¢ipovi se koriste za otkrivanje SNP-a u genomu te za
otkrivanje mutacija u genima. Nadalje, koriste se za otkrivanje velikih delecija i amplifikacija
u genomu pomocu komparativne genomske hibridizacije (engl. comparative genomic
hybridization, CGH) te za odredivanje slijedova DNA na koje se vezu odredeni proteini
pomoc¢u kromatinske imunoprecipitacije (engl. chromatin immunoprecipitation, ChIP).
Cipovi se mogu koristiti za otkrivanje patogena, za analizu mutacija u mitohondriju te za
analizu razlika u odredenom slijedu genoma pomocu resekvencioniranja. Naposljetku, na Cipu
se mogu provoditi i1 reakcije slozenije od hibridizacije, kao Sto je npr. reakcija transfekcije
kojom strana DNA ulazi u eukariotsku stanicu pomocu plazmida poredanih na staklenoj
povrSini u tofno odredenom nizu. Plazmidi se mogu upotrijebiti 1 kao predlozak za
“pravovremeno” (engl. just in time) in situ stvaranje proteinskog ¢ipa, pri cemu se plazmidi
koji nose razliCite gene nanose na povrSinu zajedno s antitijelom koje ucvrS€uje nastale
proteine u odredenoj toCki, a tako dobiveni Cip koristi se za proucavanje proteinskih

interakcija.

1.8.2. Ispitivanje genskoga izrazaja pomoc¢u DNA ¢ipa

Analiza genskoga izrazaja danas se najceS¢e provodi pomoc¢u DNA c¢ipa koji je prvi put
upotrijebljen 1995. godine za analizu izrazaja 45 gena biljke Arabidopsis thaliana (210).
Probe na DNA ¢ipu mogu biti molekule cDNA duzine 400 do 1 000 parova baza (engl. base
pairs, bp) ili oligonukleotidi duZine manje od 200bp (211). Temeljni princip na kojem pociva
DNA ¢ip je sparivanje komplementarnih nukleotida (A-T 1 C-G) Sto dovodi do stvaranja

nukleinskih kiselina s dvostrukom uzvojnicom.
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1.8.2.1. Grada DNA cipa

Na povrSinu DNA c¢ipa probe dolaze tiskanjem ili direktnom sintetizom. Tiskanjem nastaju
duze probe vece specificnosti za ciljne molekule, dok direktnom sintezom nastaju krace probe
manje specificnosti ali vece gustoce, zbog ¢ega svaki gen moze biti predstavljen s viSe proba.

Probe se tiskaju pomocu kontaktnog ili nekontaktnog stroja za tiskanje koji na povrSini
plocica ostavlja kapljice volumena nekoliko pL do nekoliko mL u kojima se nalaze probe
(212). Kontaktni strojevi za tiskanje kapljice ostavljaju pomocu igla koje dolaze u kontakt s
povrsinom plocice. Jedan stroj moze imati stotine igli, a vazno je da sve budu jednake duzine
kako bi stvarale tocke jednake veli¢ine. Nekontaktni strojevi za tiskanje koriste bubble jet ili
ink jet tehnologiju, koja je analogna onoj u pisa¢ima za kompjuter, te kapljice izbacuju na
povsinu plocice iz kapilara s piezoelektricnim pumpama. Za tiskanje se koriste staklene
plocice, najlonske membrane ili plo€ice s udubljenjima (engl. beads, tubes), a kao probe se
koristi cDNA 1ili oligonukleotidi (213). Nakon tiskanja, oligonukleotidi se za povrSinu vezu
kovalentnim vezama, a cDNA elektrostatskim silama. Otisnute ploCice mogu se napraviti u
laboratoriju, a s obzirom na to da se probe sintetiziraju na temelju predlozaka iz knjiznica u
kojima su pohranjeni sljedovi DNA razli¢itih organizama, plocice se mogu koristiti cak 1 za
analizu organizama Ciji genom jo§ nije sekvencioniran. Medutim, otisnute to¢ke uglavnom
imaju promjer 100 — 200y, a razmak medu njihovim srediStima je 200 — 300y, tako da na
jednu ploCicu moze stati tek 244 000 tocaka.

Zbog male gustoce toCaka koja se postize tiskanjem, razvijena je tehnologija koja omogucava
sintezu oligonukleotida direktno na povrSini plocice, a tako dobivene ploCice nazivaju se
oligonukleotidni nizovi visoke gustoce (engl. high-density oligonucleotide arrays) (214).
Jedan od takvih ¢ipova je 1 GeneChip®, kojeg je razvila americka tvrtka Affymetrix (Santa
Clara, CA, SAD). Spomenuti Cip proizvodi se jedinstvenom fotolitografskom tehnikom,
slicnoj onoj koja se koristi za proizvodnju mikroelektronickih cCipova, u kombinaciji s
kemijskim reakcijama razvijenim za kombinatornu kemiju pomocu kojih se stvara velik broj
spojeva u samo jednoj reakciji (215). U proizvodnji se koriste kvarcne ploCice oblozene
tankim slojem reagensa osjetljivog na svjetlo, koji sprecava kovalentno vezivanje aktiviranih
nukleotida. Izlaganje svjetlu uzrokuje odstranjivanje zastite s povrSine i omogucava vezanje
aktiviranih nukleotida. Vezani nukleotidi takoder imaju zastitu osjetljivu na svjetlo koja se
odstranjuje ponovnim izlaganjem svjetlu. Kako bi se svjetlo propustalo samo na odredene
tocke, koriste se litografske maske pomocu kojih se odreduje poredak nukleotida u rastu¢im

oligonukleotidima. U ciklusima u kojima se izmijenjuje stavljanje maski, izlaganje svjetlu i
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vezivanje nukleotida na povrSini plocice, sintetiziraju se oligonukleotidi koji naposljetku
sadrze 25 nukleotida. S obzirom da tako kratki oligonukleotidi ponekad nisu dovoljno
specificni, svaka odgovarajuc¢a proba (engl. match) ima svoju negativnu kontrolu koja se
razlikuje u samo jednom nukleotidu smjeStenom u sredini probe i naziva se neodgovarajuca
proba (engl. mismatch). Odgovaraju¢a 1 neodgovaraju¢a proba ¢ine par proba (engl. probe
pair), a koriStenje parova proba omogucuje otkrivanje greSaka u hibridizaciji (engl. cross-
hybridization). Jedan gen obi¢no predstavlja 11 — 15 parova proba koji se zajednicki nazivaju
skupom proba (engl. probe set). Sljedovi koji se koriste u parovima proba odabiru se iz regije
mRNA koju ¢ini 600 baza proksimalno od poliadenilacijskog mjesta (3’ kraj), dok se
odgovarajuta mRNA odabire slozenim bioinformatickim tehnikama iz razliitih javno
dostupnih izvora poput GeneBank-a, dbEST-a 1 RefSeg-a. Osim skupova proba koji
predstavljaju odabrane gene, na svakom GeneChipu se nalaze i skupovi proba koji
predstavljaju gene izraZzene u svim stanicama (engl. houskeeping gene), tako da je svaki od
tih gena zastupljen s tri skupa proba, od kojih jedan predstavlja 5’ kraj, jedan sredinu, a jedan
3> kraj. Spomenute probe sluze za kontrolu kvalitete hibridizirane RNA. Nadalje, na
GeneChipu se nalaze 1 kontrolni skupovi proba (engl. spike-in control probe) koji se
hibridiziraju s kontrolnom RNA (engl. spike-in RNA) te se koriste za kalibraciju prilikom
oCitavanja. Vrlo velika gustofa toCaka na GeneChipu dopusta i velik broj kontrola, a
automatizirani procesi provodenja eksprerimenta jamce vrlo visok stupanj ponovljivosti (engl.
reproducibility). Upravo zbog toga na GeneChipu je moguce provoditi eksperimente u kojima
se probe hibridiziraju s ciljnim molekulama iz samo jedne populacije stanica (eng. one-
channel experiments), za razliku od vecine ostalih Cipova na kojima se zbog razlika koje
nastaju prilikom proizvodnje Cipa, a koje utjeCu na omjer izrazaja (engl. expression ratio),
probe istovremeno hibridiziraju s razli¢ito oznacenim ciljnim molekulama izoliranim iz dvije
razliCite populacije stanica (engl. two-channel experiments). Osim toga, GeneChip dopusta
koriStenje mnogih tehnika oznaCavanja ciljnth molekula, S$to olakSava dizajniranje
eksperimenta 1 statistiCku analizu. S druge strane, u glavne nedostatke Affymetrixovih ¢ipova
ubraja se visoka cijena proizvodnje uslijed koriStenja velikog broja litografskih maski te
visoka cijena koriStenja, jer je za provodenje eksperimenta osim samih Cipova potrebna i
ostala oprema istog proizvodaca. Nadalje, ovakav €ip moze se napraviti samo u laboratoriju
proizvodaca, zbog Cega je dostupan za ograniCeni broj organizama, a probe koje se koriste

nisu podloZzne nikakvim promjenama.
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1.8.2.2. Plan ispitivanja

Dobro isplanirano ispitivanje omogucuje nam dobivanje pouzdanih rezultata uz minimalne
troSkove 1 tehnicke poteSkoce. Za otkrivanje gena koji sudjeluju u razvoju bolesti pomocu
ispitivanja genskoga izrazaja osobito je vazan odabir bolesnika 1 kontrola. Izrazaj gena pod
velikim je utjecajem bioloskih i1 vanjskih ¢imbenika, zbog ¢ega je potrebno odabrati sli¢ne
bolesnike te kontrole odgovarajuc¢e dobi 1 spola. Nadalje, do razlika u izrazaju moze do¢i i
zbog samog provodenja eksperimenta. Zbog svega navedenog potrebno je provesti vise
eksperimenata (engl. replication) koriste¢ci RNA izoliranu iz jedne osobe (engl. fechnical
replication) 1li iz viSe osoba (engl. biological replication). Ako koristimo RNA izoliranu iz
jedne osobe za viSe eksperimenata, iskljucuju se bilo kakve razlike nastale u provodenju
samog eksperimenta, a u slucaju da se viSe eksperimenata provode s RNA izoliranom iz viSe
osoba, osim razlika u provodenju eksperimenata smanjuju se i1 razlike medu osobama koje
sudjeluju u istrazivanju. Postoje brojne metode kojima se moZe izracunati odgovarajuci broj
sudionika istrazivanja 1 potrebnih eksperimenata, ovisno o tome je li cilj istraZzivanja otkriti
unaprijed definiranu grupu gena koja pokazuje razliku u izrazaju (engl. gene classification) ili
stvoriti novu grupu gena (engl. gene clustering) na temelju razlika u izrazaju pojedinacnih
gena. Kako bi se smanjio broj potrebnih eksperimenata, koristi se potvrda dobivenih rezultata
PRC metodom na istoj ili novoj skupini bolesnika, ¢ime se znatno smanjuju troskovi i

povecava vjerodostojnost ispitivanja.

1.8.2.3. Izolacija RNA

Ispitivanje genskoga izraZaja temelji se na pretpostavci da ispitivani uzorak RNA odrazava
trenutnu aktivnost gena u stanici, zbog Cega tocnost podataka dobivenih provodenjem
eksperimenta na DNA ¢ipu uvelike ovisi o kvaliteti koriStene RNA (216). Molekula RNA
nakon izoliranja iz stanice vrlo je nestabilna i ima kratko vrijeme poluzivota. Glavni razlog
tome su RNaze, potentni i Siroko rasprostranjeni kataliticki enzimi prisutni u krvi 1 tkivu te u
vecini bakterija 1 gljiva u okolini. Stoga se za ofuvanje RNA u tkivima, stanicama 1 krvi
koriste sredstva za stabilizaciju RNA, kao $to je RNAlater, koja omogucavaju skupljanje
uzoraka u bolnickim uvjetima te trasport uzoraka na sobnoj temperaturi.

RNA se moze izolirati iz razlicitih bioloSkih uzoraka, poput pune krvi (engl. whole blood,
WB) te mononuklearnih stanica periferne krvi (engl. peripherial blood mononuclear cells,
PBMC) ili sinovijalne tekucine (engl. synovial fluid mononuclear cells, SFMC). Prednost

koristenja krvi za izolaciju RNA lezi u lakoj dostupnosti 1 relativno jednostavnom nacinu

41



Uvod

sakupljanja, a budu¢i da cirkulira kroz cijelo tijelo, krv sadrzava mnoge bioloSke informacije
potrebne za razumijevanje fizioloSkih 1 patofizioloskih mehanizama. Od svih stanica u krvi,
samo 0,1% otpada na leukocite koji jedini imaju stani¢nu jezgru u kojoj dolazi do
prepisivanja gena, dok oko 95% otpada na zrele eritrocite koji nemaju jezgru i u kojima do
prepisivanja ne dolazi. Ipak, oko 1% stanica u krvi su retikulociti koji predstavljaju razvojni
stadij eritrocita, pa je stoga vecina njihove transkripcijske aktivnosti vezana uz stvaranje o 1 3-
globinskih lanaca za izgradnju hemoglobina. Takva globinska RNA moZe utjecati na rezultate
ispitivanja genskoga izrazaja u stanicama krvi, zbog ¢ega se prilikom izoliranja RNA iz pune
krvi koriste razli€iti protokoli za njezino odstranjenje. NajCeS¢e se koriste komercijalno
dostupne epruvete (npr. PAXgene™ Blood RNA tubes) u kojima se nalaze sredstva za
uklanjanje globinskih transkripata 1 za stabilizaciju RNA (217). Tako sakupljena krv na
sobnoj temperaturi moZze stajati 24 sata, a na -80°C 1 duZe, $to ostavlja dovoljno vremena za
transport uzorka u laboratorij u kojem se pristupa izolaciji RNA. S druge strane, pri izolaciji
RNA iz mononuklearnih stanica ne izoliraju se globinski transkripti, ali ni transkripti iz
granulocita, koji mogu biti korisni u ispitivanju genskoga izrazaja. Osim toga, prije izolacije
RNA iz mononuklearnih stanica potrebno je provesti razdvajanje stanica, zbog cega je
skupljenu krv potrebno §to prije dostaviti u laboratorij u kojem se pristupa izolaciji RNA.

I za samu izolaciju RNA danas se najeSCe koriste komercijalno dostupni setovi (npr.
PAXgene™ Blood RNA kit, RNeasy® kit). Male kolicne DNA koje zaostaju nakon postupka
izolacije mogu se odstraniti upotrebom DNAza. S obzirom na to da nukleinske kiseline
apsorbiraju zrake svjetlosti pri odredenim valnim duljinama, moguce je odrediti koncentraciju
izolirane RNA mjerenjem apsorbancije razrijedenog uzorka u spektofotometru pri valnoj
duljini od 260nm (A¢), a Cistocu RNA omjerom apsorbancija pri valnoj duljini od 260nm 1
280nm (Aaz60/A280). Zbog djelovanja ranije spomenutih RNaza, tijekom postupka izolacije
moze do¢i do degradacije molekula RNA i kompromitiranja rezultata analize genskoga
izrazaja (218). Kako bi se to izbjeglo, prije provodenja eksperimenta na skupim DNA
¢ipovima provodi se relativno jednostavan postupak provjere integriteta RNA molekula, za
Sto se koriste razliciti sistemi poput Agilent 2100 Bioanalyzera koji daju broj¢anu vrijednost
integriteta RNA (engl. RNA Integrity Number, RIN). Jednom izolirana RNA moZe se

pohraniti na temperaturi od -20°C do -70°C do provodenja eksperimenata na DNA cCipu.
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1.8.2.4. Oznacavanje ciljnih molekula

Ciljne molekule koje se koriste za ispitivanje genskoga izrazaja su izolirane molekule RNA.
Kako bi se reakcije medu komplementarnim ciljnim molekulama 1 probama mogle
vizualizirati, prije same hibridizacije potrebno je provesti oznaavanje ciljnih molekula (engl.
target labeling). OznacCavanje se provodi obrnutim prepisivanjem (engl. reverse trancription)
RNA u cDNA, a moze biti direktno (engl. direct labeling), pri ¢emu se u ciljnu molekulu
unose oznaceni nukleotidi, ili indirektno (engl. indirect labeling), pri ¢emu se u ciljnu
molekulu prvo unosi nosa¢ na koji se zatim vezu oznake (219). Prilikom direktnog
oznalavanja nukleotidi su oznaceni radioaktivnim izotopima, poput *°P, ili fluorescentnim
bojama, a za indirektno oznacavanje koriste se nosaci poput biotina, amino grupa ili micro- i
nano- Cestica. Indirektno oznacavanje zahtijeva dodatno bojanje, za Sto se koriste konjugati
streptavidina ili konjugati antitijela na biotin s peroksidazom hrena, zlatom ili s
fluorescentnim bojama koje reagiraju s amino grupama. Koristenje fluorescentnih boja
omogucuje upotrebu razli¢itih boja za kontrolni 1 ispitivani uzorak te direktnu usporedbu

signala na istoj ploc€ici. Naj¢esce se koriste cijaninske boje (engl. cyanine dyes) Cy-3 1 Cy-5.

1.8.2.5. Hibridizacija

Nakon izolacije 1 oznacavanja, molekule RNA nanose se na DNA ¢ip te se provodi reakcija
hibridizacije, odnosno sparivanja komplementarnih parova baze. Za ovu reakciju vazan je
medusobni afinitet nukleinskih kiselina koje se koriste kao probe i1 kao ciljne molekule. Uz to
je vazna 1 temperatura pri kojoj se reakcija odvija, s obzirom na to da se poviSenjem
temperature dvostruke uzvojnice ponovno razdvajaju na jednostruke. Na medusobni afinitet
nukelinskih kiseline utjece slijed nukleotida i sadrzaj hibridizacijske otopine u kojoj se odvija
reakcija hibridizacije. S obzirom na to da G-C par baza sadrzi tri vodikove veze, a A-T samo
dvije, sljedovi u kojima se nalazi viSe G-C parova su stabilniji. Nadalje, s obzirom da svaki
par baza doprinosi sveukupnoj jacini veze, afinitet je proporcionalan duZini slijeda koji
sudjeluje u reakciji. Cak i ako se sljedovi probe i ciljne molekule razlikuju u samo jednoj
bazi, kao S$to je to slucaj u neodgovaraju¢im probama, dolazi do hibridizacije, ali se smanjuje

stabilnost nastalog spoja.

1.8.2.6. Ocitavanje cipova i analiza dobivene slike
Za ocitavanje ploCica najcesce se koriste posebni strojevi za oCitavanje (engl. microarray

scanners) 1 odgovarajuci programi za analizu o€itanih vrijednosti (engl. raw values). Stojevi
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za ocitavanje u sebi sadrze fluoroscentne detektore u kojima je izvor svjetlosti laser
odgovaraju¢e valne duljine koji na ploficama pobuduje povrSinu veli¢ine nekoliko
mikrometara. Fluorescencija koriStenih boja biljezi se i1 kvantificira CCD (engl. charge-
coupled device) kamerama ili fotomultiplajerima te na taj nacin nastaje digitalna slika. Za
razliku od analogne slike u kojoj se boje kontinuirano izmjenjuju u prostoru, digitalna slika
sastoji se od ogranic¢enog broja toCaka koje su rasporedene u koordinatnom sustavu 1 koje se
nazivaju pikseli (engl. pixels). Broj piksela koji je moguce smjestiti u spomenuti koordinatni
sustav predstavlja razluCivost ili rezoluciju (eng. resolution). Svaki piksel odreden je
polozajem u koordinatnom sustavu 1 intenzitetom, odnosno dubinom boje (engl. color depth),
a informacije o tome pohranjene su u obliku osnovnih mjernih jedinica za koliCinu
informacije, takozvanim bitovima. Jedan bit tako sadrZi informacije o dva razliita intenziteta
boje, a koli¢ina sadrzanih informacija eksponencijalno raste ovisno o broju bitova. Strojevi za
ocitavanje plocica uglavnom imaju dubinu boje od 16 bita, §to znaci da svaki piksel moze
predstavljati jedan od 65 535 razlicitih intenziteta oCitanog signala. Dobivena digitalna slika
pohranjuje se u racunalu 1 obraduje pomocu razlicitith komercijalno dostupnih programa za
obradu slike koji omogucuju da se intenziteti piksela sa slike kvantificiraju u vrijednosti koje
odgovaraju izrazaju pojedinacnih gena. Prvi korak u analizi slike je stvaranje mreze (engl.
gridding, grid aligment, spot addressing) pomocu koje se na slici pronalazi okvirni polozaj
svake toCke na plocici. Nakon toga se pristupa odvajanju (engl. segmentation) tocaka i
pozadine (engl. background) za §to se koriste razli€iti postupnici (fixed circle segmentation,
adaptive circle segmentation, watershed segmentation) pomocu kojih se na tocke stavlja
okrugla maska odredenog promjera. Svi pikseli koji se nalaze unutar maske smatraju se
prednjim planom (engl. foreground), a oni izvan maske pozadinom. Na kraju se za svaku
toCku na plocici procjenjuje intenzitet signala. Buduc¢i da je intenzitet svakog piksela
proporcionalan broju oznafenih molekula hibridiziranih na odredenom mjestu na plocici,
ukupni intenzitet signala moze se procijeniti zbrajanjem prosjecne vrijednosti intenziteta svih
piksela unutar odvojene tocke na slici. Na ukupni intenzitet signala najcesce se gleda kao na
kombinaciju stvarnog signala nastalog hibridizacijom oznacenih molekula i1 signala iz
pozadine koji nastaje zbog nespecificne hibridizacije, kontaminacije ili drugih artefakata.
Zbog toga se od ukupnog intenziteta signala oduzima procijenjeni intenzitet signala iz
pozadine, ¢ime se dobivaju ispravljeni intenziteti (engl. background corrected intenseties)

koji se koriste za procjenu izraZaja svakog pojedinacnog gena.
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1.8.3. Affymetrixov GeneChip® sustav

Automatizirani Affymetrixov GeneChip® sustav za analizu genskoga izrazaja sastoji se od
hibridizacijske peci (engl. GeneChip® hybridization oven), automatizirane stanice za
ispiranje 1 bojanje GeneChipa (engl. GeneChip® Fluidics station), stroja za ocitavanje
GeneChipa visoke rezolucije (engl. GeneChip® scanner) 1 raCunala s odgovarajuCom
programskom podrskom (engl. GeneChip® Operating software, GCOS) (slika 4). Provodenje
eksperimenta standardizirano je i provodi se prema Affymetrixovom tehni¢kom priru¢niku
(engl. GeneChip® Expression Analysis Technical Manual). Sam protokol zapocinje
oznacavanjem ciljnih molekula. Ovisno o koli¢ini izolirane RNA provodi se oznacavanje u
jednom ciklusu (engl. one cycle target labeling) kada je na raspolaganju lpg - 15ug ukupne
RNA, ili u dva ciklusa (engl. two cycle target labeling) za 10ng — 100ng ukupne RNA. Kada
se radi o oznaCavanju u jednom ciklusu, u prvom koraku se sintetizira cDNA s jednostrukom
uzvojnicom obrnutim prepisivanjem poliadenilirane RNA (engl. poly-A RNA), pomocu
oligo(dT) pocetnica vezanih na pocetnicu za T7 RNA polimerazu (engl. 77-oligo(dT)
promoter primer) te T7 RNA polimeraze koja katalizira prepisivanje RNA u obrnutom smjeru
(5> > 3’). Posredstvom RNaze H, koja sluzi za ¢iS¢enje predloSka RNA koji je posluzio za
sintezu prvog lanca cDNA, sintetizira se drugi lanac cDNA. Oznacavanje u dva ciklusa sadrzi
jos jedan korak u kojem se cDNA prije oznaCavanja umnozava. Dobivena cDNA s
dvostrukom uzvojnicom tada se prociS¢ava kako bi posluzila kao predlozak u in vitro
prepisivanju (engl. in vitro transcription, IVT). IVT se provodi u prisustvu T7 RNA
polimeraze i mjeSavine biotiniliziranih ribonukleotidnih analoga (UTP 1 CTP) za umnaZanje 1
oznacavanje komplementarne RNA (cRNA). Nastala biotinilizirana cRNA tada se Cisti 1
cijepa na sljedove veli¢ine 35 — 200 nukleotida (engl. fragmentation), a nakon provjere
kvalitete na bioanalizatoru moZe se pohraniti na -20°C do -70°C dok se ne pristupi
hibridizaciji. Prije same hibridizacije, iscijepana cRNA mijeSa se s kontrolnim
oligonukleotidima (engl. control oligo B2) koji sluze za kalibraciju programa za ocitavanje
slike, poliA kontrolama (engl. poly4 controls: lys, phe, thr, dap) koje sluze za kontrolu
cjelokupnog procesa oznaCavanja molekula, biotiniliziranim hibridizacijskim kontrolama
(engl. biotinylated hybridization controls: bioB, bioC, bioD and cre) koje pokazuju
uspjesnost hibridizacije, pranja i bojanja, te ostalim sredstvima potrebnim za odvijanje
hibridizacije. Tako dobiveni hibridizacijski koktel stavlja se u GeneChip plocicu koja se
ostavlja u hibridizacijskoj pe¢i 16 sati na temperaturi od 45°C. Nakon vadenja iz

hibridizacijske pec¢i ploCice se ispiru i boje streptavidin fikoeritrinom (engl. streptavidin
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phycoerythryn, SAPE) u automatiziranoj stanici te su zatim spremne za ocitavnje. Stroj za
ocitavanje slika sastoji se od konfokalnog, epifluorescentnog mikroskopa Sirokog polja koji
koristi laser za pobudivanje fluorofora vezanih za cRNA. Najnovija verzija ovakvog stroja
ima rezoluciju tocke na ekranu (engl. pixe/) od 0,7um i moze skenitrati tocke na plocici sa
precizno$¢u od Sum. U stroju se nalazi 1 cijev fotomultiplikatora koja sakuplja i pretvara
vrijednosti intenziteta fluorescencije tocaka na plo€ici u odgovaraju¢e razine intenziteta
fluorescencije tocka na ekranu koje se pohranjuju u racunalu u obliku slikovne datoteke (.dat
datoteka). Za analizu slike uglavnom se koristi Affymetrixov program s vlastitim
postupnicima kojima se racuna vrijednost intenziteta pojedinacno za svaku probu. Pomocu
kontrolnih oligonukleotida, na slici se prvo stvara mreza koja odvaja pojedinacne probe,
nakon Cega se raCuna intenzitet signala za svaku probu. Dobivene vrijednosti pohranjuju se za

daljnju analizu (.CEL datoteka).

Oznacavanje

» ciljanih »

molekula

Uzorak
Izolacija ubaden Hibridizacija
RNA u ¢ip
‘P P S —
s/ j“"-., j’l‘
- <« it 5
—Y

Analiza Analiza Ocitavanje Ispiranje
podataka slike slike i bojanje

Slika 4. Affymetrixov GeneChip® sustav. Preuzeto iz Dalma-Weiszhausz DD, Warrington J,
Tanimoto EY, Miyada CG. The affymetrix GeneChip platform: an overview. Methods
Enzymol 2006;410:3-28.
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1.8.4. Obrada podataka dobivenih o€itanjem Cipova

Analiza GeneChip plocica provodi se koriStenjem Affymetrixovog programa GCOS koji
sadrzi niz slozenih postupnika. Osnovni kvantitativni podatak koji nam pruza analiza je
vrijednost intenziteta signala koja je proporcionalna koli¢ni transkripata u ispitivanom uzorku.
Razlike u genskom izrazaju izmedu dva uzorka otkrivaju se i1 kvantificiraju usporedbom
vrijednosti intenziteta signala skupova proba na skupinama ploc¢ica na kojima se ispitivani
uzorci hibridiziraju. Jedna skupina plocica pritom se oznacava kao eksperimentalna (engl.
experiment), a druga kao osnovna (engl. baselline). Prije nego Sto se pristupi usporedbi,
potrebno je ispraviti razlike u provodenju eksperimenata nastale zbog tehnickih i bioloskih
¢imbenika. To se potize provodenjem normalizacije (engl. normalization). Glavni tehnicki
¢imbenici koji utjecu na razlike su kvaliteta 1 kvantiteta ozna¢ene RNA hibridizirane na probe
te razlike u reagensima, bojenju i rukovanju plo¢icom, dok bioloSki ¢imbenici koji mogu
utjecati na razlike proizlaze iz razlika u genetskoj pozadini, uvjetima rasta, vremenu uzimanja
uzorka, spolu, dobi itd. PaZljivim planiranjem ispitivanja, standardiziranjem postupnika za
oznaCavanje 1 hibridizaciju te provodenjem normalizacije spomenute razlike mogu se
znacajno smanjiti. U Affymetrixovim postupnicima, kao Sto je MASS (engl. MicroArray
Suite), normalizacija se provodi preracunavanjem (engl. scaling), pri ¢emu se koriste skupovi
proba koji predstavljaju gene s ve¢ poznatim izrazajem jednakim u svim stanicama (engl.
housekeeping genes). Prilikom provodenja preraCunavanja vrijednosti intenziteta skupova
proba s eksperimentalne 1 osnovne skupine plocica postavljaju se na istu ciljnu vrijednost
intenziteta (engl. farget intensity) koja najcesS¢e iznosi 100. Usporedba izrazaja provodi se
pomocu postupnika kojim se raCuna omjer vrijednosti intenziteta signala skupova proba na
dvije razli¢ite skupine ploc¢ica, a moze se prikazati kao omjer izrazaja (engl. expression ratio),
omjer promjene (engl. fold change) te kao logaritamska vrijednost omjera izrazaja (engl. log>
expression ratio), pri ¢emu se koristi logaritam po bazi 2. Tako, na primjer, dvostruko
povecanje izrazaja odgovara omjeru izrazaja od 2, omjeru promjene od 2 te logaritamskoj
vrijednosti omjera izrazaja od 1. S druge strane, dvostruko smanjenje izrazaja odgovara
omjeru izrazaja od 0,5, omjeru promjene od -2 te logaritamskoj vrijednosti omjera izrazaja od
-1. Naposljetku, ako nema promjene izrazaja, omjer izraZzaja i omjer promjene iznose 1, a
logaritamska vrijednost omjera izrazaja 0.

Nakon $to se ranije opisanim postupnicima utvrdi da je doSlo do razlike u izraZaju nekog
gena, provode se statisticki testovi kojima se utvrduje je li ta razlika statisticki znacajna. Prije

toga je vazno odrediti koji je statisticki test za to najprikladniji. Vecina statistickih testova
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moze se svrstati u parametrijske i neparametrijske, a njihova upotreba ovisi o tome da li je
raspodjela podataka normalna. U slu¢aju normalne raspodjele podataka, za analizu se koriste
parametrijski testovi poput t-testa, a u sluaju da raspodjela nije normalna koriste se
neparametrijski testovi poput Mann-Whitney testa i testa sume rangova (Wilcoxonov t-test).
U slucaju da se izrazaj gena usporeduje na viSe skupina plo€ica, a ne samo na
eksperimentalnim 1 osnovnim, koristi se parametrijski test analize varijance (ANOVA) ili
neparametrijski Kruskal-Wallisov test. Pri analizi izraZaja odredenog gena najcesce se koristi
t-test kojim se procjenjuje je li razlika prosjeCne vrijednosti intenziteta skupova proba na
eksperimentalnim i na osnovnim plo¢icama statisticki znacajna. S obzirom na to da prosjecna
vrijednost na eksperimentalnim ploficama moze biti 1 ve¢a 1 manja od prosjecne vrijednosti
na osnovnim plo¢icama, koristi se dvosmjerni t-test (engl. two-tailed test). Nadalje, ako se na
osnovnim ploc¢icama koristt RNA prikupljena od zdravih kontrola, koristi se neovisni t-test
(engl. unpaired t-test), a ako se koristi nanovo prikupljena RNA istih bolesnika, koristi se
zavisni t-test (engl. paired t-test). Provodenjem t-testa dobiva se p-vrijednost (engl. p-value).
Ako je p-vrijednost manja od odabrane razine znacajnosti (o), koja najcesce iznosi 0,05, tada
mozemo ustvrditi da je ispitivana razlika statisticki znacajna, odnosno da je slucajna u samo
jednom od dvadeset provodenja ovog testa. Medutim, ako se t-test provodi mnogo puta, kao
Sto je to slucaj u analizi genskoga izrazaja, tada bi to znacilo da od 10 000 gena ¢ak njih 500
pokazuje razliku u izrazaju sasvim slucajno. Stoga se pri analizi genskoga izrazaja koriste jo§
1 kontrolne metode, kao $to je Benjamini-Hochberg metoda, pomocu kojih se smanjuje broj
gena koji pokazuju laznu razliku u izrazaju, odnosno postotak laznih otkri¢a (engl. false

discovery rate, FDR) (220).

1.8.5. Pohrana podataka

Ispitivanje u kojem se provodi analiza genskoga izrazaja na Cipu nije jednostavno i obi¢no
zahtijeva znatna financijska sredstva. Stoga je vazno da se velika koli¢ina podataka koja se
dobije u takvom ispitivanju dobro organizira i pohrani u neku od javno dostupnih baza
podataka. Pohranjivanje podataka u takvim bazama ujedno je i uvjet za objavu istrazivanja u
vecini znanstvenih Casopisa. Postoji nekoliko javno dostupnih baza podataka u kojima je
moguce pohraniti rezultate istrazivanja, a najpoznatije su Gene Expression Omnibus (GEO) u
sklopu americkog Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (engl. National Center for
Biotechnology Information, NCBI) 1 ArrayExpress u sklopu Europskog bioinformatickog

instituta (engl. European Bioinformatics Institute, EBI). Kako bi se pohranjeni rezultati
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mogli usporediti s rezultatima drugih istrazivanja te kako bi se mogla provesti neovisna
provjera dobivenih rezultata, potrebno je drzati se odredenog standarda prilikom objave
rezultata. Stoga je medunarodno drustvo biologa, bioinformatiCara i statistiara (engl.
Functional GEnomics data (FGED) Society) stvorilo grupu koja je razvila smjernice MIAME
(engl. Minimum Information About a Microarray Experiments), u kojima je naveden
minimum potrebnih informacija o eksperimentu na Cipu (221). U navedeni minimum spadaju
informacije o dizajnu istrazivanja, o koriStenim ploCicama, o koriStenim uzorcima, o
izoliranju 1 oznacavanju molekula RNA, o uvjetima u kojima je provedena hibridizacija, o
ocitavanju plocica te naposljetku o nac¢inu provodenja normalizacije. Kako bi se prikupljene
informacije mogle pohranjivati u strukturiranom obliku, spomenuto drustvo stvorilo je i radnu
grupu koja je pokrenula projekt MAGE (engl. Microarray and Gene Expression), u kojem su
definirani standardi za razmjenu rezultata dobivenih istrazivanjima genskoga izrazaja na Cipu
(www.mged.org). Ti standardi uklju¢uju model za razmjenu rezultata koji se zove MAGE-
OM (engl. Microarray Gene Expression — Object Model) 1 dva razliCita formata za razmjenu
rezultata (222). Prvi takav format razvijen je u jeziku za oznafavanje podataka (engl.
EXtensible Markup Language, XML), 1 zove se MAGE-ML (engl. Microarray Gene
Expression — Markup Language), a ubrzo nakon toga razvijen je 1 drugi, jednostavniji, koji se
temelji na proracunskim tablicama (engl. spreadsheets) te je nazvan MAGE-TAB (engl.
microarray gene expression — Tabular Format) (223, 224). Ujedno, baze podataka nude
razliCite alate za unos podataka kao Sto je MIAMExpress za unos podataka u ArrayExpress

bazu.

1.8.6. Analiza grupa i obiljezja

Za sistematsku analizu rezultata dobivenih mjerenjem genskoga izrazaja na DNA ¢&ipu koristi
se analiza grupa (engl. cluster analysis) 1 analiza obiljezja (engl. annotation analysis). Analiza
grupa temelji se isklju¢ivo na podacima dobivenim u eksperimentu, dok se analiza obiljezja
temelji na prijasnjim saznanjima. Analizom grupa moguce je propustiti neke obrasce koji su
odmah uocljivi ako se razmatraju prijaSnja saznanja, dok analiza obiljezja moze biti vrlo

ogranicavajuca ako se previse usredotocuje na ve¢ opisane gene i procese (225).

1.8.6.1. Analiza grupa
Osnovna ideja koja stoji iza grupiranja podataka (engl. clustering) dobivenih oc¢itanjem DNA

Cipa je da geni sa slicnim izrazajem imaju 1 sli¢nu biolosku ulogu (226). Za grupiranje se
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koriste metode kojima se dobiveni podaci grupiraju u unaprijed odredene grupe (engl.
supervised methods) ili metode u kojima se podaci grupiraju bez obzira na ranija saznanja
(engl. unsupervised methods). Grupiranje se provodi na obradenim podacima prikupljenim u
svim eksperimentima, a kako bi se prikazao izrazaj gena u svakom eksperimentu, vrijednosti
za svaki gen predstavljene su kao toCka u n-dimenzionalnom prostoru, pri ¢emu »n predstavlja
broj provedenih eksperimenata. Na temelju sli€nosti u izrazaju moguce je grupirati gene ili
eksperimente, a moguce je istovremeno koristiti i oba grupiranja pa tada govorimo o
dvostrukom grupiranju (engl. two-way clustering, biclustering). Neke od Cesto koriStenih
metoda za grupiranje su K-prosjeci (engl. K-means), samoorganiziraju¢e mape (engl. self-
organizing map, SOM) 1 K-najblizi susjed (engl. K-nearest neighbor, KNN), no najcesce se
koristi hijerarhijsko gurpiranje (engl. hierarchical clustering) i analiza glavnih komponenti
(engl. principal component analysis, PCA) (227). Prilikom hijerarhijskog grupiranja, prvo se
stvara matrica udaljenosti (engl. distance matrix) u kojoj se nalaze uzajamne udaljenosti
gena. Nakon toga se dva najbliza gena mogu spojiti u grupu ako se koristi pristup koji pocinje
od pojedinacnih gena (engl. agglomerative, bottom-up approach), ili se grupe radvajaju, u
slucaju da se koristi pristup koji pocinje od pojedinacne grupe u kojoj su sadrzani svi geni
(engl. divisive, top-down approach). Ovaj postupak ponavlja se n-1 puta, a svaki puta stvara
se nova matrica udaljenosti. Udaljenosti medu grupama racunaju se pomocu metode
jednostruke povezanosti (engl. single linkage, minimum method, nearest neighbor) kojom se
racuna najmanja udaljenost izmedu bilo kojeg ¢lana jedne grupe i bilo kojeg ¢lana druge
grupe, metode potpune povezanosti (engl. complete linkage; maximum method, furthest
neighbor), kojom se racuna najveca udaljenost izmedu bilo kojeg ¢lana jedne grupe 1 bilo
kojeg ¢lana druge grupe, ili metode prosjecne povezanosti (engl. average linkage; unweighted
pair group method with arithmetic mean, UPGMA), kojom se ra¢una prosjecna udaljenost
izmedu bilo kojeg ¢lana jedne grupe i bilo kojeg ¢lana druge grupe. Analizom glavnih
komponenti, s druge strane, smanjuje se broj dimenzija 1 broj tocaka koje se koriste za prikaz
vrijednosti izrazaja gena u prostoru te se prikazuju samo razlike vrijednosti izrazaja svih gena
u provedenim eksperimentima. To se postize otkrivanjem pravaca u kojima su razlike
najvece, a koji se zovu glavne komponente. NajviSe razlika pokazuje prva glavna
komponenta, a svaka sljede¢a pokazuje preostale razlike. Na taj nacin stvara se
dvodimenzionalni ili trodimenzionalni dijagram u kojem je prikazana veza izmedu

analiziranih gena 1 provedenih eksperimenata.
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1.8.6.2. Analiza obiljezja

Vazan korak u analizi rezultata dobivenih ocitanjem DNA c¢ipa je obiljezavanje gena (engl.
gene annotation), za $to se najc¢eSce koriste pravila definirana projektom genske ontologije
(engl. gene ontology project) (228). Obiljezavanje po pravilima genske ontologije omogucuje
standardiziranje prikaza svojstava gena i1 genskih produkata u razli¢itim bioloSkim vrstama 1
bazama podataka, uvid u bioloske mehanizme u koje su pojedini geni uklju€eni te istraZivacki
pristup na razini sustavne biologije. U tu svrhu razvijena su tri rjecnika (engl. vocabularies),
odnosno ontologije (engl. ontologies), u kojima su definirani termini koji opisuju kojoj
staninoj komponenti pripada genski produkt (engl. cellular component), koja mu je
molekularna funkcija (engl. molecular function) 1 u kojem bioloSkom procesu sudjeluje (engl.
biological process). Primjeri termina sadrzanih u rje¢niku koji opisuje bioloske procese su
“rast 1 odrzavanje stanice” ili “provodenje signala” u Sirem smislu, dok su primjeri za procese
u uzem smislu “translacija”, “metabolizam pirimidina” ili “biosinteza cAMP”. Primjeri
termina iz rjecnika koji opisuje funkciju molekula u Sirem smislu su “enzim”, “transporter” ili
“ligand”, dok u uzem smislu funkciju molekula opisuju termini poput “adenilat ciklaza™ ili
“ligand Toll receptora”. Termini iz rjecnika za opis stani¢nih komponenti su na primjer
“ribosom”, “proteasom”, ‘“‘stanicna membrana” ili “Golgijevo tijelo”. Svi termini koji se
koriste u rje€nicima mogu se primjeniti na sve bioloske organizme 1 neprestano se
nadograduju, a svaki od termina povezan je s jednim ili viSe drugih termina u istom ili u
drugom rje¢niku. Zahvaljujuéi projektu genske ontologije geni se mogu obiljeziti jednim ili
viSe terminom iz svakog od spomenutih rje¢nika, a na temelju termina kojima su obiljeZeni
mogu se svrstati u funkcionalne povezane skupine. Pomocu statistiCkih metoda moze se
provesti analiza zastupljenosti (engl. enrichment analysis) svakog pojedin¢anog termina na
listi odabranith gena, kao 1 analiza zastupljenosti grupa funkcionalno sli¢nih termina. Za
analizu zastupljenosti termina genske ontologije najces¢e se koriste programi poput Onto-

Express-a, GOstat-a, GoMiner-a, EASE-a i DAVID-a (229).

1.8.7. Analiza mreza i puteva
Znanost je prema definiciji ukupnost sredenih 1 uop¢enih znanja koja uklju¢uju promatranja,
pokuse, istrazivanja i objasSnjavanje Cinjenica i pojava u pojedinim dijelovima covjekova

poznavanja prirode 1 drustva (www.hjp-novi-liber.hr). U mnogim znanostima tijekom

proteklih stolje¢a dominirao je redukcionizam koji je na slozeni sustav gledao kao na zbroj

svih njegovih elemenata. Takav pristup pruzao nam je mnogo informacija o samim
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elementima, no s vremenom je postalo jasno da su funkcija i struktura slozenih sustava puno
ceSc¢e rezultat veza medu elementima sustava nego zbroja samih elemenata. Stoga se znanost
okrenula holistickom pristupu u kojem se na sustav gleda kao na cjelinu. Na temelju holizma
razvila se 1 sistemska biologija, interdisciplinarna grana biologije koje proucava
medudjelovanja u slozenim bioloskim sustavima. Primjer takvog bioloSkog sustava je stanica
koja se sastoji od mnostva medusobno povezanih elemenata, kao §to su proteini, DNA, RNA i
male molekule. Saznanja o vezama medu pojedinacnim elementima nekog bioloSkog sustava
ve¢ dugo vremena dobivaju se biokemijskim eksperimentima, no pravi zamah sistemska
biologija dozivjela je tek nakon Sto je bilo moguce provesti istrazivanja visoke propusnosti
(230). U takvim istraZzivanjima istovremeno se ispituje mnoStvo elemenata, a na temelju
statistiCke obrade dobivenih rezultata moguce je opisati veze medu pojedinacnim elementima
(231). Kako bi se zbivanja unutar slozenih bioloskih sustava objasnila §to zornije, elementi i
veze unutar sustava prikazuju se u obliku puteva (engl. pathways) 1 mreza (engl. networks).

Bioloski putevi predstavljaju niz aktivnosti koje se odvijaju preko razli¢itih posrednika i
imaju neki zajednicki cilj (232). Na njith moZzemo gledati kao na vektore usmjerene k
odredenoj tocki. Razlikujemo molekularne puteve (engl. molecular pathways) koji preko
razlic¢itih molekula djeluju na osnovne biokemijske mehanizme kao $to je glukoneogeneza ili
MEK (engl. MAPK ERK kinase) signalni put, zatim stani¢ne puteve (engl. cellular pathways)
koji reguliraju sveukupna zbivanja u stanici poput sinteze proteina ili apoptoze te organske
odnosno sistemske puteve (engl. organ/system pathways) koji izvrSavaju vise funkcije poput
pamcenja 1 imunoloskog odgovora. Za razliku od puteva, veze medu elementima u mrezi ne
moraju pokazivati neku aktivnost, zbog ¢ega mreze nisu vektori usmjereni nekom cilju.
Bioloske mreze u mnogoc¢emu se podudaraju s mrezama koje se koriste za prikaz drugih
sloZzenih sustava kao S$to su internet, raCunalo i druStvo. Pri radu s mrezma Koriste se
univerzalna pravila koja definira nova znanost o mrezama (engl. network science). Mreze se
sastoje od c¢vorova (engl. node) medusobno povezanih rubovima (engl. edge) koji
predstavljaju definirane veze. U bioloSkim mrezama ¢vorovi mogu biti bilo koji bioloski
elementi, uklju¢uju¢i gene 1 njihove produkte, nekodirajuce sljedove DNA, puteve, bolesti,
terapeutske intervencije ili kombinaciju svega navedenog. No, u mrezZi su puno vaznije veze,
na temelju kojih moZemo razlikovati genske 1 fizicke mreze (233). U genskim mrezama
postoji veza izmedu dva razli¢ita gena (engl. genetic linkage), dok u fizickim mrezama
postoje fizicke, funkcionalne i regulatorne veze izmedu ukljucenih elemenata. Primjeri takvih

mreza su regulatorna mreza (engl. regulatory network), mreza genskoga izrazaja (engl. co-
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expression network), metabolicka mreza (engl. metabolic network) 1 mreza proteinskih
interakcija (engl. protein-protein interaction network, PPI).

Putevi 1 mreze koriste se u funkcionalnoj genomici za povezivanje genotipa i fenotipa
prilikom analize rezultata dobivenih istrazivanjima visoke propusnosti u kojima se ispituje
cjelokupni genom, transkriptom ili proteom. Analizom genskoga izraZzaja pomocu puteva
mogu se otkriti putevi u kojima su statisticki znacajno zastupljeni geni koji su pokazali
razliku u izraZaju. Opcenito u analizi puteva moZemo razlikovati dva pristupa: analiza
konkretnog puta (engl. candidate pathway analysis) ili analiza velikog broja puteva (engl.
genome-wide pathway analysis, GWPA). Prednost analize pomoc¢u puteva je da su posrednici
1 njihova povezanost u putevima definirani na temelju ranije provedenih istrazivanja, zbog
¢ega vrlo dobro prikazuju razli¢ite bioloske funkcije u zdravlju i bolesti ili nakon lijecenja.
No, upravo zbog ve¢ definiranth odnosa, ne mogu se otkriti neka nepredvidena
medudjelovanja gena, Sto pak predstavlja glavni nedostatak ovakve analize. S druge strane,
analiza genskoga izrazaja pomocu mreza, za razliku od analize pomocu zastupljenosti
funkcionalnih grupa gena i1 analize pomocu puteva, ne postavlja nikakva ogranic¢enja u smislu
prethodnog stvaranja grupa gena ili definiranja veza, zbog Cega se smatra da mreze najbolje
prikazuje slozene sustave kao $to su poligenske bolesti. Analizom genskoga izrazaja pomocu
mreZa stvaraju se nove funkcionalne mreZe u kojima su prikazani geni koji su pokazali razliku
u izrazaju 1 njihove medusobne veze te se na temelju toga mogu donijeti zakljucci o bioloskim
funkcijama u kojima ti geni sudjeluju. S obzirom da se analize puteva 1 mreza zasnivaju na
slozenim postupnicima, za njihovo provodenje koriste se racunalni programi poput IPA
(Ingenuity Systems Inc., http://www.ingenuity.com) i Ciytoscape (http://www.cytoscape.org)

(234).

1.8.8. Potvrda rezultata

Potvrda rezultata dobivenih ispitivanjem genskoga izrazaja na Cipu provodi se pomocu
racunalnih (engl. in silico) i laboratorijskih metoda (235). Racunalnim metodama dobiveni
rezultati usporeduju se s podacima dostupnim u literaturi te s podacima iz baza podataka u
kojima su sadrzani rezultati drugih sli¢nih istrazivanja. S druge strane, laboratorijske metode
omogucuju neovisnu, eksperimentalnu potvrdu dobivenih razina izraZaja, a najceSce se
provode pomocu istih uzoraka koji su se koristili u eksperimentu provedenom na ¢ipu. U ove
metode ubraja se Northern-blot hibridizacija, test zastite od ribonukleaza (engl. ribonuclease

protection assay), in situ hibridizacija te kvantitativna lanfana reakcija polimerazom u

53



Uvod

stvarnom vremenu (engl. quantitative real time polymerase chain reaction, qQRT-PCR). Za
laboratorijsku analizu najces¢e se odabiru geni s najve¢om promjenom u izrazaju, no osim
razine izrazaja, na odabir utjecu i bioloSke funkcije gena te rezultati ranije provedenih
istrazivanja. Nakon analize 1 potvrde, dobiveni rezultati mogu se ispitati 1 u novoj skupini
uzoraka izoliranih iz sustava u kojima je takoder opazen ispitivani bioloski fenomen. U
slucaju da se analiziraju razlike u genskomu izrazaju izmedu bolesnika i zdravih kontrola,
ovakvim pristupom mozemo potvrditi da su razlike u genskomu izrazaju prisutne i u novoj
skupini bolesnika te da su najvjerojatnije univerzalna karakteristika ispitivane bolesti.

Za potvrdu 1 ispitivanje dobivenih rezultata u novoj skupini bolesnika naj¢esce se koristi qRT-
PCR metoda. Nedavno provedeno istrazivanje pokazalo je da razina genskoga izrazaja
izmjerena ovom metodom dobro kolerira s razinama izrazaja izmjerenima na Cipu (236).
Sama reakcija provodi se u tri glavna koraka koja ¢ine jedan ,.ciklus®: denaturacija,
hibridizacija 1 produljivanje. Prije pocetka reakcije, RNA izolirana iz stanica ili tkiva
prepisuje se u cDNA kojoj se tada dodaju odredeni sljedovi nukleotida, odnosno pocetnice
(engl. primers) specifiCne za ispitivane gene. Tako dobivena smjesa se zagrijava kako bi se
razdvojili, odnosno denaturirali lanci DNA, a zatim hladi kako bi se pocetnice hibridizirale s
odgovaraju¢im ciljnim molekulama DNA. Budu¢i da je koncentracija pocetnica puno veca od
ciljnih molekula, koje se nazivaju 1 predlosci, veéina denaturiranih ciljnih molekula DNA
hibridizira se s pocetnicama umjesto s komplementarnim lancem ciljne molekule DNA.
Termostabilni enzim DNA polimeraza, po kojoj je ova reakcija dobila ime, nakon toga
produljuje slijed pocetnica te stvara potpuno novu dvolancanu molekulu DNA predloska.
Ovaj ciklus ponavlja se mnogo puta, §to dovodi do eksponencijalnog umnaZzanja ciljnih
molekula DNA. Ovisno o nacinu provodenja razlikujemo kvalitativnu PCR, semi-
kvantitativnu PCR 1 kvantitativnu PCR. Kvalitativnom PCR moZemo ispitati prisutnost
odredenog gena u uzorku razdvajanjem umnoZenih molekula elektroforezom na agaroznom
gelu, no ne moze se odrediti apsolutni broj umnozenih molekula ili omjer izraZaja. Semi-
kvantitativna PCR u osnovi je sli¢na kvalitativnoj PCR, osim §to se potonjim na¢inom nakon
odredenog broja ciklusa analizira nakupljanje ciljnih molekula DNA, pod pretpostavkom da
se u uzorcima u kojima se na pocetku nalazi veci broj ciljnith molekula mogu ranije otkriti
umnozene ciljne molekule. Zahvaljuju¢i oznaCavanju umnoZenih ciljnih molekula DNA,
kvantitativnom PCR u realnom vremenu moguce je u svakom ciklusu odrediti trenutnu
koncentraciju umnozenih molekula (237). Za oznacavanje se najceSc¢e koriste agensi koji se

vezu za dvolanCanu DNA. Oni se mogu podijeliti na interkalatore (engl. intercalators) poput
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etidij bromida 1 agense koji se vezu za male zljebove DNA (engl. minor groove binders)
poput SYBR Green I. Kako bi se mogli koristiti za PCR, ovi agensi moraju pokazivati
povecanu flourescenciju kada se vezu za dvolancanu DNA 1 ne smiju inhibirati reakciju.
Osim navedenih agensa, za kvantifikaciju umnozenih molekula DNA mogu se koristiti i
posebne hibridizacijske probe i/ili pocetnice oznacene s dva fluorofora. Kada su fluorofori u
neposrednoj blizini, zbog prijenosa rezonantne energije fluorescencije medu fluoroforima
(engl. fluorescence resonance energy transfer, FRET), ne moze se otkriti fluorescencija, no
svako umnazanje molekule DNA dovodi do otpuStanja fluorofora, zbog cega je moguce
izmjeriti fluorescenciju i1 odrediti koliécnu umnoZenih molekula DNA. U reakciji lancane
polimeraze u realnom vremenu vrlo je bitan trenutak ili ciklus u kojem se prvi puta moze
otkriti umnoZena ciljna molekula DNA (engl. cycle treshold, C;), odnosno u kojem je
intenzitet fluorescencije veéi od pozadinske fluorescencije. Sto je veéa podetna koncentracija
ciljne molekule DNA u uzorku, prije ¢e do¢i do znacajnog pojacanja signala flurescencije 1 C;
¢e biti manji. Sama reakcija moze se provesti u jednom koraku, pri ¢emu se odjednom
odvijaju sve reakcije od prepisivanja RNA do umnazanja, ili u dva koraka, pri ¢emu se prvo
odvija prepisivanje u cDNA, a zatim umnazanje. Kako bi se razli¢iti uzorci mogli uc¢inkovito
usporedivati, prije kvantifikacije umnozenih molekula DNA potrebno je provesti
normalizaciju, zbog €ega se u svaki ispitivani uzorak dodaju i pocetnice specifi¢ne za tzv.
domacinske gene (engl. housekeeping genes). To su geni poput GADPH, beta aktina 1 18S
RNK, koji kodiraju proteine za odrZavanje osnovne strukture 1 funkcije stanica te imaju sli¢an
izrazaj u svim bioloSkim uzorcima. Kvantifikacija pak moze biti apsolutna ili relativna. U
apsolutnoj kvantifikaciji odreduje se broj kopija odredenog gena u ispitivanim uzorcima na
temelju usporedbe s uzorcima u kojima je poznat broj kopija, dok se u relativnoj kvantifikaciji
odreduje omjer izrazaja odredenog gena u ispitivanom uzorku u odnosu na neki kontrolni
uzorak, pri ¢emu se koriste razli¢ite matematicke metode poput metode standardne krivulje

(engl. standard curve method) i komparativne C; metode (274

). Lancana reakcija polimeraze
u realnom vremenu traje samo 30 — 60 minuta, relativno je jeftina 1 zahtijeva svega nekoliko

ng RNA za analizu.

1.9. Dosadasnja istraZivanja genskoga izrazaja u bolesnika sa spondiloartritisima
Do danas je proveden tek manji broj istrazivanja u kojima je ucinjena analiza genskoga
izrazaja u bolesnika sa SpA-om (tablica 5). Dva takva istrazivanja provedena su prije vise od

deset godina, u njima je sudjelovao mali broj bolesnika 1 radena je analiza izrazaja malog
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broja gena (238, 239). IstraZivanja provedena u proteklih nekoliko godina pokazala su da se
na temelju analize genskoga izrazaja mogu pouzdano razlikovati bolesnici sa SpA-om od
zdravih osoba (240-244). Pokazalo se da u bolesnika sa SpA-om povecan izrazaj imaju geni
koji sudjeluju u prirodenom imunoloskom sustavu (SPARC, SLPI, NLRP2), zatim geni za
receptore IL-1 te geni koji sudjeluju u pregradnji kostiju (240). Nadalje, pokazalo se da
izraza) gena RGS1 moze posluziti kao prediktivni ¢imbenik za AS, a joS bolje za
nediferencirani oblik SpA-a (241). Osim toga, pokazalo se da u bolesnika s AS-om postoji
smanjen izrazaj gena povezanih s imunoloskim odgovorom (NR4A2, TNFAIP3, CD69), §to
moze posluziti kao snazni prediktivni ¢imbenik za AS (242). K tome se pokazalo da u
bolesnika s AS-om povecan izrazaj imaju geni za TLR4 1 TLRS, §to potvrduje vazZnost
razli¢itih podvrsta TLR 1 odgovora na gram negativne bakterije u patogenezi SpA-a (243).
Naposljetku, nedavno provedeno istrazivanje pokazalo je da u bolesnika s AS-om postoji
povecan izrazaj gena SPOCK2 1 EP300 ¢iji produkti sudjeluju u metabolizmu kosti i
hrskavice (244).

Medu prvim istrazivanjima u kojima je analiziran izrazaj gena u bolesnika s juvenilnim
spondiloartritisom bilo je istrazivanje provedeno 2004. godine (245). U tom istrazivanju
sudjelovalo je 26 bolesnika s postavljenom dijagnozom kroni¢nog artritisa prema ACR-ovim
dijagnostickim 1 klasifikacijskim kriterijima te 15 osoba odgovaraju¢e dobi 1 spola koji su
posluzili kao zdrave kontrole. Od toga je 5 bolesnika imalo oligoartikularni oblik bolesti, 15
poliartikularni, a 6 je imalo postavljenu dijagnozu jSpA-a. Svim bolesnicima i1 zdravim
kontrolama ucinjenja je analiza izraZaja gena mononuklearnih stanica periferne krvi (PBMC),
a u 10 bolesnika sa poliartikularnim oblikom bolesti, 5 sa oligoartkularnim 1 5 sa jSpA-om
ucinjena je 1 analiza genskoga izraZzaja mononuklearnih stanica sinovijalne teku¢ine (SFMC).
Za analizu je koriSten Affymetixov U95Av2 chip sa 12 651 skupom proba. Dobiveni rezultati
pokazali su da u PBMC-u bolesnika s poliartikularnim oblikom bolesti postoji razlika u
izrazaju 342 gena u odnosu na zdrave kontrole. Provedena ontoloska analiza pokazala je da je
vecina tih gena povezana s regulacijom stanica imunoloskog sustava, signalnim putevima
(JAK-STAT), metabolizmom 1 degradacijom proteina te angiogenezom. Usprkos malom
broju bolesnika s jSpA-om, pokazlo se da u PBMC-u ovih bolesnika takoder postoji statisticki
znacajna razlika u genskomu izrazaju (P<0.05) za gene CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS8 1
STATI. Produkti CXCL gena su kemokini povezani s angiogenezom i mogu se kategorizirati
kao angiogeni ili angiostatski ovisno o prisutnosti ili odsutnosti ELR motiva (glutaminska

kiselina, lizin 1 arginin). Daljnja analiza genskoga izrazaja ovih gena u PBMC-u i SFMC-u
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svih bolesnika pokazala je znaCajno povecan izrazaj Cetiri angiogena gena (CXCL1, CXCL2,
CXCL3 1 CXCL8) u PBMC-u bolesnika s poliartikularnim oblikom bolesti u usporedbi s
izrazajem u bolesnika s oligoartikularnim oblikom bolesti 1 s izrazajem u zdravih osoba.
Izrazaj spomenutih gena u SFMC-u bio je podjednako povecan u svim oblicima bolesti u
usporedbi sa izrazajem u PBMC-u zdravih kontrola. S druge strane, izrazaj tri angiostatska
gena (CXCL9, CXCL10 1 CXCL11) u SFMC-u bolesnika s poliartikularnim oblikom bio je
povecan u usporedbi s izrazajem u PBMC-u zdravih kontrola, no smanjen u usporedbi s
izrazajem u SFMC-u oligoartikularnih bolesnika. CXCL10 je takoder bio manje izrazen u
SFMC-u bolesnika s jSpA-om u usporedbi s izrazajem u SFMC-u bolesnika s
oligoartikularnim oblikom bolesti. Za gene CXCL3 1 CXCLS ucinjena je 1 RT-PCR analiza u
bolesnika s poliartikularnim oblikom bolesti koja je potvrdila rezultate dobivene na Cipu.
Medu nedostatke ovog istrazivanja spada prije svega malen broj bolesnika s jSpA-om koji
nisu odabrani prema ILAR-ovim kriterijima, koriStenje PBMC-a 1 SFMC-a za izolaciju
mRNA, zatim malen broj skupova proba na koriStenoj ploCici te neprovodenje potvrde
dobivenih rezultata u veceg broja bolesnika i za veci broj gena. Osim toga, za ontoloSku
klasifkaciju gena koriStena je zastarjela baza. Ipak, ovo istrazivanje ukazalo je na ulogu
CXCL kemokina 1 JAK-STAT signalnog puta u razvoju juvenilnog idiopatskog artritisa,
ukljucujucéi 1 jJSpA.

U drugom istrazivanju, koje je provedeno u pet centara 1 trajalo je dvije godine, sudjelovalo je
136 djece s postavljenom dijagnozom JIA-a te 59 odgovarajucih zdravih kontrola (246). Svi
bolesnici klasificirani su pomoc¢u ILAR-ovih kriterija, tako da je 28 djece imalo ErA, 43
perzistentni oligoartritis, 45 RF negativni poliartritis, a 21 dijete imalo je sistemski oblik JIA-
a. Prije skupljanja uzorka, niti jedan od sudionika istrazivanja nije bio lijecen DM ARD-ovima
niti bioloskim lijekovima. Takoder, niti jedan od sudionika nije imao postavljenu dijagnozu
neke druge upalne bolesti osim JIA-a. Analiza genskoga izrazaja obavljena je pomocu
Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 chipa, a pokazala je da postoji razlika u izrazaju 5 671 gena. U
bolesnika s ErA-om 148 gena pokazalo je razliku u izrazaju, u bolesnika s perzistentnim
oligartritisom 703, u bolesnika s RF negativnim poliartritisom 608, a u bolesnika s sistemskim
oblikom bolesti 4 643 gena. Samo 6 gena pokazalo je razliku u izrazaju u svim oblicima
bolesti (APPBP2, ZNF230, ZND451, Cl150rfl7, Cl4orf012, MMD). U 14 bolesnika sa
sistemskim oblikom bolesti 1 15 zdravih kontrola provedena je potvrda dobivenih rezlutata
pomoéu RT-PCR-a. Cetiri gena za koja je GeneChip analiza pokazala da imaju veéu

zastupljenost u bolesnika sa sistemskim oblikom bolesti (haptoglobin, IL-10, MS4A4A 1
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SOCS-3) 1 ovom metodom pokazala su sli€an izrazaj. Analiza svih gena koji su pokazali
razliku u izrazaju pomocu Ingenuity Pathway Analysis programa otkrila je da ti geni sudjeluju
u 46 puteva koji su primarno povezani s imunoloSkim i upalnim odgovorom. Analiza grupa
gena pokazala je smanjen izraZaj gena za hemoglobin a (HBA1/A2 i HBA2) i B (HBB) u
bolesnika s ErA-om. To je otkri¢e bilo neocekivano, s obzirom na to da su bolesnici s AS 1
drugim oblicima SpA rijetko anemicni (247). Medutim, jedan od uzroka smanjenog izrazaja
ovih gena mogao bi biti odgovor na TGF-P, za koji se zna da je viSe izrazen u AS-u i da moze
djelovati preko protein 1 aktivatora koji se veze na mjesto blizu gena za hemoglobin (248).
Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da postoje jasne razlike u izrazaju gena povezanih s
imunoloskim 1 upalnim odgovorom u PBMC-u bolesnika s JIA-om. Prilikom odabira
bolesnika s ErA-om koristeni su ILAR-ovi kriteriji, no i u ovom istrazivanju glavni naglasak
bio je na analizi gena povezanih s drugim oblicima JIA-a, a ErA skupina bolesnika bila je
heterogena.

Naposljetku, krajem 2012. objavljeno je istrazivanje u kojem su sudjelovali samo bolesnici s
postavljenom dijagnozom ErA-a prema ILAR-ovim kriterijima (249). RNA je izolirana iz
PBMC-a 20 bolesnika s ErA-om 1 8 odgovaraju¢ih zdravih kontrola te iz SFMC-a 10
bolesnika s ErA-om. Analiza genskoga izrazaja ulinjena je na I[llumina Human WG-
6_v3 BeadChip ploCicama u 17 bolesnika s ErA-om 1 8 zdravih kontrola kojima je RNA
izolirana iz PBMC-a, te u 7 bolesnika s ErA-om kod kojih je RNA izolirana iz SFMC-a. RT-
PCR ucinjen je svim bolesnicima. Uz odabrane znaCajke (omjer izrazaja >2, p<0,05) nije
opazena razlika u izrazaju gena izmedu PBMC-a bolesnika s ErA-om i zdravih kontrola, dok
je u usporedbi s SFMC-om bolesnika s ErA-om 216 gena imalo povecan izrazaj, a 131 gen
imao je smanjen izraZaj. Daljnja analiza pomoc¢u GeneSpring GX programa pokazala je da
182 od tih gena sudjeluju u 13 razliitih puteva, no niti jedan od puteva nije pokazao
statistiCki znacajnu razliku u regulaciji (p<0,05). 1z liste navedenih gena odabrani su geni za
potvrdu RT-PCR-om koja je pokazala da geni Granzyme H, KLRF1, NKG7, KIR3DL3,
CD244, CCR7, CD248 1 FAIM3 imaju smanjen izrazaj u PBMC-u u usporedbi s SFMC-om,
dok su geni CDlc i CDId imali povecan izrazaj. Za topivi CD163 (sCD163) ucinjena je
ELISA u plazmi 27 uzoraka prikupljenih od bolesnika s ErA-om i svih zdravih kontrola te
nije uoCena razlika u koncentraciji. No, u sinovijalnoj tekucini bolesnika s ErA-om
koncentracija sCD163 bila je znacajno veca nego u plazmi istih bolesnika. Ovo je prvo
istrazivanje koje je pokazalo da u SFMC-u bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a

postoji razli¢it izrazaj gena u odnosu na PBMC istih bolesnika. Vecina gena koja je pokazala
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razliku u izraZaju povezana je s imunoloskim sustavom, tako da su u SFMC-u povecan izraZaj
imali geni povezani s predoCavanjem antigena, cCiS¢enjem (engl. scavanger function),
kemotaksijom 1 proteazama, dok su geni ukljuceni u funkciju NK stanica, adheziju stanica i
inhibiciju apoptoze pokazali smanjen izraZaj. Nadalje, povecan izraZzaj CD163 gena u SFMC i
povecana koncentracija sCD163 u sinovijalnoj teku¢ini ukazuje da bi ovaj gen i njegov
produkt, za koji se ranije pokazalo da ima protuupalni u€inak, mogli imati vaznu ulogu u
razvoju bolesti. Zanimljivo je da u ovom istraZivanju nije otkrivena znacajna razlika u
izrazaju gena u PBMC-u bolesnika 1 zdravih kontrola. To bi djelomi¢no moglo biti
uzrokovano metodama koriStenim u istrazivanju (izolacija RNA, plocice), a djelomicno 1
odabranim grani¢nim vrijednostima (omjer izrazaja >2). Osim toga, u nedostatke istrazivanja
moze se ubrojiti 1 heterogenost bolesnika te ¢injenica da su neki bolesnici bili lijeceni
DMARD-ovima. Nadalje, izraZaj gena u bolesnika s ErA-om nije se usporedio s izrazajem u
bolesnika sa slicnim upalnim bolestima, poput drugih oblika JIA-e. Ipak, ovo istrazivanje
pokazuje da se u bolesnika s ErA-om u sinovijalnom odjeljku odvijaju imunoloski procesi

vazni za patogenezu bolesti.

Tablica 5. Do sada provedena istraZivanja u kojima je analiziran genski izraZaj u bolesnika s
postavljenom dijagnozom neke od bolesti iz skupine spondiloartritisa.

Istrazivanje Znacajni geni Izvor Dg P
mRNA N)

A 588 gene microarray analysis of MNDA, MRPS, MRP14, JAK3, PBMC RA 6
the peripheral blood mononuclear =~ MAP kinase p38, TNFR2/p75, SpA 7
cells of spondyloarthropathy CCR1, CXCRA4, Integrin beta 1, PsA 6
patients (238). IL1 beta, IL-8

Clues to pathogenesis of MCP-1, IL-8, IL-1beta, EMAP- SFMC RA 5
spondyloarthropathy derived from II, IFN-Y, TNF alpha, BiP SpA 5

synovial fluid mononuclear cell
gene expression profiles (239).

Insights in to the pathogenesis of ~ ALOX12, BCL6, CLU, CR1, WB SpA 18
axial spondyloarthropathy based DEFA4, GRB10, ILIR1, IL1R2,
on gene expression profiles (240). MAPKI14, NCR3,

NLRP2/NALP2, PTGS1/COX1,

SELP, SLPI, SOD2,

SPARC/SPOCK2, THBD,

THBS1, TREM1, BMP6,

CTNNALI1, KREMENI,

PCSK6

Genome-wide expression profiling RGS1 PBMC uSpA 28
and Real-tim PCR identify RGS1 AS 21
as a candidate biomarker for

undifferentiated SpA (241).
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Gene expression profiling reveals  NR4A2, TNFAIP3, CD69 PBMC AS 18
a downregulation in immune-

associated genes in patients with

AS (242).

Whole-blood Gene Expression TLR4, TLRS WB AS 16
Profiling in Ankylosing

Spondylitis Shows Upregulation

of Toll-like Receptor 4 and 5

(243).

Whole blood transcriptional BCL11B, DNMT1, CDC25B, WB AS 18
profiling in ankylosing spondylitis CLSTNI1, VAMPS, DOCK10,

identifies novel candidate genes SPARC/SPOCK2, ITGB7,

that might contribute to the MCM3, CX3CRI1, PTPNI1,

inflammatory and tissue- EP300, PPP2R1A, CLEC4D

destructive disease aspects (244).

Gene expression in juvenile STATI1, CXCL1, CXCL2, PBMC jSpA 6
arthritis and spondyloarthropathy: CXCL3, CXCLS8 SFMC 5
pro-angiogenic ELR" chemokine

genes relate to course of arthritis

(245).

Subtype-specific peripheral blood Hb o (HbA1/A2, HBA2) 1 PBMC ErA 28
gene expression profiles in recent  (HBB)

onset juvenile idiopathic arthritis

(246).

Synovial fluid mononuclear Granzyme H, KLRF1, NKG7, PBMC ErA 17
cell gene expression profiling KIR3DL3, CDl¢c, CDI1d, SFMC 7

suggests dysregulation of innate
immune genes in enthesitis-
related arthritis patients (249).

CD244, CXCR3, CXCR7,
CXCR16, CD248, FAIM3,
CD163.

Prema nasSim saznanjima, do sada nije provedeno istraZivanje u kojem je analiziran genski
izrazaj u punoj krvi bolesnika s postavljenom dijagnozom jSpA-a prema ILAR-ovim
klasifikacijskim kriterijima, koji su uz to imali odreden HLA genotip 1 izraCunat omjer
vjerojatnosti za razvoj bolesti s obzirom na HLA antigene. Nadalje, zanimljivo je kako niti u
jednom istrazivanju nisu dobiveni isti rezultati, Sto bi moglo biti uzrokovano heterogenos¢u
bolesnika koji su sudjelovali u istrazivanjima, ali 1 €injenicom da su rezultati analize
genskoga izrazaja ovisni o stanicama iz kojih se analizira RNA, o ¢ipovima na kojima se
provodi analiza te o bioinformatickim programima kojima se provodi analiza rezultata
dobivenih na Cipu. Stoga je vrlo vazno da rezultati budu potvrdeni nekom drugom metodom u
novoj skupini nelijecenih 1 lije€enih bolesnika, kao 1 u skupini bolesnika s drugim oblikom

kroni¢nog upalnog artritisa djecje dobi, $to do sada nije ucinjeno niti u jednom istrazivanju.
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2. HIPOTEZA

U djece s tek postavljenom dijagnozom juvenilnog spondiloartritisa postoje promjene

genskoga izrazaja koje utjecu na pojavu bolesti.

3. CILJEVI

3.1. Opéi cilj
Op¢i cilj ovog istrazivanja je otkrivanje razlika u genskomu izrazaju u punoj krvi nelijecnih

bolesnika s novopostavljenom dijagnozom juvenilnog spondiloartritisa.

3.2. Specificni ciljevi
U specifi¢ne ciljeve istrazivanja spada:

1. Potvrda izraZaja odabranih gena neovisnom metodom u istoj skupini bolesnika u kojoj
je ucinjena analiza genskoga izrazaja pomoc¢u DNA <¢{ipova (neovisna potvrda
dobivenih rezultata);

2. Potvrda izrazaja odabranih gena neovisnom metodom u novoj skupini bolesnika s
postavljenom dijagnozom juvenilnog spondiloartritisa (potvrda univerzalnosti
dobivenih rezultata);

3. Potvrda razlika u izraZaju odabranih gena neovisnom metodom u novoj skupini
bolesnika s postavljenom dijagnozom druge bolesti iz iste skupine (potvrda

specifi¢nosti dobivenih rezultata).
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4. SUDIONICI I METODE

Shematski prikaz tijeka istrazivanja prikazan je na slici 5.

ODABIR SUDIONIKA

L
v
v
L

IZOLACIJA RNA

ISPITIVANJE IZRAZAJA NA CIPOVIMA

ANALIZA DOBIVENIH REZULTATA

POTVRDA REZULTATA qRT-PCR ANALIZOM

Slika 5. Shematski prikaz tijeka istrazivanja.

4.1. Odabir sudionika

Uzorci periferne krvi za analizu genskoga izrazaja prikupljeni su u Ambulanti za
reumatologiju Djecje bolnice Srebrnjak tijekom 2010. 1 2011. godine od 45 djece s
postavljenom dijagnozom nediferenciranog oblika jSpA-a te 11 djece s postavljenom
dijagnozom oligoartikularnog ili poliartikularnog oblika JIA-a. Za postavljanje dijagnoza
koriSteni su ILAR-ovi klasifikacijski kriteriji (tablica 2). Svim bolesnicima s postavljenom
dijagnozom jSpA-a u sklopu standardne obrade ucinjene su osnovne imunoloske pretrage
(ANA, RF) u ImunoloSkom laboratoriju Klinickog zavoda za laboratorijsku dijagnostiku
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb te HLA tipizacija u Zavodu za tipizaciju tkiva Klinickog
zavoda za laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Zagreb. Ostale potrebne
laboratorijske pretrage (KKS, CRP, SE, C3, C4, feritin) radene su na Odjelu za klini¢ko-
laboratorijsku dijagnostiku Djecje bolnice Srebrnjak.

Uzorci krvi 21 bolesnika prikupljeni su odmah nakon postavljanja dijagnoze jSpA, $to je bilo
12-24 tjedana nakon pojave prvih simptoma bolesti. Spomenuti bolesnici bili su lijeceni
lijekovima iz skupine NSAIL, no najmanje 24 sata prije uzimanja uzorka nisu primali nikakve

lijekove. Kod ostala 24 bolesnika s postavljenom dijagnozom juvenilnog spondiloartritisa
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uzorci krvi prikupljeni su 24 ili viSe tjedana nakon pojave prvih simptoma bolesti. Kod
navedenih bolesnika u sklopu standardne obrade ucinjena je 1 MR kraljeznice u Klinickom
zavodu za dijagnosticku 1 intervencijsku radiologiju Klinickog bolnickog centra Sestre
Milosrdnice, kojom je isklju¢en razvoj jAS. Neki od tih bolesnika bili su lijeceni lijekovima
iz skupine DMARD-a i1 kortikosteroidima. Kod 11 bolesnika s postavljenom dijagnozom
oligoartikularnog ili poliartikularnog oblika JIA-a, koji su Cinili kontrolnu skupinu sudionika
s postavljenom dijagnozom drugog oblika JIA-a, simptomi bolesti bili su prisutni duze od 24
tjedana u trenutku prikupljanja uzoraka krvi, a neki od navedenih bolesnika takoder su bili
lijeceni lijekovima iz skupine DMARD-a i kortikosteroidima.

Uzorci krvi prikupljeni su 1 od 12 djece koja su tijekom 2011. godine doSla na kontrolni
pregled nakon preboljele akutne infekcije donjeg diSnog sustava virusne etiologije u
Pulmolo$ku ambulantu Djecje bolnice Srebrnjak. Navedena djeca ¢inila su kontrolnu skupinu
zdravih sudionika, a prije uzimanja uzoraka krvi prikupljeni su anamnesticki podaci kojima je
iskljuena prisutnost kroni¢nih upalnih bolesti 1 stanja te su na Odjelu za klini¢ko-
laboratorijsku dijagnostiku Djecje bolnice Srebrnjak ucinjene laboratorijske pretrage (KKS,
CRP, SE) kojima je iskljuCena prisutnost akutne upalne bolesti.

Ispitivanje genskoga izrazaja na DNA c¢ipovima ucinjeno je u skupini od 11 nelijeCenih
bolesnika s jSpA-om kojima su uzorci krvi prikupljeni 12 — 24 tjedana nakon pojave prvih
simptoma (B1) te u Cetvero djece iz kontrolne skupine zdravih sudionika (KZ1). Potvrda
dobivenih rezultata qRT-PCR metodom ucinjena je u istoj skupini od 11 bolesnika s jSpA-om
kod kojih je uc€injeno ispitivanje genskoga izrazaja na DNA c¢ipovima (B1), u novoj skupini
od 10 nelije¢enih bolesnika s jSpA-om kod kojih su uzorci krvi prikupljeni 12 — 24 tjedana
nakon pojave prvih simptoma (B2) te u skupini od 24 lijecena bolesnika s jSpA-om kod kojih
su uzorci krvi prikupljeni 24 ili viSe tjedna nakon pojave prvih simptoma (B3). Osim toga,
qRT-PCR analiza u€injena je i u 11 bolesnika s oligoartikularnim ili poliartikularnim oblikom
JIA-a kojima su uzorci krvi prikupljeni 24 ili viSe tjedana nakon pojave prvih simptoma, a
koji su Cinili kontrolnu skupinu bolesnika s postavljenom dijagnozom drugog oblika JIA-a
(KB). Rezultati qRT-PCR analize svih bolesnika usporedeni su s rezultatima u skupini od 12
djece koja su ¢inila kontrolnu skupinu zdravih sudionika (KZ2). Demografske karakteristike,

dijagnoza, provedene analize 1 HLA genotip sudionika istraZivanja prikazani su u tablici 6.
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Tablica 6. Demografske karakteristike, dijagnoza, provedene analize, terapija 1 HLA genotip
sudionika istrazivanja.

S N Dob (g), DG Analiza Terapija B7 B27 B7/B27
(m/f) (raspon) (OR (OR (OR
2.61) 5.69) 14.82)
B1 11 12,5 JSpA DNA ¢ip  NSAIL 1 2 8
(6/5) (5-17) gRT-PCR
B2 10 13,6 JSpA gqRT-PCR NSAIL 2 6 0
(4/6) (9-17)
B3 24 13,5 JSpA qRT-PCR  NSAIL 5 12 1
(11/13)  (5-18) DMARD
KS
KB 11 12 JIA qRT-PCR  NSAIL  / / /
(3/8) (4-18) (oligo, poli) DMARD
KS
KZ1 4 11,6 / DNA¢ip / / / /
(1/3) (9-16) gRT-PCR
K72 12 13,5 / qRT-PCR / / / /

6/6)  (5-19)

Skracenice: S, skupina; N, broj sudionika; DG, dijagnoza; NSAIL, nesteroidni
antiinflamatorni lijekovi; DMARD, antireumatski lijekovi koji utjeCu na tijek bolesti (engl.
disease-modifying anthireumatic drugs); KS, kortikosteroidi; OR, omjer vjerojatnosti (engl.
odds ratio).

Provodenje ovog istrazivanja odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu te Eticko povjerenstvo Djecje bolnice Srebrnjak, a roditelji svih
sudionika istraZivanja prije uzimanja uzoraka krvi potpisali su unaprijed pripremljeni
informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju. Uz roditelje, informirani pristanak

potpisala su 1 sva djeca starija od 12 godina.

4.2. Izolacija RNA

Svim sudionicima istrazivanja uzeto je ukupno 7,5ml venske krvi pomocu tri PAXgene™
epruvete za stabilizaciju ukupne RNA iz pune krvi (3x2,5mL=7,5mL). Svi uzorci krvi uzeti
su u jutarnjim satima te su u vremenskom razdoblju od 24 sata nakon vadenja dostavljeni na
Odjel za funkcionalnu genomiku Centra za translacijska 1 klinicka istrazivanja Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, gdje su do pristupanja izolaciji RNA bili pohranjene na -
80°C. Sve epruvete bile su oznacene tako da je identitet sudionika istraZivanja bio poznat

jedino autoru istrazivanja.
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Ukupna RNA izolirana je iz pune krvi uz primjenu RNA kita za izolaciju RNA (PaxGene,
Preanalytix). Svi wuzorci tretirani su DNA-zom (RNase-free DNase set, Qiagen).
Koncentracija dobivene RNA odredena je mjerenjem apsorbancije razrijedenog uzorka pri
valnoj duljini od 260nm na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf), a kvaliteta
izolirane RNA odredena je uporabom RNA 6000 Nano LabChip kita na 2100 Bioanalyzeru
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.3. Ispitivanje genskoga izrazaja na DNA ¢ipovima

Genski izrazaj analiziran je pomo¢u DNA ¢ipa za analizu cjelokupnog ljudskog genoma
(Human Genome U133 PLUS 2.0 GeneChip®, Affymetrix) koji sadrzi 54 675 25-baznih
proba. Analiza izraZaja provedena je prema standardiziranom protokolu iz Affymetrixovog
tehnickog prirucnika, koji je detaljnije opisan u uvodu (poglavlje 1.8.3.). Sam protokol
zapoceo je oznacavanjem ciljnih molekula u jednom ciklusu, pri ¢emu je iz visoko kvalitetne
RNA sintetizirana cDNA koja je pro€iS¢ena i in vitro prepisana u biotinom oznacenu cRNA.
Dobivena biotinilizirana cCRNA, zajedno s hibridizacijskim koktelom, stavljena je u ¢ip koji je
nakon toga ostavljen u hibridizacijskoj pe¢i (GeneChip® hybridization oven). Cipovi su se
nakon vadenja iz peci isprali i1 obojali streptavidin fikoeritinom u automatiziranoj stanici
(GeneChip® Fluidics station), a nakon toga su ocitani na stroju za oc€itavanje (GeneChip®
Scanner 3000). Analiza podataka dobivenih ocitanjem Cipova provedena je koriStenjem
programa GCOS te statistickih programa S-plus 1 R. Normalizacija je provedena
preracunavanjem pomocu MASS5 postupnika, prilikom ¢ega je vrijednost intenziteta skupova
proba sa svih ¢ipova postavljena na ciljnu vrijednost od 100. Za stvaranje liste gena koji su u
skupini bolesnika pokazali statisticki znacajnu razliku u izrazaju u odnosu na kontrolnu
skupinu, koriSteni su sljede¢i paramteri: vrijednost intenziteta odgovarajuceg skupa proba
>100 na najmanje jednom Cipu, omjer izrazaja >1,5 ili <0,66, p-vrijednost manja od odabrane
razine znacajnosti (o) koja je postavljena na 0,05 (p<0.05). Svi genski Cipovi obradeni su na
Odjelu za funkcionalnu genomiku Centra za translacijska i klinicka istrazivanja Medicinskog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

4.4. Hijerarhijsko grupiranje gena
Hijerarhijsko grupiranje (engl. hierarchical clustering) gena koji su pokazali razliku u
izrazaju provedeno je pomocu programa DChip. Hijerarhijsko grupiranje prikazuje se kao

drvo odnosno dendogram, pri ¢emu duZina grane predstavljaju stupanj sli¢nosti medu genima,
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a najcesce se koristi za prikaz genskoga izrazaja razlicitih bolesnika i zdravih kontrola. Pritom
su na jednoj osi grupirani bolesnici 1 kontrole, a na drugoj geni, te se tako stvara “toplinska
mapa” (engl. heatmap) u kojoj su grupe gena s najveéim izraZzajem predstavljene

svjetlocrvenom bojom, a one s najmanjim izrazajem svjetlozelenom.

4.5. Analiza zastupljenosti termina genske ontologije

Geni koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali statistiCki znacajnu razliku u izraZaju obiljezeni
su u skladu s pravilima definiranim projektom genske ontologije. Samo obiljeZavanje, kao 1
statistiCka analiza termina genske ontologije povezanih s odabranim genima, provedeno je
koriStenjem bioinformatickog paketa DAVID (engl. Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery) (250). Spomenuti paket sastoji se od alata za imenovanje
odabranih gena (engl. Gene Name Batch Viewer), alata za svrstavanje odabranih gena u
funkcionalno povezane skupine (engl. Gene Functional Clasification), alata za raCunanje
zastupljenosti termina povezanih s odabranim genima (engl. Functional Annotation Chart),
alata za grupiranje funkcionalno sli¢nih termina povezanih s odabranim genima (engl.
Functional Annotation Clustering) te alata za pretrazivanje termina povezanih s odabranim
genima (engl. Functional Annotation Table). Zastupljenost svakog termina na listi gena koji
su pokazali povecan izraZzaj te na listi gena koji su pokazali smanjen izrazaj izraCunata je u
odnosu na zastupljenost istog termina na listi svih gena koji se nalaze na Cipu. Poredak grupa
funkcionalno sli¢nih termina stvoren je na temelju sume zastupljenosti (engl. enrichment
score) svih termina iz grupe na listi gena koji su pokazali povecan izraZaj te na listi gena koji

su pokazali smanjen izrazaj.

4.6. Analiza zastupljenosti skupina gena

Analiza zastupljenosti skupina gena provedena je pomocu programa GSEA 1.0 (engl. Gene
set enrichment analysis) 1 >1 325 predefinirane skupine gena (251). Skupine gena koriStene u
ovom programu definirane su na temelju bioloske funkcije, polozaja na kromosomu ili
regulacije. U ovoj analizi svi geni s intenzitetom vec¢im od intenziteta pozadine poredani su na
listu (L) ovisno o razlikama koje su pokazali u izrazaju, tako da su geni s najve¢im razlikama
u izrazaju na vrhu, a oni sa najmanjim na dnu liste. Analizom zastupljenosti skupina gena
odreduje se nalaze li se geni iz odredene predefinirane skupine (S) bliZe vrhu ili dnu liste, pri
cemu se koriste sloZene statisticke medode. Prvo se rafuna suma zastupljenosti (engl.

enrichment score, ES), koja odrazava zastupljenost gena iz skupine S na vrhu ili dnu liste, a
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zatim nominalna p-vrijednost (engl. nominal p-value), kojom se procjenjuje statisti¢ki znacaj
stupnja zastupljenosti za svaku pojedina¢nu skupinu gena. Nakon toga suma zastupljenosti se
normalizira ovisno o veli¢ini skupine 1 dobiva se normalizirana suma zastupljenosti (engl.
normalized enrichment score, NES). Naposljetku se ratuna FDR kojim se procjenjuje
vjerojatnost da je normalizirani stupanj zastupljenosti za odredenu skupinu gena lazan. Na taj
nacin dobije se lista u kojoj su skupine gena poredane prema njhovoj zastupljenosti medu

ispitivanim genima.

4.7. Analiza puteva i mreza

Za analizu puteva i mreza koriSten je sveobuhvatni programski paket IPA v.7.6 (engl.
Ingenuity Pathway Analysis). Svi programi u ovom paketu koriste opseznu bazu podataka
(engl. Ingenuity® Knowledge Base) koja je repozitorij bioloSkih medudjelovanja i
funkcionalnih obiljezja stvorenih na temelju milijuna pojedinaéno oblikovanih veza izmedu
proteina, gena, kompleksa, stanica, tkiva, lijekova 1 bolesti. Informacije sadrzane u ovoj bazi
strukturirane su pomocu Ingenuity ontologije, koja prevodi 1 integrira skupljene informacije
tako da se mogu koristiti prilikom stvaranja medusobnih veza i izvodenja zakljucaka. Izvori
informacija su radovi objavljeni u vode¢im Casopisima koje su pregledali 1 prema zadanim
postupnicima prilagodili znanstvenici zaposleni u tvrtki (engl. Ingenuity® Expert Findings),
sazeci radova objavljeni u razliCitim cCasopisima koji su ru¢no pregledani 1 automatski
prilagodeni prema zadanim postupnicima (engl. Ingenuity® ExpertAssist Findings), zatim
putevi 1 veze koje su stvorili znanstvenici iz tvrtke (engl. Ingenuity® Expert Knowledge) te
druge baze podataka (engl. Ingenuity® Supported Third Party Information). Funkcionalna
analiza gena koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izrazaju provedena je pomocu
programa IPA Core Analysis. Uneseni geni usporedeni su s genima iz baze podataka (engl.
Ingenuity Knowledge Base — Genes only). Sama analiza temelji se na povezanosti gena s 85
funkcionalnih kategorija iz baze podataka koje se mogu podjeliti u tri primarne kategorije:
funkcije molekula 1 stanica, funkcije 1 razvoj fizioloskih sustava te bolesti i poremecaji.
Prilikom provodenja analize racuna se p-vrijednost koja pokazuje vjerojatnost da je
povezanost gena i1 odredene funkcionalne kategorije sluajna. Spomenuta p-vrijednost racuna
se na temelju broja unesenih gena povezanih s odredenom funkcionalnom kategorijom i na
temelju ukupnog broja gena koji su u bazi podataka povezani s tom kategorijom. Na temelju
negativnog logaritma p-vrijednosti stvara se rang lista funkcionalnih kategorija najznacajnije

povezanih s unesenim genima. Osim toga, pomoc¢u ovog programa stvorene su i funkcionalne
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mreze u kojima su prikazane medusobne veze unesenih gena. Kao predlozak za stvaranje
takvih mreza koristi se velika mreza (engl. Global Molecular Network), stvorena na temelju
informacija o medudjelovanju mnostva razliCitih gena i genskih produkata sadrzanih u bazi
podataka. Svi geni u toj mrezi medusobno su povezani, tako da se moze otkriti veza izmedu
bilo koja dva nasumi¢no odabrana gena. Prilikom stvaranja manjih mreZa, koristi se sloZeni
postupnik (engl. IPA network generation algorithm), kojim se odabiru uneseni geni s
najve¢im brojem veza u velikoj mrezi, zbog ¢ega se u stvorenim mrezama prikazuje najveci
moguci broj veza izmedu unesenih gena. U sluCaju da se uneseni geni u stvorenoj mreZi ne
mogu izravno povezati, povezuju se preko gena koji im se u velikoj mrezi nalaze u
susjedstvu. Kako bi se mogle lakSe interpretirati, u svakoj stvorenoj mrezi nalazi se
maksimalno 35 gena. Na temelju p-vrijednosti, koja pokazuje vjerojatnost da se geni iz
stvorene mreze nadu u nasumi¢no odabranom skupu gena iz velike mreZe, racuna se p-uspjeh
(engl. p-score) koji pak sluzi za rangiranje stvorenih mreza. Na kraju se stvorene mreze na
temelju povezanosti gena prikazanih u mrezi s razli¢itim funkcionalnim kategorijama i same

povezuju s razli¢itim funkcionalnim kategorijama.

4.8. Odabir gena za potvrdu rezultata neovisnom metodom

Geni za potvrdu rezultata dobivenih analizom genskoga izraZzaja na DNA ¢ipu drugom
neovisnom metodom u skupini bolesnika kod kojih je u€injena analiza genskoga izraZaja na
DNA ¢ipu, u novim skupinama nelijecenih 1 lijeCenih bolesnika s postavljenom dijagnozom
ErA-a te u skupini bolesnika s postavljenom dijagnozom oligoartikularnog ili poliartikularnog
oblika JIA-a, odabrani su prvenstveno na temelju rezultata analize genskoga izraZaja na Cipu.
Pri tome su prvo izdvojeni svi geni koji su zadovoljili odabrane parametre (p<0,05, vrijednost
intenziteta >100, omjer izrazaja >1,5 ili <0,66). Za izdvojene gene, kao 1 za gene usko
povezane s izdvojenim genima, ru¢no je pretrazena PUBMED/MEDLINE baza podataka
kako bi se pronasla dosad provedena istraZzivanja u kojima se navedeni geni spominju. S
obzirom na ulogu navedenih gena u kroni¢nim upalnim bolestima te u razlictim signalnim
putevima, stvorena je lista gena s potencijalno vaznom ulogom u patofiziologiji jSpA-a, s
time da su prednost pri odabiru imali geni €iji izrazaj kod bolesnika s jSpA-om do sada nije
ispitan. Konacnom odabiru gena za potvrdu rezultata analize genskoga izrazaja na DNA ¢ipu
znacajno su pridonijeli 1 rezultati analize zastupljenosti termina genske ontologije, analize
zastupljenosti skupina gena te analize mreza i puteva. Shematski prikaz odabira gena prikazan

je na slici 6.
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skupina gena

Slika 6. Shematski prikaz postupka odabira gena za potvrdu rezultata.

4.9. Potvrda rezultata qRT-PCR analizom

gRT-PCR analiza deset odabranih gena ucinjena je svim sudionicima istraZivanja (56
bolesnika 1 12 zdravih kontrola). Za analizu je 2pg ukupne RNA visoke kvalitete dobivene iz
pune krvi reverzno prepisano uporabom SuperScript™ First-Strand Synthesis sustava za
reverznu transkripciju prema postupniku proizvodaca (Invitrogen). Izrazaj odabranih gena
mjeren je pomocu LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green kita (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) uz uporabu LightCycler instrumenta (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Pri analizi su koriStene pocetnice prikazane u tablici 7. Za relativnu kvantifikaciju

SAA . .. oy .
“ metoda, a za normalizaciju rezultata koristen je

genskoga izrazaja upotrijebljena je 2
domacinski gen B-actin. Analiza je provedena na Odjelu za funkcionalnu genomiku Centra za

translacijska 1 klinicka istrazivanja Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
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Tablica 7. Pocetnice koriStene za qRT-PCR analizu izrazaja odabranih gena.

Prema naprijed (engl. forward)

GEN
Prema natrag (engl. reverse)
TLR4 ATGCTGCCGTTTTATCACGGA
CTAAACTCTGGATGGGGTTTCC
NLRP3 GAGGCACAGACAGACCCAGT
AACAGAGCTTGGTGGGTGAG
PTPRN? GCTCCAAAACCAGATGCCTG
GGTCCGAGAACCTCTCTGTCT
CXCR4 TGCCCACCATCTACTCCATCA
AGGATGACCAATCCATTGCCC
TNFSF4 TGCTCTTCAGGTATCACATCGG
ATGACTGAGTTGTTCTGCACC
DUSP6 AGCTCAATCTGTCGATGAACG
GCGTCCTCTCGAAGTCCAG
CCAAGGTCGGCGAACTCAAA
MAP2K2 TCTCAAGGTGGATCAGCTTCC
AAGGGTTTCTCGTCATAATGGC
MAPKBPI CGGTTTCCTGCCTTACTCCTG
MYST3 TCACCAGCAGTTACGATTGGC
CATCCACGTTGGTTGCTTTAGT
PTPN12 CCCAGCGGGAGGTATTCACTATG
GATCTCTTGGTCCTTTGGGTTTTC
B-ACTIN TCCCTGGAGAAGAGCTACGA

AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati ispitivanja genskoga izraZzaja na DNA ¢ipovima

U sklopu istrazivanja na DNA c¢ipovima ispitani su uzorci prikupljeni od 11 nelijecenih
bolesnika u kojih je dijagnoza nediferenciranog oblika jSpA-a postavljena 12 — 24 tjedana
nakon pojave prvih simptoma (B1) te uzorci prikupljeni od Cetvero djece iz kontrolne skupine
zdravih sudionika (KZ1). Demografske karakteristike 1 HLA genotip ispitanika kojima je
ucinjena analiza genskoga izrazaja na DNA ¢ipu prikazani su u tablici 6.

Ispitivanje na Affymetrixovim genskim ¢ipovima, uz odabrane parametre (p<0,05, vrijednost
intenziteta >100, omjer izrazaja >1,5 ili <0,66), pokazalo je da u bolesnika s postavljenom
dijagnozom jSpA-a postoji razlika u izraZzaju 745 gena u odnosu na kontrolnu skupinu. Od
toga je 197 gena pokazalo poviSenu razinu izrazaja, dok je 548 gena imalu smanjenu razinu
izrazaja. Na slici 7 prikazano je hijerarhijsko grupiranje gena koji su pokazali razliku u

1zrazaju.
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Slika 7. Hijerarhijsko grupiranje gena koji su pokazali razliku u izrazaju u skladu s odabranim
parametrima (p<0,05, vrijednost intenziteta >100, omjer izraZaja >1,5 ili <0,66). Svaki stupac
predstavlja uzorak (K1 — K4 je kontrolna skupina, a P1 — P11 su odabrani bolesnici s jSpA-
om), dok svaki red predstavlja gen. Crvena boja predstavlja poviSen izrazaj, a zelena snizen.
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5.2. Rezultati analize zastupljenosti termina genske ontologije

Analiza zastupljenosti termina genske onotolgije u skupni gena koji su u bolesnika s jSpA-om
pokazali statisticki znaajno povecan izrazaj pokazala je znatnu zastupljenost termina koji
opisuju bioloSke procese poput alternativnog izrezivanja, aktivacije proteinskih kinaza,
apoptoze 1 staniCne smrti te termina koji opisuju stani¢ne komponente poput vakuole i
lizosoma. U skupini gena koji su pokazali sniZen izrazaj analiza je pokazala znacajnu
zastupljenost termina genske ontologije koji opisuju bioloske procese poput acetilacije,
stani¢nog ciklusa i metabolickih procesa u kojima sudjeluje DNA, termina koji opisuju
molekularne funkcije poput vezivanja nukleotida 1 fosfoproteina te termina koji opisuje Zinc
finger motiv.

Grupiranjem funkcionalno sli€nih termina genske ontologije zastupljenih na listi gena koji su
pokazali povecan izrazaj stvorene su 4 grupe funkcionalno slicnih termina sa sumom
zastupljenosti ve¢om od 1,5, dok je grupiranjem funkcionalno sli¢nih termina zastupljenih na
listi gena koji su pokazali smanjen izrazaj stvoreno 10 grupa funkcionalno sli¢nih termina sa

sumom zastupljenosti ve¢om od 3.
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U prvoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali povecan izrazaj prevladavali su termini genske ontologije koji
opisuju bioloSke procese povezane s aktivacijom protein kinaze. Na slici 8. prikazani su
funkcionalno sli¢ni termini 1 geni koje obiljeZavaju, medu kojima se nalazi 1 CXCR4 gen,

koriSten za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 2

ArfGAP with RhoGAP domain, ankyrin repeat and PH domain 2
regulator of G-protein signaling 2, 24kDa

Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 2; similar to RAPGEFZ protein
TIMP metallopeptidase inhibitor 2

chromosome 20 open reading frame 74

RAB GTPase activating protein 1-like

Ivsophosphatidic acid receptor 1

transforming growth Factor, alpha

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK
TAO kinase 1

neuregulin 1

CD24 molecule; CD24 molecule-like 4

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)

Slika 8. Prva grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi gena
koji su pokazali povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om te odgovaraju¢i geni koje
obiljezavaju.
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U drugoj grupi funkcionalno slicnih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su
pokazali povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om nalazili su se termini koji opisuju bioloSke
procese povezane sa stanicnom smrti. Na slici 9. prikazani su funkcionalno sli¢ni termini i
geni koje obiljezavaju, medu kojima se nalaze geni CXCR4, TLR4 i NLRP3, koristeni za
potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)

neurequlin 1

arowth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

E14 binding protein p300

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

AKT interacting protein; similar to AKT interacting protein
RING1 and ¥¥1 binding protein

toll-like receptor 4

nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid receptor)
homeodomain interacting protein kinase 1

sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK
myeloid cell leukemia sequence 1 (BCLZ-related)
myocyte enhancer factor 2C

BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 2

activin A receptor, type IC

sering/threonine kinase 4

CD24 molecule; CD24 molecule-like 4

son of sevenless homolog 2 {Drosophila)

A kinase (PRKA) anchor protein 13

MLR Family, pyrin domain containing 3

TMZ domain containing 1

Slika 9. Druga grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su pokazali
povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.
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U tre¢oj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su
pokazali povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om bili su termini genske ontologije koji opisuju
stani¢ne komponente poput razli¢itih frakcija stanice. Na slici 10. prikazani su funkcionalno
slicni termini 1 geni koje obiljezavaju, medu kojima se nalazi i DUSP6 gen, koriSten za

potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

dual specificity phosphatase 6

histidine decarboxylase

5100 calcium binding protein A12

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)

CD24 molecule; CD24 molecule-like 4

cysteinyl leukotriene receptor 1

MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 3 {yeast)

multiple C2 domains, transmembrane 2

vacuolar protein sorting 41 homolog (5. cerevisiae)

choline phosphaotransferase 1

VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein &, 33kDa
peroxisomal membrane protein 3, 35kDa

A kinase (PRKA) anchor protein 13

4-aminobutyrate aminotransferase

lysosomal-associated membrane protein 2

protein phosphatase 1A (formerly 2C), magnesium-dependent, alpha isoform
acyl-CoA synthetase long-chain Family member 3

Slika 10. Tre¢a grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi
gena koji su pokazali povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om te odgovaraju¢i geni koje
termini obiljezavaju.
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Rezultati

U cetvrtoj grupi funkcionalno sliénih termina zastupljenoj na listi gena koji su pokazali
povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om bili su termini genske ontologije koji opisuju stani¢ne
komponente poput vakuole, vakuolarne membrane i endosoma. Prikaz funkcionalno sli¢nih

termina iz Cetvrte skupine te gena koje obiljezavaju moze se vidjeti na slici 11.

amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile)

chloride channel S

LMBR1 domain containing 1

MN-acylsphingosine amidohydrolase (acid ceramidase) 1

ribonuclease, RNase A Family, 2 (liver, eosinophil-derived neurotoxin)
transmembrane protein 554

AKT interacting protein; similar to AKT interacting protein

vacuolar protein sorting 41 homolog (5. cerevisiae)
lysosomal-associated membrane protein 2

synkaxin 7

Slika 11. Cetvrta grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi
gena koji su pokazali povecan izrazaj u bolesnika s jSpA-om te odgovaraju¢i geni koje
obiljezavaju.
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Rezultati

U prvoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini genske ontologije koji
opisuju stanicne komponente poput razli¢itih lumena unutar stanice i njezinih organela. Na
slici 12. prikazani su funkcionalno sli¢ni termini 1 geni koje obiljezavaju, medu kojima se

nalazi gen MYST3, koriSten za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

protein disulfide isomerase Family A, member 4

calumenin

mitochondrial ribosomal protein LS2

acyl-CoA synthetase short-chain Family member 1

KIAA1967

mitochondrial ribosomal protein 5184

voltage-dependent anion channel 1; similar to voltage-dependent anion channel 1
CD4 molecule

protein disulfide isomerase Family A, member 6

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta subunit
coenzyme Q3 homolog, methyltransferase (S. cerevisiae)
mitochondrial ribosomal protein L12

calreticulin

mitochondrial ribosomal protein 512

mitochondrial ribosomal protein 59

DEAD {Asp-Glu-ala-asp) box polypeptide 28

peptidylprolyl isomerase B {cyclophilin B)

complement component 1, q subcomponent binding protein
translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog {yeast)
glutamic-oxaloacetic transaminase 2, mitochondrial {aspartate aminotransferase 2)
prolyl-tRMNA synthetase 2, mitochondrial (putative)

splicing Factor prolinefglutamine-rich (polypyrimidine tract binding protein associated)
interleukin enhancer binding Factor 3, 90kDa

exosome component 7

RNA binding motif protein 22

exosome component 1

nucleolar complex associated 2 homolog (S, cerevisiae)

DEAD {Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 56

centromere protein F, 350/400ka (mitosin)

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

cytochrome b-561

arachidonate S-lipoxygenase

heat shock transcription factor 1

ceramide kinase-like

SAP30-like

zinc finger protein 687

INOS0 complex subunit B

nucleolar and spindle associated protein 1

tRNA splicing endonuclease 15 homolog (S. cerevisiae)

TP¥2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)

DAZ associated protein 1

death effector domain containing

RAD9Y homolog & {(S. pombe)

splicing Factor, arainine/serine-rich 15

structure specific recognition protein 1

minichromosome maintenance complex component 3
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R

Fanconi anemia, complementation group I

78



Rezultati

cold inducible RNA binding protein

minichromosome maintenance complex component 5

ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 2

minichromosome maintenance complex component 2

upstream binding transcription factor, RNA polymerase I
ubiquitin-conjugating enzyme E2C

polymerase (DNA directed), alpha 1, catalytic subunit

%P4 binding protein 2

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily ¢, member 1
cell division cycle 20 homolog (5. cerevisiae)

Hz4 histone Family, member X

tripartite motif-containing 28

La ribonucleoprotein domain Family, member 7

cell division cycle 27 homolog {S. cerevisiae)

POU class 2 homeobox 1

RuvB-like 1 (E. coli)

transformation/transcription domain-associated protein

mediator complex subunit 24

histone deacetylase 3

protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform

large subunit GTPase 1 homolog (5. cerevisiae)

polymerase (RMA) III {DNA directed) polypeptide D, 44kDa

methyl-CpG binding domain protein 3

K(lysine) acetyltransferase S

minichromosome maintenance complex component 7

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog & {avian)

E2F transcription Factor 4, p107/p130-binding

peptidylprolyl isomerase G {cyclophilin G)

SUB1 homolog (S. cerevisiae)

PCF11, cleavage and polyadenylation Factor subunit, homolog (5. cerevisiae)
similar to RNA binding motif protein 39; RNA binding motif protein 39
myeloidjlymphoid or mixed-lineage leukemia {trithorax homolog, Drosophila)
SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily ¢, member 2
nuclear receptor co-repressor 1

cleavage and polyadenylation specific factor 1, 160kDa

pyrin and HIMN domain Family, member 1

general transcription Factor IIIC, polypeptide 1, alpha 220kDa
integrator complex subunit 1

chromobox homolog 5 (HP1 alpha homolog, Drosophila)

elongation Factor, RNA polymerase II, 2

polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide E, 25kDa

pre-B-cell leukemia homeobox 2

MYST histone acetyltransferase {monocytic leukemia) 3
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Slika 12. Prva grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi gena
koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovaraju¢i geni koje
obiljezavaju.
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Rezultati

U drugoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini genske ontologije koji
opisuju stani¢ne komponente povezane s kromosomima i kromatinom. Na slici 13. prikazani
su funkcionalno sli¢ni termini i geni koje obiljezavaju, medu kojima se nalazi gen MYST3,

koristen za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

structure specific recognition protein 1

Fanconi anemia, complementation group I

tubulin, gamma 1; similar to Tubulin, gamma 1

Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila)

centromere protein K

centromere protein N

Ran GTPase activating protein 1

MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily c, member 2
helicase, lymphoid-specific

histone deacetylase 3

v-maf musculoaponeurctic fibrosarcoma oncogene homolog {avian)
jun D proto-oncogene

methyl-CpG binding domain protein 3

K(lysine) acetyltransferase S

MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 3
centromere protein F, 350/400ka {mitosin)

GIY¥-¥IG domain containing 2; GIY-YIG domain containing 1
synapsin I

minichromosome maintenance complex component 3

RECS homolog {yeast)

polymerase (DMA directed), alpha 1, catalytic subunit

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily c, member 1
Hz4 histone Family, member X

chromobox homolog S {HP1 alpha homolog, Drosophila)

tripartite motif-containing 28

minichromosome maintenance complex component 7

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 10
minichromosome maintenance complex component 2

Slika 13. Druga grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi gena
koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovaraju¢i geni koje
obiljezavaju.
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Rezultati

U tre€oj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini povezani s
¢imbenicima transkripcije koji sadrze Zinc finger 1 PHD finger motiv. Na slici 14. prikazani
su funkcionalno sli¢ni termini 1 geni koje obiljezavaju, medu kojima se nalazi gen MYST3,

koristen za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

myeloidflymphoid or mixed-lineage leukemia 3

transcription factor 19

F-box and leucine-rich repeat protein 19

PHD finger protein 20

tripartite motif-containing 28

ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1

myeloidflymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila); translocated to, 6
MYST histone acetyltransferase {monocytic leukemia) 3

Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1

lysine (K)-specific demethylase SC

myeloidflymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)
PHD finger protein 19

Slika 14. Tre¢a grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.

U cetvrtoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini povezani s vezanjem
nukleotida. Na slici 15. prikazani su funkcionalno sli¢ni termini i geni koje obiljezavaju,

medu kojima se nalazi gen MAP2K2, koriSten za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.
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Rezultati

sirtuin (silent mating type information reFuIation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)

splicing Factor proline/glutamine-rich {polypyrimidine tract binding protein associated)

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R

sepiapterin reductase (7,8-dihydrobiopterin:NADP+ oxidoreductase)

RMA binding motif protein 10

isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+), mitochondrial

RMA binding protein with multiple splicing 2

similar to RAA binding motif protein, X-linked; similar to hCG2011544; RMA binding motif protein, X-linked

DAZ associated protein 1

splicing Factor, argininefserine-rich 15

RMA binding motif protein 22

cold inducible RNA binding protein

similar to RMNA binding motif protein 39; RNA binding motif protein 39

splicing Factor, argininefserine-rich 9

RMA binding protein, autoantigenic (hnRMP-associated with lethal yvellow homolog {mouse))

thymidylate synthetase

transformer 2 alpha homolog (Drosophila

La ribonucleoprotein domain Family, member 7

similar ko Ewing sarcoma breakpoint region 1; Ewing sarcoma breakpoint region 1

adenosine deaminase

S', 3-nuclectidase, cytosolic

heratoma-derived‘ growth Factor {high-mobility group protein 1-like)

polymerase (DNA directed?, alpha 1, catalytic subunit

three prime repair exonuclease 1

developmentally regulated GTP binding protein 2

ras homolog gene Family, member F {in filopodia)

tubulin, gamma 1; similar to Tubulin, gamma 1

RABSB, member RAS oncot%ene Family

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)

GDP-mannose pyrophosphorylase A

eukaryotic elongation Factor, selenocysteine-tRNA-specific

Ras homolog enriched in brain

large subunit GTPase 1 homolog (S, cerevisiae)

ras homolog gene Family, member Q; similar to small GTP binding protein TC10

ADP-ribosylation Factor related protein 1

septin 1

purinergic receptor P2¥, ligand-gated ion channel, 7

renin binding protein

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, delta subunit

nuclear receptor coactivator 5

ARPS actin-related protein S homolog (yeast)

TPX2, microtubule-associated, homolog (Xenopus laevis)

synapsin I

tribbles homolog 2 {Drosophila)

acyl-CoA synthetase short-chain Family member 1

adenylate cyclase 4

ubiquitin-conjugating enzyme E2D 2 (UBC4/S homolog, yeast)

tubulin tyrosine ligase

ubiquitin-conjugating enzyme E25

valyl-tRNA synthetase

myosin IG

ATP-binding cassette, sub-family C {CFTR/MRP), member 1

sphingosine kinase 1

prolyl-tRMNA synthetase 2, mitochondrial {putative)

SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (C. elegans)

ubiquitin-conjugating enzyme E2C

diacyl?lycero kinase, zeta 104kDa

phosphatidylinositol-S-phosphate 4-kinase, type II, alpha

adenosine kinase

phenylalanyl-tRNA synthetase, alpha subunit

phosphorylase kinase, gamma 2 {testis)

RuvB-like 1 (E. coli}

phosphomevalonate kinase

cyclin-dependent kinase 10

ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 4

minichromosome maintenance complex component 7

minichromosome maintenance complex component 5

minichromosome maintenance complex component 2

mitogen-activated protein kinase kinase 7

serinefthreonine kinase 25 {(STE20 homolog, yeast)

methionine adenosyltransferase 11, alpha

Snf2-related CREBEP activator protein

methrlenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 1, methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase, Formyltetrahydrofolate synthetase

CDC-like kinase 4

casein kinase 1, alpha 1

Janus kinase 1

mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2

ATPase Family, AA4 domain containing 3C

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment Factor &)

DEAD (Asp-Glu-ala-Asp) box polypeptide 17

similar to AAA-ATPase TOB3; ATPase Family, AAA domain containing 3B
roteasome {prosome, macropain) 265 subunit, ATPase, 3

nesin Family member 186 X i . i .
mitogen-activated protein kinase kinase 2 pseudogene; mitogen-activated protein kinase kinase 2
maternal embryonic leucine zipper kinase
DEAD {Asp-Glu-ala-asp) box polypeptide 56
ribosomal protein 56 kinase, 70kDa, polypeptide 2
antigen identified by monoclonal antibody Ki-67
EH-domain containing 1
ﬁhosphofructokinase, liver
elicase, lymphoid-specific
DEAD {Asp-Glu-ala-asp) box polypeptide 28
ARPZ actin-related protein 2 omolo%(yeast)
zeta-chain {TCR) associated protein kinase 70kDa
translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (yeast)
kinesin Family member C2
adrenergic, beta, receptor kinase 2
serinefthreonine kinase 11
minichromosome maintenance complex component 3

Slika 15. Cetvrta grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.
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Rezultati

U petoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj, prevladavali su termini povezani s
organizacijom, modifikcijom 1 regulacijom kromatina. Na slici 16. prikazani su funkcionalno
slicni termini 1 geni koje obiljezavaju, medu kojima se nalazi gen MYST3, koriSten za

potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

RECS homolog (yeast)

nucleolar and spindle associated protein 1

pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2

centromere protein F, 350/400ka {mitosin)

HzA histone Family, member X

chromaobox homolog S (HP1 alpha homolog, Drosophila)

minichromosome maintenance complex component 2

nucleosome assembly protein 1-like 4

suppressor of Ty 6 homolog (S. cerevisiae)

helicase, lymphoid-specific

methyl-CpG binding domain protein 3

sirkuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)
RuvB-like 1 (E. coli)

Snf2-related CREBBP activator protein

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent requlator of chromatin, subfamily c, member 2
nuclear receptor co-repressor 1

transformationjtranscription domain-associated protein

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3

histone deacetylase 3

ubiquitin specific peptidase 21

BCL6 co-repressor

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily c, member 1
Iysine {K)-specific demethylase SC

K(lysine) acetyltransferase 5

chromosome 19 open reading frame 62

MY¥ST histone acetyltransferase {monocytic leukemia) 3

Slika 16. Peta grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u bolesnika
s JSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.

&3



Rezultati

U Sestoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini genske ontologije koji
opisuju bioloske procese povezane s regulacijom 1 kontrolom stani¢nog ciklusa. Prikaz svih
funkcionalno sli¢nih termina iz ove grupe, kao 1 odgovarajucih gena koje obiljezavaju, moze

se vidjeti na slici 17.

cyclin-dependent kinase inhibitor 3

calreticulin

tuberous sclerosis 2

HzA histone Family, member X

chromosome 19 open reading frame 62

Fanconi anemia, complementation group G

RAD9 homolog A (S. pombe)

ubiquitin-conjugating enzyme E2C

sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)
nucleolar and spindle associated protein 1

similar to RAN binding protein 1; RAMN binding protein 1
sphingosine kinase 1

histone deacetylase 3

cyclin-dependent kinase 10

Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila)
MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 {veast)

G-2 and S-phase expressed 1
transformation/transcription domain-associated protein
F-box protein 31

centromere protein F, 350/400ka {mitosin)
diacvylglycerol kinase, zeta 104kDa
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Slika 17. Sesta grupa funkcionalno sli¢nih termina genske ontologije zastupljena na listi gena
koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovaraju¢i geni koje
obiljezavaju.
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Rezultati

U sedmoj grupi funkcionalno sli¢nih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izraZzaj prevladavali su termini povezani s
izrezivanjem 1 procesiranjem RNA. Prikaz svih funkcionalno sli¢nih termina iz ove grupe,

kao 1 odgovarajucih gena koje obiljezavaju, moze se vidjeti na slici 18.

Ras homolog enriched in brain

SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (C. elegans)
mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2

DEAD (Asp-Glu-ala-Asp) box polypeptide 17

exosome component 7

integrator complex subunit 1

exosome component 1

DEAD (Asp-Glu-ala-Asp) box polypeptide 56

La ribonucleoprotein domain Family, member 7

ribosomal protein L14

protein phosphatase 2 {formerly 24), regulatory subunit A, alpha isoform
peptidylprolyl isomerase G (cyclophilin G)

splicing Factor, argininefserine-rich 15

tRMA splicing endonuclease 15 homolog (S. cerevisiae)

similar to RMNA binding motif protein 39; RNA binding motif protein 39

KH-type splicing regulatory protein

RMA binding motif protein 10

splicing Factor prolinefglutamine-rich {polypyrimidine tract binding protein associated)
polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide E, 25kDa

poly(rC) binding protein 2

cleavage and polyadenylation specific Factor 1, 160kDa

PCF11, cleavage and polyadenylation fFactor subunit, homolog (5. cerevisiae)

RMA binding protein, autoantigenic (hnRMP-associated with lethal vellow homolog {mouse))
%P4 binding protein 2

RMA binding motif protein 22

splicing Factor, argininefserine-rich 9

transformer 2 alpha homolog (Drosophila)

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R

small nuclear ribonucleoprotein 40kDa (US)

splicing Factor 3a, subunit 2, 66kDa

splicing Factor 3b, subunit 2, 145kDa

similar to US snRNP-associated 102 kDa protein (US-102 kDa protein); PRP6 pre-mRNA processing factor 6 homolog (5. cerevisiae)
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A)

similar to RNA binding motif protein, X-linked; similar to hCG2011544; RMA binding motif protein, ¥-linked

Slika 18. Sedma grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.
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Rezultati

U osmoj grupi funkcionalno slicnih termina zna€ajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini povezani sa stani¢nim
ciklusom 1 diobom stanica. Prikaz svih funkcionalno slicnih termina iz ove grupe, kao i

odgovarajucih gena koje obiljeZavaju, moze se vidjeti na slici 19.

protein phosphatase 2 (Formerly 2A), regulatory subunit A, alpha isoform
ras homolog gene Family, member Q; similar to small GTP binding protein TC10
myosin IG

tuberous sclerosis 2

ARPZ actin-related protein 2 homolog (yeast)

G protein pathway suppressor 1

myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)
RAN binding protein 9

Sfil homolog, spindle assembly associated {yeast)

similar to AAA-ATPase TOB3; ATPase Family, AAA domain containing 3B
minichromosome maintenance complex component 5

ubiquitin-conjugating enzyme E25

kinesin light chain 3

kinesin Family member 186

echinoderm microtubule associated protein like 3

kinesin Family member C2

Fanconi anemia, complementation group I

minichromosome maintenance complex component 7

minichromosome maintenance complex component 2

ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1

Rho GTPase activating protein 8; proline rich 5 {renal); PRRS-ARHGAPS fusion
F-box protein 31

pytin and HIN domain Family, member 1

growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma interacting protein 1
casein kinase 1, alpha 1

protein phosphatase 1G (formerly 2C), magnesium-dependent, gamma isoform
calreticulin

serine/threonine kinase 11

proteasome {prosome, macropain) 265 subunit, ATPase, 3

proteasome (prosome, macropain) 265 subunit, non-ATPase, 3
proteasome {prosome, macropain) subunit, beta type, 2

minichromosome maintenance complex component 3

protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform

polymerase (DA directed), alpha 1, catalytic subunit

interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa

RECS homolog (yeast)

septin 1
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E2F transcription factor 4, p107/p130-binding
cyclin-dependent kinase inhibitor 3

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

Hza histone Family, member X

similar to RAN binding protein 1; RAN binding protein 1
cyclin-dependent kinase 10

G-2 and S-phase expressed 1

nuclear receptor co-repressor 1

histone deacetylase 3

tubulin, gamma 1; similar to Tubulin, gamma 1

TPX2, microtubule-associated, homolog {Xenopus laevis)
cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae)

cell division cycle associated 3

pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumaor-transforming 2
ubiquitin-conjugating enzyme E2C

Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila)
helicase, lymphoid-specific

RuvB-like 1 (E. coli)

cytoskeleton associated protein S

sirtuin (silent mating type information requlation 2 homolog) 2 {S. cerevisiae)
centromere protein F, 350/400ka {mitosin)

cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)

MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)

katanin p80 (WD repeat containing) subunit B 1
nucleolar and spindle associated protein 1

Slika 19. Osma grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.

U devetoj grupi funkcionalno slicnih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izraZaj, prevladavali su termini povezani s odgovorom
na oStecenje DNA, metablickim procesima u kojima sudjeluje DNA 1 stani¢nim odgovorom

na stres. Prikaz svih funkcionalno sli¢nih termina iz ove grupe, kao 1 odgovarajucih gena koje

obiljezavaju, moze se vidjeti na slici 20.

87



Rezultati

minichromosome maintenance complex component 3
myeloid)lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila)
RuvB-like 1 (E. coli)

RECS homolog (yeast)

ribonuclease H2, subunit &

GINS complex subunit 2 (Psf2 homolog)

helicase, lymphoid-specific

insulin-like growth Factor binding protein 4

polymerase (DNA directed), mu

minichromosome maintenance complex component S
minichromosome maintenance complex component 2
centromere protein F, 350/400ka {mitosin)

nuclear Factor If% {CCAAT-binding transcription Factor)
SH2 domain containing 3C

autocrine motility Factor receptor

mitogen-activated protein kinase kinase 7

G protein pathway suppressor 1

BCL2 binding component 3

G-2 and S-phase expressed 1

mitochondrial ribosomal protein 59

diacylalycerol kinase, zeta 104kDa

F-box protein 31

minichromosome maintenance complex component 7
polymerase (DNA directed), alpha 1, catalytic subunit

flap structure-specific endonuclease 1

thymidylate synthetase

K(lysine) acetyltransferase S

nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 1
RAD9 homolog A (S, pombe)

splicing Factor proline/glutamine-rich {polypyrimidine tract binding protein associated)
SMG1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase {C. elegans)
three prime repair exonuclease 1

Fanconi anemia, complementation group I

¥PA binding protein 2

Fanconi anemia, complementation group G

GIY-¥IG domain containing 2; GIY-YIG domain containing 1
pituitary tumor-transforming 1; pituitary tumor-transforming 2
HzA histone Family, member X

chromosome 19 open reading frame 62

ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1

structure specific recognition protein 1
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Slika 20. Deveta grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.
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Rezultati

Konacno, u desetoj grupi funkcionalno slicnih termina znacajno zastupljenoj na listi gena koji
su u bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj prevladavali su termini genske ontologije
koji opisuju stani¢ne komponente povezane s organelama koje nisu vezane za membranu i
citoskeletom. Na slici 21. prikazani su funkcionalno sli¢ni termini i geni koje obiljezavaju,

medu kojima se nalazi gen MY ST3, koriSten za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

mitochondrial ribosomal protein 527

ribosomal protein L18

centromere protein K

centromere protein N

voltage-dependent anion channel 1; similar to voltage-dependent anion channel 1
jun D proto-oncogene

minichromosome maintenance complex component 7
exosome component 1

nucleolar complex associated 2 homolog (S. cerevisiae)
minichromosome maintenance complex component 2
upstream binding transcription Factor, RNA polymerase I
polymerase SDNA directed), alpha 1, catalytic subunit
mitochondrial ribosomal protein 512

ceramide kinase-like

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog {avian)
mitochondrial ribosomal protein 59

SWIJSNF related, matrix associated, actin dependent requlator of chromatin, subfamily ¢, member 1
tripartite motif-containing 28

tRNA splicing endonuclease 15 homolog (S. cerevisiae)
DAZ associated protein 1

RAD3 homolog A (S, pombe)

splicing Factor, arginine/serine-rich 15

mitochondrial ribosomal protein L4

mitochondrial ribosomal protein L2

mitochondrial ribosomal protein L52

interleukin enhancer binding Factor 3, 90kDa

Fanconi anemia, complementation group I

exosome component 7

mitochondrial ribosomal protein 5184

GIY-YIG domain containing 2; GIY-YIG domain containing 1
methgl-c G binding domain protein 3

RNA binding motif protein 22

K(lvsine) acetyltransferase 5

DEAD (Asp-Glu-ala-asp) box polypeptide 56

synapsin I

protein phosphatase 1, regulatory {inhibitor) subunit 10
ribosomal protein 56 kinase, 70kDa, polypeptide 2

SUB1 homolog (S. cerevisiae)

antigen identified by monoclonal antibody Ki-67

Zwilch, kinetochore associated, homolog (Drosophila)
cytochrome b-561

heat shock transcription Factor 1

RECS homolog (yeast)

mitochondrial ribosomal protein L12

SWISSMF related, matrix associated, actin dependent requlator of chromatin, subfamily c, member 2
helicase, lymphoid-specific

DEAD (Asp-Glu-ala-Asp) box polypeptide 28

SAP30-like

zinc finger protein 687

Ran GTPase activating protein 1

INOB0 complex subunit B

chromobox homolog S (HP1 alpha homolog, Drosophila)
HzA histone Family, member X

MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 3
ribosomal protein L14

death effector domain containing

structure specific recognition protein 1

katanin p80 (WD repeat containing) subunit B 1
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Rezultati

ras homolog gene Family, member F (in filopodia)
tubulin, gamma 1; similar to Tubulin, gamma 1
similar to RAMN binding protein 1; RAN binding protein 1
centromere ﬁrotein F, 3501’400&3 {mitosin)
G-2 and S-phase expressed 1
myosin IG
Sfil homolog, spindle assembly associated (yveast)
Protein phosphatase 2 (formerly 24), requlatory subunit &, alpha isoform
ilamin A, alpha (actin binding protein 280)
cell division cycle 20 homolog (S. cerevisiae)
TPX2, microtubule-associated, homolog {(Xenopus laevis)
Janus kinase 1
cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae)
Rho GDP dissociation inhibitor {GDI) alpha
coronin, actin binding protein, 1B
RAMN binding protein 9
histone deacetylase 3
rofilin 1
inesin light chain 3
kinesin Family member 186
cytoskeleton associated protein S
stomatin (EPB72)-like 2
ras homolog gene Family, member Q; similar to small GTP binding protein TC10
similar to RMNA binding motif protein 39; RNA binding motif protein 39
nuclear receptor co-repressor 1
tribbles homolog 2 (Drosophila)
echinoderm microtubule associated protein like 3
tuberous sclerosis 2
bridging integrator 1
ARPZ actin-related protein 2 homolog (yeast)
UBX domain protein 11
sorbin and SH3 domain containing 3
nucleolar and spindle associated protein 1
gelsolin {(amyloidosis, Finnish type)
MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast)
septin 1
kinesin Family member C2
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)
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Slika 21. Deseta grupa funkcionalno sli¢nih termina zastupljena na listi gena koji su u

bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj te odgovarajuci geni koje obiljezavaju.
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Rezultati

5.3. Rezultati analize zastupljenosti skupina gena

Ukupan broj zastupljenih skupina gena u bolesnika s jSpA-om bio je 634. Od toga su 23
skupine imale nominalnu p-vrijednost manju od 0,05. Ukupan broj skupina s vrijednos¢u
normalizirane sume zastupljenosti ve¢om od 1 u bolesnika s jSpA-om iznosio je 483.

Ukupan broj zastupljenih skupina gena u kontrolnoj skupini iznosio je 813. Od toga je 87
skupina gena imalo nominalnu p vrijednost manju od 0,05. Ukupan broj skupina s vrijednoscu
normalizirane sume zastupljenosti ve¢com od 1 u kontrolnoj skupini iznosio je 284. Samo
jedna skupina gena bila je statistiCki znac¢ajno obogacena s postotkom laznih otkri¢a manjim
od 0,25.

Analizom zastupljenosti skupina gena istakle su se tri skupine gena znacajno zastupljene u
bolesnika s jSpA-om. To je skupina gena koje sudjeluju u Hox signalnom putu, skupina gena
koje sudjeluje u putu prezivljavanja granulocita te skupina gena koja sudjeluje u putu

aktivacije limfocita T.
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Rezultati

Skupina gena koja je najznacajnije bila zastupljena u bolesnika s jSpA-om bila je vezana uz
Hox signalni put (slika 22). Geni iz ove skupine sudjeluju u razvoju mijelodisplasticnog

sindroma 1 akutne mijeloidne leukemije.

Enrichment plot: TAKEDA_NUP8_HOXA9 6H_UP
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0.15 -
0.10
0.05 -
0.00

Enrichment score (ES)

I L

Zero cross at 8476

2 "1" (positively correlated)

2 '0' (negatively correlated)
0 2,500 5,000 7,500 10,000 12,500 15,000 17,500 20,000
Rank in Ordered Dataset

Ranked list metric (Signal2Noise)
o

~Enrichment profile — Hits Ranking metric scores

Slika 22. Analiza zastupljenosti skupine gena vezane uz Hox signalni put u bolesnika s jSpA-
om.
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Rezultati

Druga skupina gena koja je pokazala znacajnu zastupljenost u bolesnika s jSpA-om bila je
vezana uz put prezivljavanja granuliranih stanica (slika 23). Zanimljivo je da se u ovoj

skupini gena nalaze brojni geni koji sudjeluju u MAPK signalnom putu.

Enrichment plot:
ST_GRANULE_CELL_SURVIVAL_PATHWAY

0.4 -
0.3 -
0.2 -

0.1-

Enrichment score (ES)

0.0 1

WINNTH
T

Zero cross at 9476
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'0' (negatively correlated)
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Rank in Ordered Dataset

Ranked list metric (Signal2Noise)
o

~Enrichment profile — Hits Ranking metric scores

Slika 23. Analiza zastupljenosti skupine gena vezane uz put prezivljavanja granuliranih
stanica u bolesnika s jSpA-om.
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Rezultati

Naposljetku, tre¢a skupina gena koja je pokazala znacCajnu zastupljenost u bolesnika s jSpA-
om bila je povezana s putem pojaCane aktivacije limfocita T (slika 24). U navedeni put

ukljucen je i TNFSF4 gen, koriSten za potvrdu rezultata qRT-PCR metodom.

Enrichment plot: LEE_TCELLS5_UP
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Slika 24. Analiza zastupljenosti skupine gena vezane uz put imunoloSkog odgovora u
bolesnika s jSpA-om.
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Rezultati

5.4. Rezultati analize mreZa i puteva

Analiza mreza 1 puteva provedena pomocu IPA programskog paketa pokazala je da su geni
koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izrazaju najviSe povezani s funkcionalnim
kategorijama kao §to su stani¢na smrt; izrazaj gena; rast i proliferacija stanice; rak; stanicni
ciklus; razvoj stanice; razvoj i1 funkcije hematoloskog sustava; hematopoeza; genetski
poremecaji; neuroloske bolesti; replikacija, rekombinacija 1 popravak DNA; poremecaji

vezivnog tkiva; stani¢ni imunoloski odgovor (slika 25, tablica 8).

Hogl(p-valus)
0.0 05 1.0 45 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 7.5 8.0 85 9.0 95

Cell Death

Gene Expraession

Cellular Growth and Proliferation

Cancer

Cell Cycle

Cellular Develapment

Hematological System Development and Function

Hematopoiesis

Genetic Disorder

Meurological Disease

DA Replication, Recombination, and Repair

Connective Tissue Disorders

Cell-mediated Immune Response

|

Slika 25. Rang lista funkcionalnih kategorija najviSe povezanih s genima koji su pokazali
razliku u izraZaju u bolesnika s jSpA-om.
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Rezultati

Tablica 8. Funkcionalne kategorije najviSe povezane s genima koji su pokazali razliku u
izrazaju u bolesnika s jSpA-om.

Funkcionalna Opis Primjeri funkcija
kategorija

Stani¢na smrt (engl. Funkcije povezane sa stani¢cnom smrti  Citoliza, nekroza,
Cell Death) 1 prezivljavanjem; prezivljavanje stanica,

oporavak stanica.

Izrazaj gena (engl.
Gene Expression)

Funkcije povezane s izrazajem gena;

Acetilacija kromatina,
transkripcija gena 1 elongacija
mRNA.

Rast 1 proliferacija
stanice (engl.
Cellular Growth
and Proliferation)

Funkcije povezane s rastom 1
proliferacijom stanica;

Kemotaksija, infiltracija,
preuredenje 1 transmigracija
stanica.

Rak (engl. Cancer)

Funkcije povezane s rakom;

Bilo koji process povezan s
tumorom, stanicama raka ili
kanceroznim tkivom; bilo koji
procesi povezani s
karcenogenezom kao $to su
transformacija i metastaza;
sve maligne bolesti poput
limfoma i neuroblastoma.

Stani¢ni ciklus
(engl. Cell Cycle)

Funkcije 1 stupnjevi stani¢nog ciklusa
uklju€ujudi 1 diobu stanice; funkcije
povezane s mitozom i mejozom;

Sastavljanje telomere,
napredovanje stani¢nog
ciklusa i GO faza.

Razvoj stanice
(engl. Cellular
Development)

Funkcije povezane s ravojem i
diferencijacijom stanice;

Stani¢ne funkcije ukljucene u
specifi¢nu diferencijaciju kao
Sto je miogeneza i
hematopoeza stanica; razvojne
funkecije kao Sto je
sazrijevanje i starenje stanica.

Razvoj 1 funkcije

Funkcije povezane s normalnim

Agregacija crvenih krvnih

hematoloskog razvojem 1 funkcijama stanica, tkivai stanica i perfuzija.
sustava (engl. organa koji tvore hematoloski sustav,

Hematological kao 1 funkcije specifi¢ne za

System Development hematoloski sustav;

and Function)

Hematopoeza (engl. Funkcije povezane s razvojem i

Hematopoesis) diferencijacijom limfoidnih,

mezenhimalnih 1 mijeloidnih
matiCnih stanica;

Genetski poremeca;ji
(engl. Genetic
Disorder)

Bolesti 1 poremecaji koji nastaju kao
rezultat genetskih defekata;

Cisti¢na fibroza, dvarfizam,
spina bifida, spolno vezana
mentalna retardacija.

Neuroloske bolesti
(engl. Neurological
Disease)

Bolesti 1 poremecaji neuroloSkog
sustava,

Atrofija aksona, konvulzije,
diskinezija i oticanje mozga.
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Rezultati

Replikacija, Funkcije povezane s replikacijom, Stvaranje replikacijske vilice,
rekombinacija i rekombinacijom i1 popravkom DNA;  homologna rekombinacija
popravak DNA DNA, oste¢enje DNA.

(engl. DNA

Replication,

Recombination and

Repair)

Poremecaji Bolesti vezivnog tkiva; Artritis, reumatske bolesti,

vezivnog tkiva
(engl. Connective
Tissue Disorders)

razvojni poremecaji kosti.

Stani¢ni imunoloski
odgovor (engl. Cell
Mediated Immune
Response)

Sadrzaj ove kategorije ogranicen je
na limfocite T 1 podvrste, prirodne
stanice ubojice 1 podvrste; sve
limfocitne stanice koje prirodno
izrazavaju TCR 1 dodatne vrste

prirodnih stanica ubojica ukljucene su

u ovu kategoriju; kategorija je
ograni¢ena na diferenciranije oblike
ovih stanica 1 procese koje takve
stanice obavljaju
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Rezultati

U primarnoj kategoriji koja opisuje bolesti 1 poremecaje, s genima koji su u bolesnika s jSpA-
om pokazali razliku u izrazaju najviSe su bile povezane funkcionalne kategorije kao Sto su
genetski 1 upalni poremecaji (slika 26, 27). Na slici 26. vidljiva je vazna uloga gena TLR4,
odabranog za potvrdu rezultata, u jednoj od stvorenih mreza gena povezanih s genetskim

poremecajima te upalnim i infektivnim bolestima.

SLXIA X1B
a @

P 2>

20s p @ some ~

Slika 26. Mreza gena povezanih s genetskim poremecajima te upalnim i infektivnim
bolestima.
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Rezultati

Slika 27. MrezZa gena povezanih s imunoloskim 1 upalnim bolestima.
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Rezultati

U primarnoj kategoriji koja opisuje funkcije molekula i stanica, s genima koji su u bolesnika s
JSpA-om pokazali razliku u izrazaju najvise su bile povezane funkcionalne kategorije kao $to

su stani¢na smrt, izrazaj gena, stanicni ciklus 1 razvoj stanice (slika 28).

T@?; ) @

Slika 28. Mreza gena povezanih sa stani¢nim ciklusom te replikacijom, rekombinacijom i
popravkom DNA.
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Rezultati

Konacno, u primarnoj kategoriji koja opisuje funkcije i razvoj fizioloskih sustava, s genima
koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izrazaju najviSe su bile povezane

funkcionalne kategorije kao §to su razvoj 1 funkcije hematoloskog sustava, te hematopoeza
(slika 29).

Slika 29. MrezZa gena povezanih s razvojem hematoloSkog sustava i hematopoezom.
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Rezultati

5.5. Potvrda rezultata

Za potvrdu rezultata izdvojeno je 6 gena koji su prilikom analize na DNA Cipu pokazali
znacajno povecan izrazaj (TLR4, NLRP3, PTPRN2, CXCR4, DUSP6, TNFSF4), 3 gena koja
su pokazala znaCajno smanjen izrazaj (MAP2K2, MAPKBP1, MYST3) te gen koji nije
pokazao znacajnu razliku u izrazaju, no za koji se pretpostavlja da ima vaznu 1 jo$ neistrazenu
ulogu u imunoloskim bolestima (PTPN12). Rezultati analize genskoga izrazaja na DNA ¢ipu

za odabrane gene prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Geni odabrani za daljnju analizu s prikazom rezultata dobivenih analizom izraZaja
na DNA ¢ipu.

Simbol Ime gena Oznaka skupa Vrijednost  Omjer p
proba na ¢ipu intenziteta promjene
TLR4 Toll-like receptor 4 232068 s at 248,25 +2,13 0,02
NLRP3 NLR family, pyrin 207075 _at 130,39 +1,97 <0,01
domain containing 3
PTPRN2 Protein tyrosine 203029 s at 189,93 +1,78 0,01

phosphatase, receptor
type, N polypeptide 2

CXCR4 Chemokine (C-X-X 217028 at 4753,75 +1,60 0,02
motif) receptor 4

DUSP6 Dual specificity 208892 s at 1724,53 +1,71 0,05
phosphatase 6

TNFSF4 Tumor necrosis factor 207426 s at 137,50 +1,95 <0,01
(ligand) superfamily,
member 4

MAP2K2  Mitogen-activated 213490 s at 193,45 -1,55 0,03
protein kinase kinase 2

MAPKBP1 Mitogen-activated 213394 at 130,88 2,17 0,01
protein kinase binding
protein 1

MYST3 MYST histone 216361 s at 101,78 -3,26 <0,01
acetyltransferase
(monocytic leukemia) 3

PTPN12 Protein tyrosine 202006 _at 710,88 +1,57 0,07
phosphatase, non- 216884 at 6,09 -1,05 0,91
receptor type 12 216915 s at 26,69 +2,30 0,11

Objasnjenje: svaki gen na Affymetrixovom Cipu predstavljen je jednim ili viSe skupom proba.
Svaki skup proba daje odredenu vrijednost intenziteta, a usporedba vrijednosti intenziteta
skupova proba na eksperimentalnom 1 osnovnom skupu plocica daje omjer promjene koji
predstavlja relativno povecanje (+) ili smanjenje (-) izrazaja nekog gena. Kako bi se utvrdilo
je li ta razlika u izrazaju statisticki znacajna, racuna se i p-vrijednost. Za dodatna objasnjenja
vidjeti poglavlje 1.8.
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Rezultati

Potvrda rezultata provedena je pomocu qRT-PCR metode u istoj skupini bolesnika u kojoj je
ucinjena analiza genskoga izrazaja pomocu DNA ¢ipova (B1), zatim u novim skupinama
nelijecenih 1 lijjecenih bolesnika s postavljenom dijagnozom jSpA-a (B2 i1 B3) te u skupini
bolesnika s postavljenom dijagnozom poliartikularnog ili oligoartikularnog oblika JIA (KB),
kao Sto je prikazano u tablici 6. Izrazaj gena bolesnika usporedivan je s izrazajem u kontrolnoj

skupini (KZ2), a rezultati su prikazani u tablici 10.

Tablica 10. Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini bolesnika kod kojih je
ucinjena analiza genskoga izraZzaja na DNA ¢ipu (B1), u skupini nelije€enih bolesnika s
postavljenom dijagnozom ErA-a (B2), u skupini lijeCenih bolesnika s postavljenom
dijagnozom ErA-a (B3), te u skupini bolesnika s postavljenom dijagnozom nekog drugog
oblika JIA-a (KB).

B1 B2 B3 KB

GEN oP p oP p oP p opP p

TLR4 +4,36 0,05 +391 <0,01 +1,32 0,26 +1,37 0,30
NLRP3 +2,06 0,53 -5,00 <0,01 -3,70 0,05 -2,13 0,21
PTPRN2 +2,60 0,54 -5,55 0,01 +1,41 0,59 -2,78 0,17
CXCR4 +1,89 <0,01 +1,87 <0,01 +1,37 0,03 +1,23 0,43
DUSP6 -1,12 0,72 -1,19 0,52 +1,11 0,66 -1,06 0,71
TNFSF4 +1,02 0,97 -1,16 0,46 -1,56 0,04 +1,26 0,23
MAP2K?2 -1,25 0,44 1,04 0,80 -1,07 0,75 +1,01 0,96
MAPKBPI1 -3,12 0,02 -1,39 0,29 -1,96 0,05 -1,05 0,75
MYST3 -1,10 0,73 -1,05 0,79 +1,03 0,86 -1,56 0,34
PTPN12 -3,70 <0,01 -2,63 <0,01 -2,44 <0,01 -1,06 0,84

Objasnjenje: OP, odnosno omjer promjene, predstavlja relativno povecanje (+) odnosno
smanjenje (-) izrazaja gena kvantificirano pomoc¢u 2 metode. Za dodatna objasnjenja
vidjeti poglavlje 1.8.
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Rezultati

Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini bolesnika s novopostavljenom
dijagnozom jSpA-a kod kojih je uinjena analiza genskoga izrazaja na Cipu (B1) pokazali su
statisticki znacajnu (p<0,05) promjenu izrazaja Cetiri gena. Dva gena imala su povecan izrazaj

(TLR4 1 CXCR4), a dva smanjen (MAPKBP1 i PTPN12), kao §to je prikazano u tablici 10. i

na slici 30.
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Slika 30. Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini bolesnika s novopostavljenom
dijagnozom jSpA-a kod kojih je u€injena analiza genskoga izrazaja na Cipu (B1). Stupci
pogreske (engl. error bars) izraunati su pomo¢u formule 2°* - 1, pri Gemu SEM oznadava
standardnu pogresku aritmeticke sredine (engl. standard error of the mean, SEM).
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Rezultati

U novoj skupini nelijecenih bolesnika s tek postavljenom dijagnozom jSpA-a (B2), qRT-PCR
analiza pokazala je statisticki znacajnu (p<0,05) promjenu izrazaja pet gena, od kojih su dva
imala povecan izrazaj (TLR4 i CXCR4), a tri smanjen (NLRP3, PTPRN2 i PTPN12).

Rezultati QRT-PCR analize u ovoj skupini bolesnika prikazani su u tablici 10. i na slici 31.
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Slika 31. Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini nelijeCenih bolesnika s tek
postavljenom dijagnozom jSpA-a (B2). Stupci pogreske (engl. error bars) izraunati su
pomocéu formule 2°*™— 1, pri Gemu SEM oznalava standardnu pogresku aritmeticke sredine
(engl. standard error of the mean, SEM).
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Rezultati

U skupini lijecenih bolesnika kod kojih je postavljena dijagnoza jSpA-a (B3), qRT-PCR
analiza pokazala je statisticki znacajno promijenjen (p<0,05) izrazaj pet gena. Od toga je
jedan gen imao povecan izrazaj (CXCR4), a Cetiri su imala smanjen (NLRP3, TNFSF4,
MAPKBP1 i PTPN12), §to je prikazano u tablici 10. 1 na slici 32.
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Slika 32. Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini lijeCenih bolesnika s
postavljenom dijagnozom jSpA-a (B3). Stupci pogreske (engl. error bars) izraunati su
pomocéu formule 2°*™— 1, pri Gemu SEM oznalava standardnu pogresku aritmeticke sredine
(engl. standard error of the mean, SEM).
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Rezultati

Naposljetku, qRT-PCR analiza pokazala je da u skupini bolesnika kod kojih je postavljena
dijagnoza oligoartikularnog ili poliartikularnog oblika JIA-a (KB) nema statisti¢ki znacajno

promijenjenog izrazaja odabranih gena (tablica 10, slika 33).
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Slika 33. Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini bolesnika kod kojih je
postavljena dijagnoza oligoartikularnog ili poliartikularnog oblika JIA-a (KB). Stupci
pogreske (engl. error bars) izraunati su pomo¢u formule 2°* — 1, pri Gemu SEM oznadava
standardnu pogresku aritmeticke sredine (engl. standard error of the mean, SEM).
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6. RASPRAVA

6.1. Analiza izrazaja sveukupnoga genskog sadrazaja
U svakoj stanici s jezgrom nalazi se sveukupni genski sadrzaj koji odreduje gradu nekog
organizma. Budu¢i da stanica koristi tek mali dio tog sadrzaja, neki geni u stanici uvijek su
“ukljuceni” 1 sudjeluju u procesima od osobite vaznosti za stanicu, dok drugi mogu biti ili
“ukljuceni” ili “iskljuceni”. Na “uklju¢ivanje”, odnosno na izrazaj gena utjecu mnogi vanjski
¢imbenici, poput lijekova, onecis¢ivaca, UV zraCenja, patogena, stresa 1 hormona, koji preko
razli¢itih signalnih puteva djeluju na enzime koji reguliraju epigenetske mehanizme te na
¢imbenike transkripcije (252). Osim toga, na izrazaj gena utjeCu i unutrasnji ¢cimbenici, poput
polimorfizama u cis- 1 trans-regulatornim elemenata (253). Usporedbom izrazaja svih gena u
razliitim stanicama iste jedinke ili u istim stanicama razli¢itih jedinki stoga moZemo dobiti
uvid u mehanizme odgovorne za razvoj nekog stanja ili bolesti, pri ¢emu je vrlo vazan odabir
jedinki 1 stanica iz kojh se izolira RNA te metoda kojom se izrazaj gena ispituje.
U naSem istrazivanju ispitivanje genskoga izrazaja provedeno je u skupini vrlo homogenih
bolesnika u kojih je dijagnoza nediferenciranog oblika jSpA-a postavljena koriStenjem ILAR-
ovih klasifikacijskih kriterija za JIA (tablica 2). U svih bolesnika dijagnoza je postavljena 12
— 24 tjedana nakon pojave prvih simptoma, tako da ni jedan bolesnik nije bio lijecen
lijekovima koji imaju znacajniji utjecaj na izrazaj gena. Svi bolesnici imali su znacajan omjer
vjerojatnosti za razvoj bolesti na temelju HLA genotipa. Omjer vjerojatnosti (engl. odds
ratio), odnosno omjer koji nam pokazuje koliko puta osoba s odredenim HLA antigenom ima
vecu vjerojatnost za razvoj bolesti u odnosu na sveukupno stanovnistvo, izraunat je u ranije
spomenutom istrazivanju u kojem je sudjelovalo 74 djece iz Hrvatske s postavljenom
dijagnozom jSpA-a, a iznosi 2,61 za B7 antigen, 5,69 za B27 antigen 1 14,82 u slucaju da su
prisutni B7 1 B27 antigeni (171). Za ispitivanje izraZaja koriStena je RNA izolirana iz stanica
pune krvi, koja uglavnom odrazava trenutnu aktivnost gena u limfocitima, monocitima,
neutrofilima, bazofilima 1 eozinofilima. Ispitivanje je provedeno na Affymetrixovom
GeneChipu koji ima vrlo veliku gusto¢u oligonukleotidnih proba, a zahvaljujuci
standardiziranom 1 uvelike automatiziranom procesu provodenja eksperimenta, jamci visok
stupanj ponovljivosti. Izrazaj gena u bolesnika usporeden je s izrazajem u kontrolnoj skupini
sudionika odgovaraju¢e dobi 1 spola, te je stvorena lista gena koji su uz odabrane statisticke
paremetre pokazali znacajnu razliku u izrazaju.
Medutim, samo jedan eksperiment u kojem se koristi neka od metoda visoke propusnosti, kao
Sto je ispitivanje genskoga izrazaja koriStenjem DNA Cipa, moze stvoriti viSe podataka nego
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nekoliko klasi¢nih doktorskih teza zajedno (225). S obzirom da se ljudski um ne moze nositi s
tako velikom koli¢inom podataka, dobiveni rezultati sistematski su analizirani pomocu
bioinformatickih metoda. Tako je provedena analiza zastupljenosti termina genske ontologije,
analiza zastupljenosti skupina gena te analiza mreza 1 puteva u kojima sudjeluju geni koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izraZzaju. Svim ovim analizama zajednicko je da
analizirane gene na temelju prijaSnjih saznanja i pomocu razli¢itih statistickih metoda 1
postupnika svrstavaju u odredene skupine povezane s razli¢itim bioloskim funkcijama, Sto
naposljetku moze uputiti istrazivaca na zbivanja u stanici koja doprinose razvoju bolesti.

Analiza zastupljenosti termina genske ontologije omogucava da se umjesto jednog gena
proucavaju dobro definirane skupine gena koje obiljezavaju odredeni termini genske
ontologije, zbog Cega se povecava vjerojatnost da se otkriju bioloSki procesi znacajni za
proucavani bioloski fenomen. Tako se pokazalo da su na listi gena koji su u bolesnika s jSpA-
om imali povecan izrazaj znacajno zastupljeni termini koji opisuju bioloske procese povezane
s aktivacijom protein kinaza, §to moze ukazivati na pojacanu aktivnost stanica, s obzirom na
to da se aktivacija receptora i signalnih molekula ¢esto vrSi upravo putem fosforilacije.
Ujedno, na navedenoj listi gena bili su zna€ajno zastupljeni 1 termini koji opisuju bioloske
procese povezane sa stanicnom smrti 1 apoptozom. Sve navedeno upucuje na zakljuc¢ak da u
bolesnika s jSpA-om postoji poremecaj normalne funkcije krvnih stanica iz kojih je izolirana
RNA za analizu genskoga izrazaja. S druge strane, analiza zastupljenosti termina genske
ontologije na listi gena koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali smanjen izrazaj pokazala je
znacajnu zastupljenost termina koji opisuju stani¢ne komponente povezane s lumenom
stani¢ne jezgre te bioloSke procese povezane s procesiranjem RNA, popravkom oStecenja
DNA 1 regulacijom kromosoma, $to ukazuje na snizenu transkripcijsku aktivnost i znacajnu
transkripcijsku disfunkciju u stanicama krvi bolesnika s jSpA-om. Osim toga, znaCajna
zastupljenost termina koji opisuju bioloske procese povezane sa stani¢nim ciklusom na listi
gena koji su pokazali smanjen izrazaj ukazuje na poremecaj mitoze i stani¢ne diobe u
stanicama krvi bolesnika s jSpA-om. Stoga mozemo =zakljuciti kako rezultati analize
zastupljenosti termina genske ontologije pokazuju pojacanu aktivnost stanica krvi u bolesnika
s jSpA-om, s posljedi¢no pojacanom reaktivno$¢u i apoptozom. Nadalje, rezultati analize
ukazuju 1 na sniZzenu transkripcijsku aktivnost te usporeni stanicni ciklus, §to potvrduje
disfunkciju stanica na vise razina. Vazno je napomenuti kako su nam rezultati ove analize

omogucili da za daljnju analizu odaberemo Sest gena (CXCR4, TLR4, NLRP3, DUSP6,
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MYST3, MAP2K2) koje obiljezavaju razli¢iti funkcionalno slicni termini znacajno
zastupljeni na listi gena koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali razlike u izrazaju.

Za razliku od ostalih metoda kojima se analizira zastupljenost, pri analizi zastupljenosti
skupina gena u obzir se uzima i veli¢ina razlike u izrazaju gena izmedu dva bioloska stanja,
zbog Cega se moze stvoriti lista na kojoj su skupine gena poredane ovisno o izrazaju koji su
pokazali geni i1z odredene skupine, §to nam naposljetku moze pomoci u otkrivanju
mehanizama koji sudjeluju u razvoju bolesti. Tako su rezultati analize zastupljenosti skupina
gena pokazali da su u bolesnika s jSpA-om najzastupljenije skupine gena koje sudjeluju u
Hox signalnom putu, u putu prezivljavanja granuliranih stanica te u putu aktivacije limfocita
T. U Hox signalni put spadaju geni koji sadrze slijed nukleotida poznat pod imenom
homebox. Produkti navedenih gena su ¢imbenici transkripcije koji kod ljudi reguliraju izrazaj
gena, morfogenezu i stani¢nu diferencijaciju. Imaju znacajnu ulogu u razvoju stanica krvi, a
pokazalao se da su povezani 1 s Wnt signalnim putem, koji pak ima ulogu u patogenezi
oStecenja SpA-a. U skupini gena koji sudjeluju u putu prezivljavanja granuliranih stanica
nalaze se geni vezani uz MAPK signalni put koji ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji
imunoloskog odgovora te u patogenezi upale SpA-a. Nadalje, medu genima koji sudjeluju u
pojacanoj aktivaciji limfocita T nalazi se 1 TNFSF4 gen, koji ima vaznu ulogu u posredovanju
izmedu prirodene 1 steCene imunosti, te je odabran za potvrdu rezultata QqRT-PCR metodom.
Naposljetku, u analizi mreza 1 puteva provedena je funkcionalna analiza koja nam je
omogucila povezivanje bioloSkih funkcija i bolesti s rezultatima provedenog eksperimenta.
Tako su s genima koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izraZzaju u primarnoj
kategoriji koja opisuje bolesti 1 poremecaje najvise bile povezane funkcionalne kategorije
koje opisuju upalne bolesti, zatim bolesti 1 poremecaje koji nastaju kao rezultat genetskih
defekata, bolesti 1 poremecaje imunoloskog sustava te bolesti koje nastaju kao rezultat
infekcije bakterijama, gljivama, virusima i prionima. VaZno mjesto u jednoj od stvorenih
mreza gena povezanih s navedenim funkcionalnim kategorijama zauzima i TLR4, zbog Cega
je odabran za daljnju analizu. Nadalje, s genima koji su u bolesnika s jSpA-om pokazali
razliku u izraZaju u primarnoj kategoriji koja opisuje funkcije molekula i stanica bile su
povezane funkcionalne kategorije koje opisuju funkcije 1 stupnjeve stanicnog ciklusa, zatim
stani¢nu smrt 1 prezivljenje, izraZzaj gena te razvoj i diferencijaciju stanica. Naposljetku, u
primarnoj kategoriji koja opisuje funkcije i razvoj fizioloSkih sustava, s genima koji su u
bolesnika s jSpA-om pokazali razliku u izrazaju najviSe su bile povezane funkcionalne

kategorije koje opisuju funkcije povezane s normalnim razvojem i funkcijama stanica, tkiva i
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organa koji tvore hematoloski sustav, kao 1 funkcije specificne za hematoloski sustav te
funkcije povezane s razvojem 1 diferencijacijom limfoidnih, mezenhimalnih 1 mijeloidnih
maticnih stanica. Sve navedeno upucuje na zakljucak kako u razvoju jSpA-a sujdeluju sli¢ni
mehanizmi kao 1 u upalnim, genetskim, imunoloskim 1 zaraznim bolestima koji ukljuc¢uju
poremecaj stani¢nog ciklusa, stanicne smrti, diferencijacije stanica 1 genskoga izrazaja.
Zanimljivo je da je analiza mreza i puteva, slicno kao i1 analiza skupina gena, pokazala da u
bolesnika s jSpA-om dolazi do poremecaja u hematoloSkom sustavu, odnosno u razvoju i

diferencijaciji mati¢nih stanica.

6.2. Obiljezja i izrazaj odabranih gena

Kako bi se potvrdilo da rezultati dobiveni ispitivanjem genskoga izrazaja na Cipu stvarno
predstavljaju ispitivani bioloski sustav te da to¢no opisuju bioloski fenomen koji se ispituje,
potrebno je provjeriti kvalitetu provedenog eksperimenta (engl. experimental quality control),
neovisno potvrditi dobivene rezultate (engl. independent confirmation of data) te ispitati jesu
li su dobiveni rezultati isti 1 u novoj skupini uzoraka (engl. conformation of universality of
results) (235). U naSem istrazivanju kvaliteta eksperimenta osigurana je strogim
pridrzavanjem MIAME standarda te standardiziranih Affymetrixovih protokola i postupnika
za provodenje eksperimenta i1 obradu rezultata. Nadalje, na osnovi promjena u izrazaju,
bioloSkih funkcija 1 rezultata ranije provedenih istrazivanja odabrani su geni za neovisnu
potvrdu dobivenih rezultata u skupini bolesnika kojima je ucinjeno ispitivanje genskoga
izrazaja na DNA ¢ipu, ali 1 u novim skupinama nelijecenih 1 lijecnih bolesnika s istom
dijagnozom. Za neovisnu, eksperimentalnu potvrdu dobivenih razina izraZaja koriStena je
qRT-PCR metoda, koja je prihvacena kao “zlatni standard” 1 mjerilo s kojim se usporeduju
druge metode za ispitivanje genskoga izrazaja. Naposljetku, izraZzaj odabranih gena ispitan je i
u skupini bolesnika kojima je postavljena dijagnoza oligoartikularnog ili poliartikularnog
oblika JIA-a, kako bi se ustvrdilo je 1i opaZeni izrazaj specifican za bolesnike s jSpA-om, ili
je prisutan i u drugih bolesnika s kroni¢nim artritisom djecje dobi.

Vecina gena odabranih za daljnju analizu uklju¢ena su u dva signalna puta, NF-xB i MAPK.
Ovi putevi aktivni su u gotovo svim eukariotskim stanicama gdje sudjeluju u raznim
funkcijama, no osobito su vazni u regulaciji imunoloskog odgovora (254).

Visenamjenski MAPK signalni sistem sastoji se od odvojenih puteva koji kontroliraju veliki
broj razli¢itih stani¢nih procesa poput transkripcije, metabolizma, mobilnosti, proliferacije,

apoptoze, sinapticke plasti¢nosti i dugotrajnog pamcenja. Prijenos signala zapocinje nekim
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stimulansom koji aktivira odgovarajuc¢e prijenosnike (engl. transducers), a nastavlja se
fosforilacijom protein kinaza, ¢ime se signal prenosi u stanicnu jezgru gdje odgovarajuci
1zvr$ni proteini (engl. target proteins) dovode do transkripcije gena koji sudjeluju u odgovoru
stanice na dati signal. Protein kinaze kataliziraju prijenos fosfatnih skupina s ATP na
hidroksilnu skupinu serinskih, treoninskih ili tirozinskih ostataka odgovarajuéeg proteina, a u
MAPK signalnom putu sudjeluju tri uzastopno aktivirane skupine protein kinaza. Prvo se
aktivira skupina MAPK kinaze kinaza u kojoj ima 14 razli¢itth MAPKKK. Nakon toga se
aktivira skupina MAPK kinaza u kojoj ima sedam razli¢itih MAPKK. Naposlijetku se aktivira
skupina MAPK koja broji 12 razli¢itth MAPK. U prijenos signala ukljuceni su 1
konstrukcijski proteini (engl. scaffolding proteins) koji dovode komponente signalnog sustava
u neposrednu blizinu, povezuju ith u multienzimski kompleks 1 omogucuju njihovo
medudjelovanje. Budu¢i da je fosforilacija reverzibilni proces, u ovom signalnom putu vaznu
ulogu imaju 1 MAPK fosfataze (MKP), koje dovode do defosforilacije odgovarajucih
proteina. Ovisno o MAPK koje sudjeluju u putu, razlikujemo tri glavna puta: ERK (engl.
extracellular-signal-regulated kinase) put, INK (engl. c-Jun N-terminal kinase) put te p38
put. ERK put je jedan od glavnih MAPK puteva koji ima brojne funkcije, a jedna od njih je
kontrola proliferacije stanica i aktivacije limfocita T. JNK put takoder kontrolira brojne
stani¢ne procese, ukljucujuci proliferaciju, embrionalni razvoj i apoptozu. Vrlo vaznu ulogu u
imunoloSkom odgovoru ima p38 put koji kontrolira apoptozu 1 otpustanje raznih citokina u
makrofazima 1 neutrofilima. Ovaj put mogu aktivirati razliciti receptori, poput TLR-a, te
¢imbenici okoliSa, poput oksidacijskog, osmotskog 1 radijacijskog stresa.

S druge strane, signalni put u kojem sudjeluje ¢imbenik transkripcije NF-kB ukljucen je u
procese koji kontroliraju upalu, stani¢nu proliferaciju i apoptozu. NF-kB spada u skupinu
transkripcijskih ¢imbenika koji se nalaze u citoplazmi, a nakon aktivacije prelaze u stani¢nu
jezgru. Put u kojem sudjeluje moze kontrolirati vrlo velik broj gena, zbog cega je pod
utjecajem brojnih drugih signalnih puteva. Tako npr. u uvodu spomenuti RANKL nakon
vezanja na RANK koristi ovaj put za kontrolu osteoklastogeneze. Komponente NF-xB
signalnog puta ¢ine NF-kB/REL obitelj ¢imbenika transkripcije, obitelj inhibitora NF-kB
(IxB), IxB kinaze (IKK) te povezani proteini. NF-kB signalni put takoder se sastoji od vise
signalnih puteva, koje mogu aktivirati TNF, IL-1 i razli¢iti PAMP-ovi. Osobito su vazni TNF-
a 1 TLR signalni putevi, s obzirom na to da sudjeluju u regulaciji prirodenog imunoloskog

odgovora.
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Kako bismo S§to zornije pokazali ulogu odabranih gena, pomoc¢u programskog paketa IPA
stvorili smo mrezu u kojoj je prikazan polozaj proteinskih produkata odabranih gena u stanici,
njihove medusobne veze, ali 1 veze s ostalim proteinima 1 proteinskim kompleksima (slika
34). S obzirom na velik broj prikazanih veza, mozemo zakljuciti kako proteini koje kodiraju
odabrani geni imaju mnogobrojne uloge te kako su vrlo vazni za normalno funkcioniranje

stanice.
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Slika 34. Mreza koju tvori deset gena odabranih za potvrdu rezultata.

Produkt gena TLR4 (TOLL, CD284, TLR-4, ARMDI10) spada u skupinu Toll-u sli¢nih
receptora (engl. Toll-like receptors, TLR), a gena NLRP3 (AIl, AVP, FCU, MWS, FCAS,
CIAS1, NALP3, Clorf7, CLRI1.1, PYPAF1, AGTAVPRL) u skupinu NOD-u sli¢nih
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receptora (engl. NOD-like receptors, NLR). TLR 1 NLR su receptori za prepoznavanje uzorka
(engl. pattern recognition receptor, PRR) pomocu kojih se prepoznaju evolucijski o¢uvane
strukture na patogenima (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) (22). TLR se
nalaze na povrSini makrofaga, dendritickih stanica 1 B limfocita, a sastoje se od izvanstani¢ne
LRR domene i unutarstanicne TIR domene. Do danas je kod ljudi otkriveno 10 razli¢itih
TLR-a koji prepoznaju PAMP-ove virusa, bakterija, gljiva 1 protozoa. Osim
transmembranskih TLR-a, u unutraSnjosti stanica nalaze se NLR 1 RLR (engl. RIG-I-like
receptors) koji prepoznaju uzorke bakterija 1 virusa. U NLR obitelj ubrajaju se najmanje 23
razliCita unutarstani¢na proteina koja imaju zajedni¢ku organizaciju proteinskih domena, ali
razlicite funkcije. NLR proteini najéesce sadrze srediSnju NACHT ili NOD domenu vaznu za
aktivaciju, N-terminalnu izvrSnu domenu koja moze sadrzavati PYRIN, CARD ili BIR
domenu, a vaZzna je za prijenos signala te C-terminalnu LRR domenu vaZnu za prepoznavanje
PAMP-a. Vecina PRR-a ne “osje¢a” samo uzorke patogena, ve¢ i molekularne obrasce
povezane s ozljedom tkiva (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP) koje se
nalaze na krivo smotanim/glikoziliranim proteinima ili hidrofobnim dijelovima molekula
otpustenih i1z oSteCenih stanica. Nakon §to PAMP i DAMP aktiviraju PRR, zapocinje
unutarstanicni prijenos signala razli¢itim putevima poput NF-xB ili MAPK S§to na kraju
dovodi do sinteze i izlu€ivanja upalnih medijatora te do odgovora prirodenog i steCenog
imunoloSkog sustava. Aktivacija TLR-a pritom zapocinje signalni put koji potie stvaranje
pro-IL1B 1 pro-IL18, a aktivacija NLR-a omogucuje stvaranje inflamasoma, unutarstani¢ne
strukture koja se sastoji od mnostva proteina koji se kaskadno aktiviraju. Jednom stvoreni
inflamasom aktivira kaspazu-1, koja pak proteolizom cijepa pro-IL1p i pro-IL18 ¢ime pocinje
lucenje bioloski aktivnih oblika ovh proupalnih citokina. Do danas su otkrivena Cetiri razl¢ita
inflamasoma, nazvana prema PRR-ima koji reguliraju njihovu aktivnost: NLRP1, Nlrp3,
Nlrc4 1 AIM2. Poremecaj u bilo kojem od spomenutih inflamasoma moze dovesti do
autoinflamatorne bolesti (255). Osim toga, nedavno provedeno istrazivanje pokazalo je da su
neke mutacije NLRP3 gena povezane sa smanjenim izrazajem i smanjenim stvaranjem IL-1[3
te povecanim rizikom za razvoj Crohnove bolesti (256). S druge strane, pokazalo se da u
bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a postoji povecan izrazaj TLR2 1 TLR4 u
monocitima i1z krvi 1 zglobne tekucine (257). Vezanje navedenih receptora s potencijalnim
ligandima moze dovesti do povecanog izlucivanja citokina, S§to dodatno potvrduje vaznu
ulogu koju TLR-ovi imaju u patogenezi ove bolesti. Nedavno provedenim istrazivanjem

utvrdeno je da polimorfizmi ovih receptora nisu povezani s razvojem ErA-a, Sto pokazuje da

115



Rasprava

je za njihov povecan izrazaj vjerojatno zasluzan neki drugi Cimbenik (258). Rezultati
provedene qRT-PCR analize potvrdili su rezultate prijasnjih istrazivanja koja su pokazala da
je izrazaj TLR4 gena povecan u bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a. Medutim, u
naSem istrazivanju izrazaj ovog gena bio je statisti¢ki znaCajno povecan samo u grupama
nelijecnih bolesnika, $to nas upucuje na zakljucak da lijekovi koji se koriste za lijeenje jSpA-
a (NSAIL, DMARD, KS) utjeCu na izrazaj TLR4. S obzirom da se pokazalo kako
polimorfizmi nisu odgovorni za povecan izrazaj ovog gena, potrebno je provesti daljnja
istrazivanja kako bi se utvrdilo moZe li se povecan izrazaj pripisati nekim epigenetskim
mehanizmima. Zanimljive rezultate dala je qRT-PCR analiza NLRP3 gena koja je pokazala
statisticki znacajno smanjen izrazaj u bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a. Smanjen
izrazaj ovog gena dosad nije zabiljeZzen u bolesnika s upalnim artritisima, no, kao $to smo
ranije naveli, opaZzen je u bolesnika s Crohnovom bolesti, te se povezuje s razliitim
polimorfizmima 1 povecanim rizikom za razvoj Crohnove bolesti. S obzirom na navedeno, za
smanjen izrazaj ovog gena u bolesnika s jSpA-om takoder bi mogao biti odgovoran neki
polimorfizam, no potrebno je provesti daljnja istrazivanja kako bi se to potvrdilo. Takoder,
vazno je napomenuti kako je izrazaj NLRP3 bio smanjen u grupi nelijecenih 1 lijecenih
bolesnika, iz cega se mozZe zakljuciti kako lijecenje standardnim lijekovima (NSAIL,
DMARD, KS) ne utjece na izrazaj ovog gena u bolesnika s jSpA-om.

Produkt gena CXCR4 (FB22, HM89, LAP3, LCRI, NPYR, WHIM, CD184, LESTR,
NPYR3, NPYRL, HSY3RR, NPYY3R, D2S201E) je kemokinski receptor na kojeg se veze
kemokin CXCL12. Kemokini su citokini koji mogu potaknuti kemotaksiju 1 aktivaciju
leukocita, zbog Cega imaju vaznu ulogu u dovodenju leukocita 1 drugih stanica na mjesta
upale. Osim $to veze CXCL12, CXCR4 je vazan koreceptor za HIV-1 virus, a nedavna
istrazivanja pokazala su da je, zajedno s TLR4, uklju¢en u prepoznavanje bakterijskih LPS-a,
te aktivaciju NF-kB i MAPK puteva (259). Ranije spomenuto istrazivanje u kojem je
analiziran izrazaj 588 gena u PBMC bolesnika sa SpA-om, PsA-om i RA-om, pokazalo je da
CXCL12 1 CXCR4 pokazuju povecan izrazaj u svih navedenih bolesnika, a dodatna analiza
otkrila je CXCL12 u sinovijalnoj tekucini te u sinoviji nekih bolesnika sa SpA-om 1 RA-om
(238). Daljnja istrazivanja pokazala su da povecan izrazaj CXCR4 dovodi do nakupljanja
CD4 limfocita T u sinoviocitima bolesnika s RA-om, ali 1 u mukozi crijeva bolesnika s IBD-
om (260). S obzirom na spomenutu ulogu koju CXCR4 ima u prepoznavanju LPS-a, mogao
bi biti ukljucen 1 u pogresno prepoznavanje crijevnih mikroba, Sto se takoder smatra vaznim

za patogenezu IBD-a. Zanimljivo je da su rezultati nekoliko ispitivanja na zivotinjama i
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ljudima pokazali kako antagonisti kemokinskih receptora, ukljucujuci 1 antagoniste CXCR4,
mogu terapeutski djelovati na tijek kroni€nih upalnih bolesti (261). Nedavno je otkriveno da
prekursori osteoklasta takoder izrazavaju CXCR4, zbog Cega se smatra da CXCR4 1 CXCL12
imaju vaznu ulogu u regulaciji reapsorpcije kosti (262). Osim toga, pokazalo se da Wnt
signalni put regulira izrazaj CXCL12 gena, $to dodatno potvrduje ulogu CXCR4 1 CXCL12 u
metabolizmu kosti. Naposljetku, vazno je spomenuti onkolosko istrazivanje koje je pokazalo
da post-transkripcijska regulacija moze povecati koncentraciju CXCR4 u stanicama (263).
Rezultati provedene qRT-PCR analize pokazali su da je izrazaj gena CXCR4 statistiCki
znacajno povecan u svim skupinama bolesnika, bez obzira na lije¢enje, Sto ukazuje na vaznu
ulogu ovog gena u patofiziologiji jSpA-a.

Produkti PTPN12, PTPRN2 i DUSP6 gena spadaju u skupinu tirozin fosfataza (PTP) koje su
zajedno s tirozin kinazma (PTK) odgovorne za defosforilaciju 1 fosforilaciju tirozina. Ovaj
mehanizam koristi se za komunikaciju izmedu i unutar stanica, a vrlo je vazan za odrzavanje
razli¢itih fizioloskih funkcija poput embriogeneze te razvoja tkiva, organa i organskih
sustava. PTP 1 PTK tako sudjeluju u prijenosu signala kroz razli¢ite signalne puteve poput
MAPK puta, u regulaciji stanicnog ciklusa te u kontroli proliferacije, diferencijacije 1
transformacije stanica. Vazno je napomenuti da PTP i PTK imaju znacajnu ulogu u
normalnom funkcioniranju imunoloskog sustava, a bilo kakav poremecaj u njihovoj ravnoteZzi
moze dovesti do imunodeficijencije, autoimunosti ili malignosti (264). Tome u prilog govori 1
¢injenica da je viSe od polovine PTP-a iz ljudskog genoma izrazeno u limfocitima T gdje
sudjeluju u procesima vaznima za razvoj i funkciju ovih stanica (265). U ljudskom genomu
nalazi se 107 gena za razliCite PTP-e, koje se na temelju redoslijeda aminokiselina 1
katalitickih domena mogu podijeliti u Cetiri razreda (266). Najvazniji medu njima je prvi
razred u kojem se nalazi 38 “klasi¢nih” PTP-a, koje se mogu podijeliti na PTP koje slice
receptorima 1 nalaze se u stani¢noj membrani (engl. receptor-like PTP, RPTP), te na PTP-e
koje nisu sli¢ne receptorima i1 nalaze se u unutraSnjosti stanice (engl. nonreceptor PTP,
NRPTP). Osim toga, u prvom razredu nalazi se 1 61 fosfataza dvostruke specifi¢nosti (engl.
dual-specific protein phosphatases, DSP) koja osim tirozina moze defosforilirati i
serin/treonin. DSP se takoder mogu podijeliti na vise skupina, a osobito je vazna skupina u
kojoj se nalazi 11 MKP, fosfataza dvostruke specificnosti koje negativno reguliraju aktivnost
MAP kinaza ERK, JNK i p38.

Produkt gena PTPN12 (PTP-G1, PTP-PEST), zajedno s produktima PTPN22 1 PTPN18 gena,
spada u PEST obitelj PTP-a (engl. proline-, glutamic acid-, serine- and thirosine-rich family
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of PTPs) (267). To je obitelj PTP-a koje nisu sli¢ne receptorima te se nalaze u unutraSnjosti
stanice. PTPN22 je snaZan inhibitor aktivacije limfocita T, a polimorfizam ovog gena
predstavlja ¢imbenik rizika za razvoj razli¢itih autoimunosnih bolesti, medu kojima je 1 JIA
(268). Zbog sklonosti da defosforilira proteine citoskeleta, PTPN12 je vrlo vazan u regulaciji
adhezije 1 migracije stanica (267). Pokazalo se da PTPN12 ima ulogu u kontroli reapsorpcije
kosti tako Sto sudjeluje u defosforilaciji PTK2B (engl. proline-rich tyrosine kinase 2, Pyk2),
PTK vazne za adheziju 1 aktivaciju osteoklasta (269). Osim toga, razliCita istrazivanja
pokazala su da bi PTPN12 mogao biti negativni regulator aktivacije limfocita (267). Mutacije
PTPN12 1 PSTPIP1, proteina koji je usko povezan s PTPN12 i PTPN18, otkrivene su u ljudi s
PAPA sindromom (engl. pyogenic sterile arthritis, pyoderma gangrenosum and acne
syndrome) 1 obiteljskim rekurentnim artritisom (engl. familial recurrent arthritis) (267).
Mutacije koje uzrokuju ove autoinflamatorne bolesti onemogucuju vezanje PTPNI12 1
PTPN18 na PSTPIP1, Sto ukazuje da bi PTPN12 1 PTPN18 mogli biti negativni regulatori
upale. U skladu su s navedenim opazanjem i rezultati nedavno provedenog istrazivanja koji su
pokazali da PTPNI12 inhibira djelovanje TLR-a na akitvaciju prirodenog imunoloskog
odgovora tako S$to blokira komponente NF-kB signalnog puta (270). Rezultati naseg
istrazivanja pokazali su kako je izrazaj PTPNI12 statisticki znacajno smanjen u svim
skupinama bolesnika s jSpA-om. Zasad nije poznat mehanizam odgovoran za smanjen izrazaj
ovog gena kod bolesnika s jSpA-om, no istrazivanje provedeno kod onkoloskih bolesnika
pokazalo je da se moZe utiSati metilacijom (271).

Produkt gena PTPRN2 (IA, ICAAR, PTPRP, [A-2beta, R-PTP-N2) pripada razredu PTP-a
koje su sli¢ne receptorima 1 nalaze se u stanicnoj membrani. Dosadasnja istrazivanja pokazala
su da je PTPRN2 jedan od antigena vaznih za razvoj SeCerne bolesti tipa I (272). Potvrda
rezultata QRT-PCR metodom pokazala je da je ovaj gen pojacno izrazen u grupi nelijeCenih
bolesnika s postavljenom dijagnozom jSpA-a, no znacaj toga otkri¢a zasad nije poznat.
Produkt gena DUSP6 (HH19, MKP3, PYST1) spada u skupinu MKP-a koje pri odgovoru na
fizioloSke 1 patoloske stimulanse stvaraju negativnu regulatornu mrezu kojom se oblikuju
trajanje, jacina 1 prostorno-vremenski obrasci aktivnosti MAPK-a, §to uvelike odreduje
bioloski ishod signaliziranja (273). Pojedinacne MKP mogu djelovati na jednu ili viSe
MAPK-a, zbog ¢ega omogucuju povezivanje razlic¢itth MAPK puteva, ali i drugih signalnih
puteva u stanici. MKP se mogu podijeliti u cetiri skupine, a MKP3, produkt DUSP6 gena,
spada u skupinu MKP koje se nalaze u citoplazmi 1 specificne su za ERK. Upravo

djelovanjem na ERK, MKP3 negativno regulira aktivaciju limfocita te prenosi inhibitorni
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uc¢inak TLR4 na TCR u CD4 limfocitima T (265). Provedena qRT-PCR analiza pokazala je
da niti u jednoj skupini bolesnika nema statisti¢ki znacajne promjene izrazaja ovog gena.
Produkt gena MAP2K2 (CFC4, MEK2, MKK2, MAPKK?2, PRKMK?2) zajedno sa MEK1
spada u obitel] MAPK kinaza (MAPKK) dvostruke specificnosti koje djeluju na ERK
(MAPK/ERK kinaze, MEK) 1 ukljuene su u razli¢ite bioloSke procese (274). Ove
viSenamjenske kinaze imaju vaznu ulogu u odrzavanju osnovnih funkcija stanice poput
prezivljavanja, proliferacije, motiliteta 1 diferencijacije. Vazne su za angiogenezu i
imunoloski odgovor, a imaju ulogu i u razvoju. Razli¢ite mutacije ovih gena u spolnim
stanicama povezane su s razvojnim sindromima, dok su mutacije u tjelesnim stanicama
povezane s nekoliko tumora. Nejednaka raspodjela mutacija koje uzrokuju sindrome i
mutacija koje uzrokuju tumore ukazuje da su MEK1 1 MEK2 geni razli¢ito regulirani. Dosad
nije opisana uloga ovih gena u upalnim bolestima, a qRT-PCR analiza nije pokazala
statisticki znacajne promjene izrazaja ni u jednoj skupini bolesnika.

Produkt gena MAPKBP1 (Jnkbpl, INKBP-1, AW123212, mKIAA0596, 2810483F24Rik)
spada u skupinu konstrukcijskih proteina koji moduliraju prostornu i/ili vremensku regulaciju
signalnog puta organiziranjem razli¢itih komponenti u module. Pokazalo se da ovaj protein
poboljsava aktivaciju JNK signalnog puta potaknutu TAKI1 (engl. TGF-f activated kinase 1)
koja spada u skupinu MAPKKK (275). Ujedno, pokazalo se da moze poboljsati 1 aktivaciju
NF-kB signalnog puta u kojoj osim TAK1 sudjeluje i TRAF-2 (engl. TNF recetor associated
factor 2) (276). Dosad nije opisana uloga ovog gena u upalnim bolestima, no qRT-PCR
analiza pokazala je da ima smanjen izraZaj u skupini lijecenih 1 nelije¢nih bolesnika kod kojih
je postavljena dijagnoza ErA-a.

Produkt TNFSF4 (P34, CD252, OX40L, TXGP1, CD134L, OX-40L) gena pripada obitelji
TNF liganda, a veze se na receptor TNFRSF4 (0X40, ACT35, CD134, TXGPIL). Smatra se
da su TNFSF4-TNFRSF4 kostimulatorne molekule vazne za aktivaciju limfocita, koja se
odvija preko razli¢itih signalnih puteva medu kojima je 1 NF-xB (277). TNFSF4 je primarno
izrazen na APC-u, a izrazaju doprinosi aktivacija razliCitih receptora kao Sto su TNFRSF4,
TBR 1 TLR te proupalni citokini poput IL-18, dok drugi proupalni citokini poput TNF 1 IL-1
mogu dovesti do izrazaja na TNFSF4 povrSini NK stanica, bazofila, te nekih strukturnih
stanica. Navedena opazanja ukazuju na vaznu ulogu TNFSF4 u posredovanju izmedu
prirodene 1 steCene imunosti. Polimorfizmi koji dovode do povecanog izraZzaja ovog gena
povezani su s razvojem ateroskleroze i1 sistemskog eritemskog lupusa (engl. systemic lupus

erythematosus, SLE), dok su istrazivanja na Zivotinjskim modelima pokazala da sprecavanje
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interakcije TNFSF4 1 TNFRSF4 dovodi do poboljSanja autoimunosnih, upalnih 1 zaraznih
bolesti. Osim toga, povecan izrazaj TNFSF4 opazZen je u poCetnom stadiju sepse te je povezan
s loSijim preZivljenjem (278). Medutim, u kasnijem stadiju sepse dolazi do smanjenog
izrazaja TNFSF4, §to uzrokuje oslabljeni odgovor stecenog imunoloskog sustava (279). S
obzirom na sve navedeno, mozemo zakljuciti kako ovaj gen ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji
imunoloSkog odgovora. Rezultati qRT-PCR analize pokazali su kako je ovaj gen statisticki
znacajno povecan u skupini lijeCenih bolesnika s postavljenom dijagnozom ErA-a, §to bi
moglo upucivati na zakljuCak da standardno lijeCenje (NSAIL, DMARD, KS) utjeCe na
1zrazaj ovog gena joS neobjaSnjenim mehanizmima.

Produkt MYST3 (KAT6A, MOZ, ZNF220, RUNXBP2, ZC2HC6A) gena spada u MYST
obitelj histon acetiltransferaza (HAT) koje prenose acetilne skupine na lizinske ostatke
histona (280). Ve¢ je u uvodu spomenuto kako modifikacije histona, poput metilacije i
acetilacije, odreduju hoce li geni biti “ukljuceni” ili “iskljuceni”, Sto ukazuje da je regulacija
genskoga izrazaja acetilacijom histona u jezgri vrlo sli¢na prijenosu signala fosforilacijom
razli¢itih proteina u citoplazmi stanice, pa tako mozemo reci da, kao 1 fosforilacija, acetilacija
histona uglavnom pojavacava izrazaj gena. Pet proteina iz MYST obitelji otkriveno je kod
sisavaca, a mogu se podijeliti u tri podskupine: MYST3 (Moz) i MYST4 (Qkf), MYSTI1
(Mof) 1 Tip60 te MYST2 (Hbol). Ovi proteini ukljueni su u mnoge funkcije stanice,
ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu, zbog ¢ega ne ¢udi da su mutacije MYST
gena povezane s razliCitim patoloSkim stanjima poput leukemije. Osim S$to se translokacija
MYST3 gena Cesto otkriva u akutnoj mijeloidnoj leukemiji, nekoliko istrazivanja pokazalo je
da MYST3 ima vrlo vaznu ulogu u regulaciji hematopoeze (281). Osim toga, pokazalo se da
MYSTS3 regulira Tbx1 lokus, a mutacije MYST3 dovode do fenotipa slicnog DiGeorgeovom
sindromu, $to ukazuje da modifikacije koje uzrokuje MYST3 utjeCu na fenotip u ovom
sindromu (282). Rezultati qRT-PCR analize nisu pokazali statisticki znafajnu promjenu
1zrazaja ovog gena niti u jednoj skupini bolesnika.

Rezultati qRT-PCR analize odabranih gena u skupini bolesnika kod kojih je u¢injena analiza
izrazaja na DNA ¢ipu (B1) uglavnom su se poklapali s rezultatima dobivenim analizom na
¢ipu te su uglavnom bili u skladu s rezultatima qRT-PCR analize u novoj skupini nelijecenih
bolesnika (B2). S obzirom na to da je qRT-PCR metoda puno osjetljivija no analiza genskoga
izrazaja na DNA c¢ipu, ne Cudi $to svi analizirani geni nisu pokazali statisticki znaCajnu
promjenu izrazaja. Analiza izrazaja odabranih gena u skupini lijjecenih bolesnika (B3)

pokazala je da standardna terapija (NSAIL, DMARD, KS) vjerojatno utjece na izraZaj nekih
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gena (TLR4, TNFSF4). Vazno je istaknuti kako je qRT-PCR analiza u skupini bolesnika kod
kojih je postavljena dijagnoza oligoartikularnog ili poliartikularnog oblika JIA-a (KB)
pokazala da nema statisticki znacajne razlike u izraZzaju odabranih gena, zbog ¢ega mozemo
zakljuciti da je opaZeni izrazaj odabranih gena specifican za bolesnike s postavljenom
dijagnozom ErA-a te da se mehanizmi koji leze u podlozi bolesti razlikuju od mehanizama
koji leze u podlozi drugih oblika JIA-a. Stoga mozemo reci kako jSpA predstavlja posebnu
skupinu bolesti koja se razlikuje od najc¢es¢ih oblika JIA-a te kako se o tome treba voditi
racuna prilikom izrade novih klasifikacijskih 1 dijagnostickih kriterija.

Na kraju mozemo zakljuciti kako su rezultati ovog istrazivanja po prvi puta pokazali da kod
bolesnika s jSpA-om postoji razlika u izrazaju nekih gena koji imaju vaznu ulogu u razvoju
mnogih imunoloskih, ali 1 drugih bolesti. To prije svega vrijedi za smanjen izrazaj PTPN12
gena u svim skupinama bolesnika. Metilacijom utiSan izraZaj ovog gena dovodi se u vezu s
loSijim ishodom lijeCenja karcinoma dojke, zbog cega je PTPN12 postao vrlo interesantan u
otkrivanju novih modaliteta lije¢enja malignih bolesti. Nadalje, valja spomenuti i gen CXCR4
koji je u svim skupinama bolesnika pokazao povecan izrazaj. Produkt ovog gena, zajedno s
drugim kemokinima i kemokinskim receptorima, predstavlja zanimljivo mjesto djelovanja
novih lijekova koji se razvijaju za lije¢enje imunoloskih 1 upalnih bolesti, no osim u ranije
spomenutom istrazivanju genskoga izrazaja provedenom prije vise od deset godina, dosad se
nije dovodio u vezu sa SpA-om. Sami mehanizmi odgovorni za povecan, odnosno smanjen
izrazaj ovih gena, ali 1 ostalih analiziranih gena kod bolesnika s postavljenom dijagnozom
ErA-a, jo$ uvijek nisu sasvim jasni, zbog Cega je potrebno provesti daljnja istrazivanja na
razini genoma, proteoma 1 epigenoma. Medutim, ve¢ sada mozemo reci kako geni koji su
pokazali promjene u izraZaju imaju vazne uloge u prirodenom 1 steCenom imunoloSkom
sustavu, da u razvoju jSpA-a sudjeluju i1 autoinflamatorni i autoimunosni mehanizmi te da
sama bolest u kontinuumu imunoloskih bolesti zauzima mjesto medu kombiniranim

bolestima.

6.3. Patogeneza juvenilnih spondiloartritisa

Na temelju rezultata dobivenih u provedenom istraZivanju te spoznaja o patogenezi upale 1
oSte¢enja opisanima u uvodnom dijelu, mozemo zakljuciti da je jSpA bolest u kojoj do
poremecaja dolazi na viSe razina (slika 35). Prvu razinu predstavlja poremecaj u
prepoznavanju patogena 1 aktivaciji imunoloskog odgovora, drugu poremecaj u migraciji

upalnih stanica, a tre¢u poremecaj u regulaciji imunoloskog sustava. Prvi korak u

121



Rasprava

zapocinjanju upale vjerojatno je susret stanica prirodenog imunoloSkog sustava s nekim
patogenom, do ¢ega, prema svemu sudeci, dolazi u crijevu. Zbog poremecaja u PRR-u
navedeni patogen dovodi do aktivacije stanica prirodenog imunoloSkog sustava i lucCenja
citokina, cemu zasigurno doprinosi predisponiraju¢i HLA genotip i poremecaj crijevne flore.
S obzirom na blisku povezanost prirodenog i steCenog imunoloSkog sustava, jasno je da
aktivacija prirodenog utjeCe 1 na aktivaciju steCenog imunoloSkog sustava posredstvom
stanica 1 citokina. Kada bi poremecaj bio prisutan samo na ovoj razini, upalni odgovor
vjerojatno bi bio ograni¢en samo na probavni sustav, no s obzirom da je prisutan i1 poremecaj
u migraciji upalnih stanica, aktivirane stanice dolaze u razliCite dijelove tijela te uzrokuju
oSte¢enja na za to predisponiraju¢im mjestima kao Sto su sinovija i enteze. Budu¢i da je
imunoloski sustav vrlo dobro reguliran te da postoje brojni mehanizmi kojima se nakon
odstranjenja antigena vrac¢a u stanje mirovanja, u bolesnika sa SpA-om zasigurno postoji
poremecaj i na ovoj razini. Naposljetku, tijek bolesti ovisi 0 opsegu opisanih poremecaja pa
sama bolest moze biti kratkotrajna, kao §to je sluCaj u bolesnika s ReA-om, ili moze trajati
godinama 1 uzrokovati znatna strukturna oStecenja, kao Sto je slucaj u bolesnika s AS.
Nazalost, do danas nisu razvijeni pouzdani pokazatelji na temelju kojih bi se mogao odrediti
tijek bolesti. Postoje¢e mogucnosti lijeCenja svode se na blokiranje upalnog odgovora na vise
razina, a upravo zbog toga jer ne mozemo procijeniti opseg poremecaja, neé mMozZemo

predvidjeti niti moguci odgovor bolesnika na lijecenje.
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GENETSKA il

NEPOZNATI
PREDISPOZICIA
(HLA B27/B7) BATOGHN SARE

AKTIVACIJA PRIRODENOG
OLOSKOG SUSTAVA I
INFLAMASOMA

(TLR4, NLRP3)

CRIJEVO

AKTIVACIJA STECENOG
SUBKLINICKA UPALA IMUNOLOSKOG SUSTAVA
CRIJEVA (TNFSF4, PTPRN2, DUSP6,
MAP2K2, MAPKBP1)

KRVOTOK KEMOTAKSIJA LIMFOCITA N

(CXCR4) » 8 POVLACENIE SIMPTOMA

REAKTIVNI ARTRITIS
REAKRIVNI ENTEZITIS
REAKTIVNI SAKROILEITIS

ZGLOBOVI

KRONICNA AKSIJALNA I
PERIFERNA BOLEST (jSpA)
(PTPN12, MYST3)

Slika 35. Shematski prikaz patogeneze jSpA-a s prikazom uloge gena odabranih za potvrdu
rezultata.
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6.4. Prednosti i nedostaci provedenog istrazivanja

Kao §to je ve¢ na nekoliko mjesta navedeno, provedeno istrazivanje bilo je prvo u kojem je
analiziran izraZaj svih gena u stanicama krvi pomno odabranih bolesnika kojima je dijagnoza
JSpA-a postavljena koriStenjem ILAR-ovih klasifikacijskih kriterija. S obzirom na vazZnost
HLA genotipa u razvoju spondiloartritisa, na $to ukazuje i1 Cinjenica da je prisutnost B27
genotipa jedan od kriterija za ukljuCivanje bolesnika u ErA podskupinu JIA-a, svim
bolesnicima ucinjena je HLA tipizacija. Osim toga, ponovno je vazno naglasiti da su svi
bolesnici imali poznat omjer vjerojatnosti za razvoj bolesti s obzirom na HLA genotip, koji je
izraCunat za populaciju Hrvatske. Nadalje, bolesnici kojima je ucinjena analiza genskoga
izrazaja na DNA cipu primali su samo lijekove iz skupine NSAIL, koje 1 inace koristi veéina
djece za skidanje temperature ili lijeCenje boli u uhu. No, €ak ni ti lijekovi nisu bili koristeni
najmanje 24h prije uzimanja uzorka. Samo ispitivanje provedeno je na Cipu koji se danas
najces¢e koristi za analizu sveukupnoga genskoga izrazaja, a analiza dobivenih rezultata
provedena je koriStenjem bioinformatckih metoda koje koriste razlicite pristupe za
povezivanje izrazaja i odgovaraju¢ih bioloskih funkcija. Naposljetku, ispitivanje izrazaja
pomno odabranih gena u novoj skupini nelije€enih 1 lijeenih bolesnika omogucilo nam je da
potvrdimo konzistentnost izrazaja, ali i da otkrijemo utjecaj standardne terapije na izrazaj
gena za koje se pokazalo da imaju znacajnu ulogu u razvoju bolesti. Osim toga, izrazaj
odabranih gena ispitan je i u skupini bolesnika koji su koristenjem ILAR-ovih kalsifikacijskih
kriterija svrstani u skupinu oligoartikularno 1 poliartikularnog oblika JIA-a, §to nam je
omogucilo da dobijemo uvid u sli¢nosti i razlike koje postoje izmedu navedenih entiteta.

Kao nedostatak istrazivanja mogao bi se navesti mali broj bolesnika 1 kontrola kojima je
ucinjeno ispitivanje izrazaja na Cipu, no valja naglasiti kako je broj sudionika kojima je
radena analiza sveukupnoga genskoga izrazaja bio u skladu s ranije provedenim
istrazivanjima u kojima je sudjelovalo od 6 do 28 bolesnika, kao $to je prikazano u tablici 5.
Osim toga, ranija istraZivanja pokazala su da je za analizu razlika u izraZaju gena dovoljno
provesti pet eksperimenata s RNA izoliranom iz razli¢itth osoba (283). Kada tome jo$
dodamo da su rezultati ispitivanja na DNA c¢ipu potvrdeni u istoj i u novim skupinama
bolesnika drugom neovisnom metodom koja sluzi kao “zlatni standard” za mjerenje genskoga
izrazaja, mozemo ustvrditi da su rezultati ispitivanja na DNA C¢ipu dobiveni u nasem

istrazivanju vjerodostojni.
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6.5. Daljnja istraZivanja

Analiza transkriptoma daje nam vazan uvid u zbivanja u stanici koja bi mogla biti odgovorna
za opazene bioloSke fenomene. Medutim, sama transkripcija predstavlja tek jedan korak u
stvaranju fenotipskih obiljeZja koje mi prepoznajemo kao bolest. Cini se da se gotovo
svakodnevno otkrivaju novi ¢imbenici koji utjeCu na ovaj slozeni proces, a sve njih proucava
funkcionalna genomika. Tako danas viSe ne govorimo samo o genomu, transkriptomu i
proteomu, veé se javio cijeli niz novih —omova’, poput epigenoma, metaboloma, lipidoma.
Sveubohvatno proucavanje neke bolesti danas stoga zahtjeva pristup na nekoliko razina.
Upravo zbog toga, na temelju rezultata provedene analize transkriptoma, pokrenuta su daljnja
istrazivanja na razini genoma (polimorfizmi), epigenoma (epigenetska regulacija) i proteoma
(proteinske analize). DovrSetak navedenih istrazivanja zaokruziti ¢e ovaj veliki projekt i
nadamo se posluziti u otkrivanju, pracenju 1 lijeCenju bolesnika kojima je postavljena

dijagnoza ove nepredvidive bolesti.

* grc. sveukupnost;
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7. ZAKLJUCCI

1. U djece s tek postavljenom dijagnozom jSpA-a postoje promjene genskoga izrazaja koje
utjeCu na pojavu bolesti.

2. Usporedba genskoga izraZaja stanica krvi bolesnika s tek postavljenom dijagnozom jSpA-a
1 genskoga izrazaja stanica krvi sudionika odgovaraju¢e dobi i spola iz kontrolne skupine
sudionika bez postavljene dijagnoze upalne bolesti pokazala je da postoji statisti¢ki znacajna
razlika u izrazaju 745 gena, od Cega je 197 gena pokazalo smanjen izrazaj u bolesnika s jSpA-
om, a 548 gena povecan.

3. Analize zastupljenosti termina genske ontologije medu genima koji su pokazali razlike u
izrazaju ukazala je na pojacanu aktivnost stanica krvi u bolesnika s jSpA-om, s posljedi¢no
pojacanom reaktivnos$¢u i apoptozom te snizenom transkripcijskom aktivno$c¢u 1 usporenim
stani¢nim ciklusom, §to je potvrdilo disfunkciju stanica na vise razina.

4. Analiza zastupljenosti skupina gena pokazala je da su u bolesnika s jSpA-om
najzastupljenije skupine gena koje sudjeluju u Hox signalnom putu, u putu prezivljavanja
granuliranih stanica te u putu aktivacije limfocita T.

5. Analiza mreZa i puteva pokazala je kako u razvoju jSpA-a sudjeluju slicni mehanizmi kao
u upalnim, genetskim, imunoloskim i zaraznim bolestima koji uklju¢uju poremecaj stani¢nog
ciklusa, stani¢ne smrti, diferencijacije stanica i genskoga izrazaja.

6. Ispitivanje izrazaja deset odabranih gena neovisnom metodom potvrdilo je obrasce izrazaja
koji su u bolesnika s j]SpA-om opazeni ispitivanjem izrazaja na DNA ¢ipu.

7. Ispitivanje izrazaja deset odabranih gena qRT-PCR metodom u novoj skupini nelijeCenih
bolesnika s postavljenom dijagnozom jSpA-a potvrdilo je univerzalnost opazenih obrazaca
1zrazaja.

8. Ispitivanje izrazaja deset odabranih gena qRT-PCR metodom u novoj skupini lijeCenih
bolesnika s jSpA-om pokazalo je da standardna terapija utjeCe na izrazaj nekih gena.

9. Ispitivanje izrazaja deset odabranih gena qRT-PCR metodom u skupini bolesnika kojima je
postavljena dijagnoza oligoartikularnog 1 poliartikularnog oblika JIA-a pokazalo je da su
opazeni obrasci izrazaja specificni za bolesnike s jSpA-om.

10. Sveobuhvatna analiza transkriptoma bolesnika s jSpA-om 1 dodatna analiza odabranih
gena u novim skupinama bolesnika pruzala je vaZne informacije o patofizioloskim
mehanizmima odgovornima za razvoj jSpA-a koje se mogu iskoristiti u ispitivanju novih

modaliteta lijeCenja.
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8. SAZETAK

Uvod: Juvenilni spondiloartritis (jSpA) je naziv za skupinu upalnih bolesti nepredvidivog
tijeka koje imaju mnoga preklapajuca obiljezja, a javljaju se u djece prije 16. godine zivota.
Najcesce se povezuju s HLA-B27 genotipom, no mnoga istrazivanja pokazala su da postoji
niz do sada nepoznatih gena izvan HLA sustava koji utjecu na razvoj bolesti.

Sudionici i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 45 djece s poznatim HLA genotipom,
kojima je dijagnoza nediferencirane jSpA postavljena pomoc¢u ILAR-ovih kriterija, 11 djece s
postavljenom dijagnozom drugog oblika JIA-a te 12 djece bez dijagnoze upalne bolesti. Kod
11 djece s jSpA 1 kod Cetvero djece bez dijagnoze upalne bolesti ucinjena je analiza genskoga
izrazaja pomo¢u DNA <(¢ipa te bioinformaticka analiza dobivenih rezultata. Kod svih
sudionika ucinjena je QRT-PCR analiza deset pomno odabranih gena.

Rezultati: Analiza na DNA ¢ipu pokazala je da kod bolesnika s jSpA postoji razlika u
izrazaju 745 gena koji sudjeluju u raznim upalnim procesima, dok je qRT-PCR analiza
potvrdila da su dobiveni rezultati univerzalni i specifini za bolesnike s jSpA.

Zakljucak: Rezultati provedenog istrazivanja pokazali su da je jSpA poligenska bolest u
kojoj dolazi do poremecaja u prepoznavanju patogena i aktivaciji imunoloskog odgovora, u
migraciji upalnih stanica te u regulaciji imunuloskog sustava, zbog ¢ega mogu posluziti kao

putokaz za daljnja istrazivanja patogenetskih mehanizama i novih modaliteta lijecenja.
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9. SUMMARY

Distinctive gene expression in patients with juvenile seronegative spondyloarthtopathy;
Lovro Lamot, 2014.

Introduction: Juvenile spondyloarthritis (jSpA) refers to spectrum of unpredictable
inflammatory diseases with overlapping features in children younger than 16 years. There is a
strong association of jSpA with HLA-B27 genotype, but many studies shows that other
genetic factors, of which we have little or no knowledge, plays a role in the development of
JSpA.

Patients and methods: In this study participated 45 children with obtained HLA genotype
and diagnosis of jSpA according to ILAR criteria, as well as 11 children with other forms of
JIA and 12 children without diagnosis of inflammatory disease. DNA microarray gene
expression was preformed in 11 patients with jSpA and in 4 participants without diagnosis of
inflammatory disease, along with bioinformatic analysis of retrieved data. Carefully selected
differentially expressed genes where analyzed by qRT-PCR in all participants.

Results: Microarray results and bioinformatic analysis revealed 745 differentially expressed
genes involved in various inflammatory processes in jSpA patients, while QRT-PCR analysis
confirmed data universality and specificity.

Conclusion: Our findings showed that jSpA is polygenic disease with malfunction in antigen
recognition and activation of immunological response, in migration of inflammatory cells and
in regulation of the immune system. Results of our study can be used for further investigation

of disease patophisiology and new treatment options.
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Zivotopis
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