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Sazetak

Reumatoidni artritis (RA) pokazuje povezanost
teskog oblika bolesti s odredenim HLA-DRB1 alelima.
Prema teoriji zajednickog epitopa prisutnost alela DRB1
lokusa *0401, *0404, *0405, *0408, *0101, *1001 i
*1402 povezuje se s destruktivnijim oblikom bolesti, po-
sebice ako su prisutna oba alela. Incidencija RA je 5-7
puta veca u nosioca ovih alela. Cilj rada je bio utvrditi
raspodjelu HLA-DRBI alela u skupini hrvatskih bolesni-
ka s artritisom, 1 utvrditi najucestaliji podlozni gen. Me-
todom PCR-SSP ispitivano je 90 bolesnika s nediferenci-

Kljuéne rijeci

ranim, pocetnim artritisom u kojih je bio vjerojatan raz-
voj RA kao i bolesnici s RA uranom i razvijenom stadiju
bolesti. Kao najces¢i predisponirajuci alel utvrden je
DRB1 *0101 (43.33% bolesnika), potom *0401 (17.77%
bolesnika) i *0404 (10% bolesnika). Pedesetosam (64.44%)
bolesnika je imalo podlozne gene, devet (10%) su bili
homozigotni nosioci i ¢etrdesetdevet (54,44%) heterozi-
gotni nosioci. Bolesnici s pocetnim, nediferenciranim
artritisom i s RA u ranom stadiju bolesti predvideni su
za daljnje pracenje.

reumatoidni artritis, zajednicki epitop, HLA-DRBI aleli

Summary

Genetic association between particular HLA-
DRBI genes and severity of rheumatoid arthritis (RA)
has been documented in various clinical investigations.
Susceptible alleles are *0401, *0404, *0405, *0408, *0101,
*1001, *1402. According to the Shared epitope hypothe-
sis presence of these alleles were considered as poor pro-
gnostic sign. The aim was to investigate HLA-DRB1
distribution in Croatian arthritis patients. Group of 90
patients with non-specific joint arthritis, non-erosive RA
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and erosive RA were typed for DRB1 alleles by PCR-
SSP method. Susceptible alleles were identified in 58
(64.44 %) patients. The most frequent genes were DRB1
*0101 (43.33 %), 0401 (17.77 %), ¥*0404 (10 %). 9 out
of 58 DRB1* positive patients had 2 susceptible alleles,
and the rest (49 patients) had only one susceptible allele.
The patients with non-specific joint arthritis and non-
erosive RA will bee closely followed for more destructive
disease course in DRB1* positive patients.

rheumatoid arthritis, shared epitope, HLA-DRBI alleles
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Uvod

Reumatoidni artritis (RA) je kroni¢na bolest u ko-
joj na podlozi upale sinovijske ovojnice zgloba dolazi
do stukturnih promjena dovode¢i u konacnici do invalid-
nosti i povecanog mortaliteta. Moguénost predvidanja
ishoda bolesti u pojedinog pacijenta s reumatoidnim artri-
tisom je jedan od veéih problema u reumatologiji. Identi-
fikacija pacijenata u ranoj fazi bolesti koji su pod poveca-
nim rizikom za razvoj tezeg oblika bolesti znaci i laksSu
odluku za primjenu agresivne, kombinirane terapije. Vise
klinickih, demografskih i genetskih pokazatelja se pove-
zuje s tezim tijekom i lo§ijim ishodom bolesti. To suu
prvom redu vrijednost laboratorijskih pokazatelja upale
(sedimentacija eritrocita - SE, C reaktivni protein - CRP),
pozitivnost reumatoidnog faktora (RF) i Zenski spol (1).

Uloga genetskih faktora u predvidanju ishoda bolesti
je kontroverzna (2,3). Reumatoidni artritis nije nasljedna
bolest ali postoji ¢vrsta genetska povezanost teskog oblika
bolesti s odredenim HLA-DR alelima. Nosioci HLA-DR4
imaju Cesce pozitivan RF i radiografski tezu bolest (4).

Najbolje istrazeni genetski faktor rizika za razvoj
bolesti kao i za tezi oblik i losiji ishod bolesti je HLA-
DRBI1 lokus (5). Molekularna osnova za tu povezanost
poznata je pod nazivom zajednicki epitop. Teorija zajed-
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nickog epitopa pretpostavlja da su HLA molekule klase
II direktno involvirane u etiopatogenezu reumatoidnog
artritisa (6). Zajednicki epitop predstavlja istu sekvencu
aminokiselina koja se nalazi na 70-74 mjestu u nekoliko
razli¢itih HLA-DR gena, alela DRB1 lokusa. Prisutnost
HLA-DRB1* zajednic¢kog epitopa se definira kao poziti-
vitet *0401, *0404, *0405, *0408, *0101, *1001, *1402
(1). HLA-DRB1 *0401, *0404, *0405, *0408,*1402 su
sve aleli koji kodiraju dio molekule DR4, i to dio b lanca
koji tvori dio veznog mjesta za antigen (tre¢u hipervarija-
bilnu regiju b lanca, a heliks koji je dio zida dzepa koji
veze peptidni antigen u DR heterodimerima i prezentira
ga T stanicama), S§to objasnjava povezanost DR4 sa reu-
matoidnim artritisom. Preostali HLA DRBI1 aleli *0101,
*1001 koji nose istu sekvencu aminokiselina (zajednicki
epitop) vezani su uz molekulu DR1.

Svrha istrazivanja bila je utvrditi distribuciju HLA-
DRBI alela u hrvatskih bolesnika s artritisom budu¢i da
rezultati istrazivanja prikazanih u literaturi pokazuju raz-
li¢itu distribuciju podloznih gena u razli¢itim populacija-
ma bolesnika (1,7,8,9,10). Zanimalo nas je koji je podloz-
ni HLA DRB1* alel najucestaliji u hrvatskoj populaciji
bolesnika s artritisom.

U ispitivanje su ukljuceni bolesnici sa nediferencira-
nim, pocetnim artritisom u kojih je bio vjerojatan razvoj
reumatoidnog artritisa i bolesnici sa zadovoljenim kriteriji-
ma za RA (11), u ranom i razvijenom stadiju bolesti. U
skupinu bolesnika s nediferenciranim artritisom raspodje-
ljeni su bolesnici u kojih je artritis trajao najmanje Sest tje-
dana, i u trenutku ukljucenja u ispitivanje nije zadovoljavao
kriterije za dijagnozu neke od klasificiranih upalnih reumat-
skih bolesti ali je bila prisutna utemeljena klini¢ka pretpo-
stavka reumatologa za razvoj bolesti u smjeru RA i seropo-
zitivnost. U skupinu bolesnika s reumatoidnim artritisom
raspodijeljeni su pacijenti koji su u trenutku ukljucenja u
istrazivanje zadovoljavali revidirane klasifikacijske kriterije
za reumatoidni artritis Ameri¢kog reumatoloskog drustva
iz 1987. godine (11). Svi su ispitanici bili hospitalizirani u
Klinici za reumatske bolesti i rehabilitaciju KBC Zagreb u
tijeku 2000.-2001. godine. Promatrane varijable su bile dob,
spol, trajanje bolesti, prisutnost zajedni¢kog epitopa HLA-
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DRBI, prisutnost erozivnih promjena na radiogramu Saka
i stopala (radioloski stadij >3 po Larsenu) (12), pozitivnost
reumatoidnog faktora (Waaler-Rose titar), laboratorijski po-
kazatelj upale (SE mm/h), broj bolnih i otecenih zglobova
te funkcionalni status (Helth Assesment Questionary, HAQ)
(13). Svim ispitanicima je na limfocitima iz periferne krvi
ucinjena HLA-DRBI tipizacija metodom molekularne bio-
logije koja se temelji na lancanoj reakceiji polimeraze: Poly-
merase Chain Reaction - Sequence Specific Primers (PCR-
SSP) (14,15). Prisutnost HLA-DRBI1 zajednickog epitopa
je definirana kao pozitivnost DRB1 *0101, *1001, *0401,
*0404, *0405, *0408, *1402. Bolesnici sa nediferencira-
nim, pocetnim artritisom, te bolesnici sa zadovoljenim krite-
rijima za RA uranom stadiju bolesti predvideni su za daljnje
pazljivo klini¢ko pracenje kako bi se ocijenila tezina bolesti
iutvrdila vaznost HLA-DRBI1 genotipizacije u predvidanju
razvoja nediferenciranog artritisa u reumatoidni artritis kao
i u procjeni ishoda reumatoidnog artritisa.

HLA-DRBI genotipizacija je odredena u 90 bo-
lesnika, 79 Zena i 11 muskaraca, prosjecne Zivotne dobi
43 godine (median 46, raspon 16-72), kojima je zglobna
bolest prosjecno trajala 44 mjeseca, (median 27, raspon
2-360).

Prosjec¢na SE je iznosila 45 mm/h (median 48, ras-
pon 4-100), broj bolnih zglobova 11 (median 11, raspon
0-38), broj otec¢enih zglobova 6 (median 5, raspon 1-
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34), HAQ 0.99 (median 0.8, raspon 0-3). Reumatoidni
faktor je bio pozitivan u 13 (14.44%) bolesnika.
Radioloski su utvrdene erozivne promjene (Larsen
>3) na Sakama i/ili stopalima u 40 (44.44%) bolesnika.
Raspodjela alela HLA-DRBI prikazana je u tablici
1. Kao najc¢es¢i predisponirajudi alel (nosioc zajednickog
epitopa) utvrden je DRB1 *0101 (43.33% bolesnika),
potom *0401 (17.77% bolesnika) i *0404 (10% bolesnika),
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Tablica 1. Raspodjela HLA-DRB1 alela

dok su ostali pre-
u bolesnika s artritisom (n=90)

disponirajucialeli | % "5y 0 ictribution of HLA-DRBT
bili zastupljeni u alleles in arthritic patients (n=90)
zanemarivom bro- z

ju bolesnika (tab- | Alel " Aleln (%)
lica 1). U ukupno 8;8} ?(]? E‘ng;
58 (64.44%) boles- 0401+ 16 (]7'77)
nika je utvrdena 0402 5 (5 5'5)
prisutnost podloz- 0403 5 (2'22)
gena. Devet(lo%? 0405* 1 (] 11 )
bolesnika su bili 0407 1(1.11)
homozigotni nosi- 0701 10 (11.11)
telji podloznih ge- 1001* 2 (2.22)
na (tablica 2), dok 1101 2 (2.22)
je u 49 (54,44%) 1301 2 (2.22)
bolesnika bio pri- 1302 2(2.22)
sutan samo jedan 518:13 % g%ﬂ
podlozni gen, od- 1501 1 '] 1
nosno navedeni -

*aleli nosioci zajedni¢kog epitopa
n - broj bolesnika
*alleles with the shared epitope
n - number of patients

bolesnici su bili
heterozigotni no-
sitelji (tablica 3).

Rasprava

Tablica 2. P/P grupa (n=9)
Table 2. S/S group (n=9)

o101~ 0401* 0404~
o101~ 0 5 2
1001* 2 0 0

* aleli nosioci zajedni¢kog epitopa
n - broj bolesnika P - nositelji podloznog alela
N - bolesnici koji nisu nositelji podloznog alela
* alleles with the shared epitope  n - nuber of patients
S - susceptible alleles N - non-susceptible alleles

Tablica 3. P/N grupa (n=49)
Table 3. S/N group (n=49)

0101* 0401* 0404* 0405* 1001*
0301 3 0 3 0 0
0402 2 0 0 0 0
0701 6 0 1 0 0
1401 0 0 1 0 0
1501 0 1 0 0 0
ostalo 20 9 2 1 0

* aleli nosioci zajednickog epitopa
n - broj bolesnika P - nositelji podloznog alela
N - bolesnici koji nisu nositelji podloznog alela
* alleles with the shared epitope  n - nuber of patients
S - susceptible alleles N - non-susceptible alleles

Novija istrazivanja potvrduju povezanost prisut-
nosti odredenih alela HLA-DRB1 prema teoriji zajednic-
kog epitopa s radioloskom progresijom i lo§ijim funkcio-
nalnim ishodom bolesti, tj. njihovo prisustvo se povezuje
s destruktivnijim oblikom bolesti, posebice ako su prisut-
na oba alela (1,5,16,17,18,19,20,21). LoSija prognoza
homozigota ukazuje na recesivna svojstva predisponira-
jucih alela u odnosu na nepodlozne alele (17,18). Prisut-
nost predisponirajuceg alela u seronegativnih (RF nega-
tivnih) bolesnika s RA je znacajnija, buduci da je seropo-
zitivnost sama po sebi dobar i snazniji prognosticki faktor
tezeg tijeka i losijeg ishoda bolesti (1,19). HLA DRB1
lokus posebno modificira tijek bolesti u ranoj fazi reuma-
toidnog artritisa u homozigota dok ima limitirajuci utjecaj
na terapijski ishod klinicki teSkih oblika ranog RA (20).

Osnovne vrijednosti odredivanja HLA DRB1 jesu
predikcija prognoze bolesti posebno uranom RA, te time
otkrivanje rizi¢nih bolesnika u ranijoj fazi bolesti, $to
doprinosi terapijskoj odluci (22). Prednost pred ostalim
prediktorima loSe prognoze je da se DRBI tipizacija ne
mijenja tijekom Zivota.

Iako je incidencija RA 5-7 puta veca u nositelja
ovih alela (22), oko 25% pacijenata s RA nije nositelj
HLA-DRBI zajednickog epitopa (23). Stoga treba nagla-
siti da HLA-DRB1* tipizacija nije dijagnosticki kriterij
za RA, odnosno na osnovu nje se bolest ne moze potvrditi
niti iskljuciti.

Rezultati istrazivanja prikazanih u literaturi pokazu-
jurazli¢itu distribuciju podloznih gena u razli¢itim popula-
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cijama bolesnika. Tako rezultati dosadasnjih istraZivanja
na populaciji pacijenata bijele rase s RA ukljucujuéi Es-
kime, te pacijente iz sjeverne Europe i Engleske pokazuju
najcvrséu povezanost alela DRB1*0401 i1 *0404 s RA i
tezim ishodom bolesti (1,7). U populaciji sjevernoameric-
kih Indijanaca najucestaliji predisponirajuci alel je *1402
(8). U mediteranskim zemljama naj¢es¢i predisponirajuci
aleli jesu *01011*1001. Ispitivanja provedena na popula-
ciji pacijenata iz juzne Francuske i Spanjolske, koje zem-
ljopisno pripadaju podruc¢ju Mediterana, utvrdila su
DRB1*0101 u juznoj Francuskoj i 0405 u Spanjolskoj
kao najucestaliji predisponirajuci alel (9,10).

Ovim istrazivanjem utvrdena najveca ucestalost
predisponirajuceg alela *0101 u hrvatskih bolesnika s
artritisom ukazuje da se Hrvatska ubraja u krug medite-
ranskih zemalja, genetski i zemljopisno.

Osim u ranom reumatoidnom artritisu HLA DRB1
tipizacija kao prediktor lose prognoze moze pridonijeti
terapijskoj odluci i kod nediferenciranog pocetnog artri-
tisa kada jos nisu zadovoljeni kriteriji za dijagnozu RA,
jerjeiutih pacijenata potrebno donijeti terapijsku odlu-
ku. Nediferencirani artritis ¢ini oko 50% svih pocetnih
upalnih artritisa. Tri ¢inioca s najve¢om prediktivhom
vrijednosti razvoja nediferenciranog artritisa u kasnijem
tijeku bolesti u RA sa zadovoljenim dijagnostickim krite-
rijima jesu utemeljena klinicka pretpostavka reumatolo-
ga, seropozitivnost (pozitivan RF) i prisutnost predispo-
nirajuceg alela DRB1*0404 i *0401 (24,25). Prisutnost
predisponiraju¢ih HLA DRBI1 alela, ako se shvati kao
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lo$ prognosticki znak, moze u pacijenata sa seronegativ-
nim nediferenciranim artritisom u kojih postoji klini¢ka
pretpostavka daljnjeg razvoja artritisa u RA opravdati
ranu primjenu agresivnije diferentne terapije. Rezultati

Zakljuéak

ovog istrazivanja ukazuju da bi prisutnost alela *0101
uz *0401 1 *0404 kao i nazo¢nost RF trebala imati najve-
¢u prediktivnu vrijednost daljnjeg razvoja nediferencira-
nog artritisa za hrvatske bolesnike u reumatoidni artritis.

Najucestaliji predisponiraju¢i HLA-DRB1* alel u
populaciji Hrvatskih bolesnika s artritisom je *0101. Nesto
vise od 64% bolesnika s artritisom je nositelj barem jednog
predisponiraju¢eg DRB1* alela, $to ukazuje na njihovu
vaznost u etiopatogenezi RA. Daljnje pomno pracenje ovih
bolesnika pokazat ¢e eventualno teZi tijek bolesti kao i pre-
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