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Ve¢ dugo je poznato da postoji snazna veza izmedu spon-
diloartritisa i HLA-B27 antigena, a nekoliko istrazivanja
pokazalo je da sli¢na veza postoji i za HLA-B7 antigen.
No, cjelokupna MHC-regija odgovorna je za manje od
pola rizika, zbog ¢ega su provedena i mnoga druga istra-
zivanja koja su za cilj imala otkriti utjecaj ostalih gena na
razvoj bolesti. U mnogim od tih istrazivanja upotreblja-

Klju¢ne rijeci

vale su se razli¢ite metode visoke propusnosti, a medu
otkrivenim genima isti¢u se geni koji sudjeluju u proce-
suiranju antigena te geni koji kodiraju razlicite citoki-
ne. Zbog svega navedenog moze se zakljuciti kako bo-
lesti iz skupine spondiloartritisa pripadaju poligenskim
bolestima u kojima su prisutni autoinflamatorni i auto-
imunosni mehanizmi.

spondiloartritis; autoimunosne bolesti; autoinflamatorne bolesti; genski izrazaj; genetska podloga

Summary

In addition to the long-established association of HLA-
B27 antigen and spondyloarthritis, several studies have
shown a similar association with HLA-B7 antigen. But
since the whole MHC region carries less than half of the
risk for the development of the disease, the main goal of
many recently performed researches, which implemen-
ted various high-throughput methods, was to discover

Keywords

the influence of genes outside the MHC region on dise-
ase development. The results showed that genes closely
linked to spondyloarthritis participate in antigen proce-
ssing and coding of various cytokines. This can lead to
the conclusion that diseases from the spondyloarthritis
group are polygenic, affected by both autoinflammatory
and autoimmune mechanisms.

spondyloarthritis; autoimmune diseases; autoinflammatory diseases; gene expression; genetic predisposition
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Uvod

Istrazivanje genetske podloge razlic¢itih bolesti pod veli-
kim je utjecajem dostupne tehnologije (1). S obzirom na
to da se ankilozantni spondilitis (AS), psorijati¢ni artritis
(PsA) iupalna bolest crijeva (IBD) cesto otkrivaju u istog
bolesnika ili u ¢lanova iste obitelji, ve¢ dugo se zna da ge-
ni sudjeluju u razvoju spondiloartritisa (SpA). Provede-

Uloga HLA-genotipa

na istrazivanja pokazala su da najvazniju ulogu pri tome
imaju geni HLA-sustava (engl. human leukocyte antigen
system), no tek je nedavni razvoj metoda visoke propu-
snosti omogucio otkrivanje uloge gena izvan tog susta-
va, poput gena ukljucenih u unutarstani¢no procesiranje
antigena te gena koji kodiraju razlicite citokine.

HLA-sustav je glavni kompleks tkivne srodnosti (engl.
major histocompatibility complex, skra¢enica MHC) u
ljudi (2). Ovaj sustav sadrzava velik broj medusobno po-
vezanih gena koji se nalaze na kratkom kraku kromoso-
ma 6 (6p21). Nasljeduju se kao HLA-haplotip mendel-
skim tipom nasljedivanja od svakog roditelja, a dijele se
u tri razreda. Geni HLA-razreda I. i II. odgovorni su za
sintezu antigena HLA, a geni HLA-razreda III. odgovor-
ni za sintezu komponenti komplementa, citokina kao §to
su ¢imbenik nekroze tumora - alfa (engl. tumor necrosis
factor - alpha, skra¢enica TNF-a) i HSP (engl. heat shock
protein) te nekih drugih proteina ukljuc¢enih u imuno-
loski odgovor. Molekule razreda I. gradene su od gliko-
ziliranog teskog lanaca koji kodiraju HLA-geni razreda
L. (A, B i C) te kovalentno vezanog 2 mikroglobulina
(skracenica p2m) koji kodira gen smjesten na kromo-
somu 15. Teski lanac ima tri izvanstani¢ne domene (al,
a2 i a3), transmembransku regiju i unutarstani¢ne do-
mene. [zvanstani¢ne domene al i a2 tvore dio na koji se
veze peptid i sadrze varijabilni slijed aminokiselina koje
odreduju antigensku specifi¢nost, dok a3 domena zajed-
no s f2m tvori konstantni dio koji sli¢i imunoglobulinu.
Molekule razreda II. su heterodimeri koje kodiraju HLA-
genirazreda II. (DR, DP i DQ), a sastoje se od dva neko-
valentno povezana glikolizirana polipeptidna lanca, a i
B. Oba lanca imaju izvanstani¢ni dio sastavljen od dvije
domene (al i a2 ili f1 i f2), kratku transmembransku
regiju i unutarstani¢nu domenu. Domene al i B1 imaju
varijabilni slijed aminokiselina i tvore dio na koji se ve-
ze peptid, dok a2 i 2 domene tvore konstantni dio ko-
ji sli¢i imunoglobulinu. Molekule razreda I. izrazene su
na povrsini gotovo svih stanica s jezgrom, predocava-
ju 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 stanicama koje predocavaju antigene (engl.
antigen presenting cells, skracenica APC), a predocavaju
egzogene proteine koji endocitozom ulaze u stanicu, gdje
se razgraduju i stvaraju kompleks s molekulama razre-
da II. Navedeni kompleks zatim se prenosi na povr$inu
stanice gdje ga prepoznaju CD4 limfociti T. Zahvaljujudi
polimorfizmu u dijelu koji veze peptid, HLA-molekule
mogu prikazati razlicite peptide, a ovisno o redoslijedu
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aminokiselina, seroloski se dokazuje antigenska speci-
fiénost za oba razreda. Medutim, istrazivanja su poka-
zala da je HLA-polimorfizam mnogo veci nego $to se to
moze dokazati seroloskim metodama pa su se razvile
molekularne metode kojima se dokazuje odredeni gen
i njegov alel. HLA-molekule imaju vaznu ulogu u pre-
sadivanju organa, a povezane su i s mno$tvom razlicitih
bolesti, osobito imunoloski uvjetovanih.

Ve¢ dugo je poznato da postoji snazna veza izmedu spon-
diloartritisa i HLA-B27 antigena. HLA-B27 antigen pred-
stavlja obitelj blisko povezanih proteina koji se nalaze na
povrsini stanica i koji su kodirani razli¢itim alelima, a na-
zivaju se podtipovima HLA-B27. Ve¢ina ovih podtipova
karakterizirana je zamjenom nukleotida u egzonima 213
koji kodiraju al i a2 domene dijela na koji se veze peptid,
a smatra se da ih je velik dio nastao iz vrlo rasprostra-
njenog HLA-B2705 podtipa (3). Do danas je diljem svi-
jeta zabiljezeno stotinjak razlicitih podtipova HLA-B27
(http://hla.alleles.org/alleles/class1.html). HLA-B2704,
HLA-B2705, HLA-B2702 i HLA-B2707 pokazuju snaz-
nu povezanost s AS-om, dok je povezanost HLA-B2706
i HLA-B2709 slabija (4). U ve¢ini etnickih grupa, HLA-
B27 je prisutan u 90 do 95 % bolesnika s AS-om, u 60 %
bolesnika s PsA-om i artritisom povezanim s IBD-om,
u 60 do 80 % bolesnika s ReA-om te u 20 do 25 % bole-
snika s nediferenciranim SpA-om (5).

Povezanost HLA-B27 antigena sa SpA-om u djece sli¢cna
je kao iu odraslih, tako da je HLA-B27 antigen prisutan
u 60 do 80 % bolesnika s juvenilnom spondiloartritisom
(jSpA) (6). Istrazivanje provedeno u Velikoj Britaniji po-
kazalo je da ¢ak 74 % djece u koje je prema kriterijima
Medunarodne lige reumatoloskih udruzenja (engl. Inter-
national League of Associations for Rheumatology, skra-
¢enica ILAR) postavljena dijagnoza artritisa povezanog s
entezitisom (engl. enthesitis-related arthritis, skracenica
ErA) ima HLA-B27 antigen (7). Istrazivanje provedeno
u Latviji pokazalo je da u djece s juvenilnim idiopatskim
artritisom (engl. juvenile idiopathic arthritis, skraceni-
ca JIA) postoji osam razlic¢itih podtipova HLA-B27 an-
tigena, da je najces¢i HLA-B2705 i da se najcesce javlja
u bolesnika s ErA-om (8).

Direktna etiopatogenetska uloga HLA-B27 u razvoju
SpA-a demonstrirana je na eksperimentalnom modelu



transgenicnih $takora koji su izrazavali HLA-B27 s ljud-
skim f2m (B27/hp2m) (9). Jos uvijek nisu sasvim jasni
mehanizmi kojima HLA-B27 molekula sudjeluje u ra-
zvoju bolesti. S obzirom na to da se antigeni u sklopu
HLA-B27 predocavaju CD8 limfocitima T, smatralo se
da predocavanje odredenih bakterija aktivira CTL koji
posljedi¢no pokazuje kriznu reaktivnost s vlastitim pep-
tidima (10). Takav koncept (artrogenih peptida” na SpA
gleda kao na autoimunosnu bolest, no ozbiljno je ugro-
zen nakon $to su dva istrazivanja pokazala da odsutnost
funkcionalnih CD8 limfocita T ne sprjecava razvoj bole-
stiuB27/hP2m $takora (11, 12). Nedavno su predlozene
dvije alternativne hipoteze prema kojima HLA-B27 ima
vaznu ulogu u zapocinjanju odgovora prirodenog imu-
noloskog sustava. Prva hipoteza polazi od zapazanja da
je HLA-B27 molekula sklona stvaranju homodimera na
povrsini stanice (13). HLA-B27 dimere prepoznaju re-
ceptori NK stanica sli¢ni imunoglobulinima (engl. killer
cell immunoglobulin-like receptors, skracenica KIR) te
leukocitni receptori sli¢ni imunoglobulinima (engl. le-
ukocyte immunoglobulin-like receptors, skracenica LI-
LR) koji se, osim na NK stanicama, nalaze i na limfoci-
tima T, $to dovodi do aktivacije stanica i stvaranja pro-
upalnih medijatora (14). Nazalost, ova hipoteza ne mo-
ze objasniti zasto druge HLA-B molekule ili podtipovi
HLA-B27 molekula, koji takoder stvaraju homodimere,
nisu povezani sa SpA-om (15). Prema drugoj hipotezi,
HLA-B27 molekule sklone su pogresnom smatanju (engl.
misfolding), §to prouzrocuje stres u endoplazmatskom
retikulumu stanice i dovodi do tzv. odgovora na nesmo-
tani protein (engl. unfolded protein response, skraceni-
ca UPR) (16). Takav odgovor u endoplazmatskom reti-
kulumu prouzrocuje indukciju proteina koji olaksava-
ju smatanje drugih proteina, tzv. $aperona, te aktivaciju
NF-kB signalnog puta, $to pak naposljetku dovodi do
povecanog stvaranja proupalnih citokina (17). Eksperi-
ment na HLA-B27 transgeni¢nim misevima, koji sluze
kao zivotinjski model za proucavanje SpA-a, pokazao je
da krivo smatanje HLA-B27 molekule i posljedi¢ni od-
govor u makrofagima posredstvom TLR-a (engl. Toll li-
ke receptors) dovodi do pojacanog stvaranja IL-23 (18).
Sli¢no je pokazano i na ljudskim dendritickim stanica-
ma u kojima dolazi do pojacanog stvaranja IL-23 nakon
stimulacije TLR-a u uvjetima stresa u endoplazmatskom
retikulumu (17). No, treba napomenuti da je nedavno
provedeno istrazivanje pokazalo da pojacano stvaranje
IL-23, potaknuto lipopolisaharidima (skracenica LPS),

Uloga gena izvan MHC-sustava

u makrofagima bolesnika s AS-om nije bilo povezano s
UPR-om, $to dovodi u pitanje ulogu UPR-a potaknu-
tog HLA-B27 molekulom u SpA-u (19). Ipak, na osno-
vi svega iznesenoga mozemo zakljuciti da posredstvom
HLA-B27 molekule u SpA-u dolazi do nakupljanja sta-
nica prirodenog imunoloskog sustava na mjestima koja
su izloZena bakterijama ili mehanickom stresu, zbog ce-
ga se na SpA treba gledati vise kao na autoinflamatornu
nego autoimunosnu bolest (20).

Nekoliko istrazivanja pokazalo je da sli¢na veza sa SpA-
om postoji i za HLA-B7 antigen (21,22). Regija amino-
kiselina na poziciji 63-71 u HLA-B27 molekuli sudje-
luje u stvaranju najmanje tri razlicita epitopa zajednic-
ka B27 i B7 molekuli, a koja nose nazive ME1, GSP5.3
i GS145.2 (23). Zastupljenost HLA-B7 antigena u sveu-
kupnom stanovnistvu Hrvatske jest 9,67 %, a HLA-B27
antigena 6 % (24). Jedini podtip HLA-B7 antigena zabi-
ljezen medu stanovnistvom Hrvatske jest B0702, a naj-
zastupljeniji podtip HLA-B27 jest B2705, koji ima 3,55 %
stanovnistva Hrvatske (25). U istrazivanju provedenom
u Hrvatskoj, u kojem je sudjelovalo 74 djece s razlici-
tim oblicima jSpA-a, a od kojih je 45 zadovoljilo ILAR-
ove kriterije za ErA, HLA-B27 antigen imalo je 31 dije-
te s jSSpA-om (41,8 %), HLA-B7 26 djece (35,1 %), a oba
antigena imalo je $estero djece s jSpA-om (8,1 %) (26).
Molekularnom analizom otkrivena su tek dva podtipa
HLA-B27 medu bolesnicima s jSpA-om: B2702 (19,35 %)
i B2705 (80,65 %).

Unatoc tome $to se SpA tradicionalno povezuje s HLA-
genima razreda I., pokazano je da su i HLA-geni razre-
da II. ukljuceni u razvoj i tijek bolesti (27, 28). Nadalje,
pokazalo se da HLA-geni razreda I, osim sredisnje ulo-
ge u steCenom, imaju i vaznu ulogu u prirodenom imu-
noloskom odgovoru tako $to moduliraju odgovor TLR-
a na odgovarajuce ligande (29).

Naposljetku, vazno je naglasiti da manje od 5% ljudi s
HLA-B27 antigenom razvije SpA (30). S druge strane,
20% ljudi s HLA-B27 antigenom koji su u rodu s ne-
kim kome je postavljena dijagnoza AS-a razvit ¢e SpA
(31). Istrazivanja u kojima su sudjelovale cijele obite-
lji bolesnika oboljelih od SpA-a pokazala su da se samo
oko 40 % ukupnog rizika za razvoj SpA moze pripisati
HLA-B27 antigenu, dok je cjelokupna MHC-regija od-
govorna za oko 50 % rizika (30). Sve navedeno upucuje
na to da su osim gena iz MHC-sustava i drugi geni od-
govorni za razvoj ove bolesti te da je rije¢ o klasi¢noj po-
ligenskoj bolesti.

Za otkrivanje genetske podloge bolesti proteklih se godina
sve vise upotrebljavaju metode visoke propusnosti (engl.
high throughput methods). Za razliku od tradicionalnih
metoda molekularne biologije kojima se detaljno prou-

¢avao jedan gen ili protein, metodama visoke propusno-
sti moguce je istodobno proucavati velik broj gena, njiho-
vih transkripata, proteina ili nekih drugih biologkih ele-
menata. U otkrivanju genetske podloge spondiloartritisa,
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Tablica 1. Genetski ¢imbenici koji utjecu na razvoj AS-a, PsA-a i IBD-a (32)

Table 1. Genetic factors shared between susceptibillity to AS, PsA and IBD (32)

Ankilozantni
spondilitis

Geni, funkcionalni putevi i bolesti

Unutarstani¢no procesuiranje antigena ~ m HLA-B27

m ERAP1
Autofagija -
TH17 odgovor m |L23R

m|L12B

m STAT3

m PTGER4
NF-kB put m CARD9
Imunoloski odgovor mL1R2

= ORMDL3
Geni nejasne povezanosti m CDKAL1
s imunoloskim sustavom m KIF21B

Psorijati¢ni Upalna bolest crijeva
artritis Crohnova bolest | Ulcerozni kolitis
m HLA-Cw6 m ERAP2 m HLA-DRA
m ERAP1
- m [RGM = |IRGM
m|L23R m|L23R m|L23R
m|L12B m|L12B m|L12B,
m STAT3 m STAT3
m JAK2 m JAK2
m PTGER4 m [L18RAP
m PUS10 m PUS10
m [L18RAP
m REL m REL m REL
m CARD9 m CARD9
m DEFB4 m DEFB4 mIL2/IL21
m|L2/IL21 mIL2/IL21 m|L1R2
m PTPN22 m NKX2-3 m NKX2-3
mTYK2 m ORMDL3 m ORMDL3
m PTPN22 m TNFRSF6B
m TNFRSF6B
mTYK2
m CDKAL1 m CDKALT1 m MST1
m KIF21B m PSMG1
m MST1
m PSMG1

vecina takvih istrazivanja bila je usmjerena na bolesnike
s AS-om. Tako se pokazalo da u razvoju AS-a, osim gena
unutar MHC-regije, odredenu ulogu imaju i geni poveza-
ni s unutarstani¢cnom pregradnjom antigena, poput gena
ERAPI, geni koji utjec¢u na diferencijaciju TH17 limfo-
cita, poput gena IL23R, IL12B, STAT3 i PTGER4, te geni
povezani s NF-kB putem, poput gena CARD9 (32). Uloga
tih gena opazena je i u istrazivanjima u kojima su sudje-
lovali bolesnici s postavljenom dijagnozom PsA-a te IBD-
a (tablica 1). Nadalje, pokazalo se da su u razvoj IBD-a
ukljuceni i geni koji imaju odredenu funkciju u autofagiji,

Istrazivanja genskog sadrzaja

kao sto je gen IRGM. Od svih navedenih gena, na razvoj
SpA-a najvide bi mogao utjecati ERAP1 gen. Produkt je
tog gena aminopeptidaza koja se nalazi u endoplazmat-
skom retikulumu, a ima vaznu ulogu u pripremi peptida
koji se predoc¢avaju u sklopu MHC-molekula razreda I.
Polimorfizmi navedenog gena stoga bi mogli biti odgo-
vorni za pogre$no predocavanje peptida u sklopu MHC-
molekule razreda I. 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.

S obzirom na mnostvo razli¢itih fizickih, biokemijskih
i razvojnih ¢imbenika koji utjecu na prepisivanje nekog
gena na putu do stvaranja proteina i kona¢nih fenotip-
skih obiljezja, prilikom proucavanja neke bolesti potreb-
no je ispitati i izrazaj gena, odnosno stvaranje specifi¢-
nih molekula prijenosne ribonukleinske kiseline (engl.
messenger RNA, skracenica mRNA). Za to se danas ko-
riste razli¢ite metode visoke propusnosti kojima je mo-
guce analizirati sveukupni transkriptom, odnosno sve
molekule mRNA koje se nalaze u nekoj stanici. Vrlo ce-
sto to se postize koristenjem malih plocica na kojima se
nalaze tisuce oligonukleotida specifi¢cnih za mRNA gena
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koji kodiraju proteine. Takve plocice nazivaju se DNA
¢ipovi, a najpoznatijima pripadaju ¢ipovi americke tvrt-
ke Affymetrix. Osim toga, molekule mRNA moguce je i
sekvencionirati. S obzirom na visoku cijenu DNA ¢ipo-
va te na jos visu cijenu sekvencioniranja, ove metode jo$
uvijek nisu $iroko dostupne. Tako je do danas proveden
tek manji broj istrazivanja u kojima je u¢injena analiza
genskoga izrazaja u bolesnika sa SpA-om (tablica 2). Dva
takva istrazivanja provedena su prije vie od deset godi-
na, u njima je sudjelovao mali broj bolesnika i naprav-
ljena je analiza izrazaja malog broja gena (33, 34). Istra-
zivanja provedena u proteklih nekoliko godina pokazala



Tablica 2. Istrazivanja genskoga izrazaja u bolesnika s razli¢itim oblicima SpA-a
Table 2. Gene expression profiling studies in patients with various forms of SpA

.. . . . . lzvor
Istrazivanje Vazni geni mRNA Dg P (N)
Analiza izrazaja 588 gena izoliranih  MNDA, MRP8, MRP 14, JAK3, MAP kinase p38, PBMC RA 6
iz mononuklearnih stanica periferne TNFR2/p75, CCR1, CXCR4, Integrin beta 1, IL1 beta, SpA 7
krvi bolesnika sa SpA-om (33). IL-8 PsA 6
Otkrivanje patogeneze SpA-a na MCP-1, IL-8, IL-1beta, EMAP-II, IFN-Y, TNF alpha, BiP  SFMC RA 5
osnovi analize genskoga izrazaja SpA 5
mononuklearnih stanica sinovijalne
tekudine (34).
Uvid u patogenezu aksijalnih SpA-a  ALOX12, BCL6, CLU, CR1, DEFA4, GRB10, IL1R1, WB SpA 18
na osnovi analize genskoga izrazaja IL1R2, MAPK14, NCR3, NLRP2/NALP2, PTGS1/COX1,
(35). SELP, SLPI, SOD2, SPARC/SPOCK2, THBD, THBST1,

TREM1, BMP6, CTNNAL1, KREMENT1, PCSK6

Analiza genskoga izrazaja RGS1 PBMC uSpA 28
cjelokupnog genoma i RT-PCR AS 21

ispitivanje uloge RGS1 gena kao
potencijalnog biomarkera za
nediferencirane SpA (36).

Analiza genskoga izrazaja otkriva NR4A2, TNFAIP3, CD69 PBMC AS 18
smanjen izrazaj gena povezanih s

imunoloskim sustavom u bolesnika

s AS-om (37).

Analiza genskog izrazaja TLR4, TLR5 WB AS 16
stanica pune krvi u bolesnika

s ankilozantnim spondilitisom

pokazuje pojacan izrazaj TLR4 i TLR5

gena (38).
Analiza genskog izrazaja stanica BCL11B, DNMT1, CDC25B, CLSTN1, VAMP5, WB AS 18
pune krvi bolesnika s AS-om DOCK10, SPARC/SPOCK2, ITGB7, MCM3, CX3CR1,

otkriva nove gene koji potencijalno PTPN1, EP300, PPP2R1A, CLEC4D
pridonose upali i ostecenju tkiva

(39).
Analiza genskoga izrazaja u STAT1, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8 PBMC jSpA 6
bolesnika s JIA-om i jSpA-om: geni SFMC 5

za proangiogene ELR* kemokine
povezani su s tijekom bolesti (40).

Analiza genskoga izraZaja stanica Hb a (HbA1/A2, HBA2) i  (HBB) PBMC ErA 28
periferne krvi specificnih za razlicite
podtipove novonastalog JIA-a (41).

Analiza genskoga izrazaja Granzyme H, KLRF1, NKG7, KIR3DL3, CD1¢, CD1d, PBMC ErA 17
mononuklearnih stanica sinovijalne CD244, CXCR3, CXCR7, CXCR16, CD248, FAIM3, SFMC 7
tekucine upucuje na disregulaciju ~ CD163

gena prirodene imunosti u

bolesnika s ErA-om (44).

ankilozantni spondilitis artritis povezan s entezitisom iSHA juvenilni spondiloartritis

AS ankylosing spondylitis ErA enthesitis-related arthritis juvenile spondyloarthritis
PBMC mononuklearne stanice periferne krvi PoA psorijati¢ni artritis RA reumatoidni artritis SHA spondiloartritis
peripherial blood mononuclear cells s psoriatic arthritis rheumatoid arthritis spondyloarthritis
SEM mononuklearne stanice sinovijalne tekucine SPA nediferencirani spondiloartritis WB Puna krv
synovial fluid mononuclear cells u undifferentiated spondyloarthritis whole blood

su da se na osnovi analize genskoga izrazaja mogu pouz-  receptore IL-1 te geni koji sudjeluju u pregradnji kosti-
dano razlikovati bolesnici sa SpA-om od zdravih osoba  ju (35). Nadalje, pokazalo se da izrazaj gena RGS1 moze
(35-39). Pokazalo se da u bolesnika sa SpA-om pove¢an  posluziti kao prediktivni ¢cimbenik za AS, a jos bolje za
izrazaj imaju geni koji sudjeluju u prirodenom imuno-  nediferencirani oblik SpA-a (36). Osim toga, pokazalo
loskom sustavu (SPARC, SLPI, NLRP2), zatim geni za  se da u bolesnika s AS-om postoji smanjen izrazaj gena
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povezanih s imunoloskim odgovorom (NR4A2, TNFA-
IP3, CD69), sto moze posluziti kao snazni prediktivni
¢imbenik za AS (37). K tome se pokazalo da u bolesni-
ka s AS-om povecan izrazaj imaju geni za TLR4 i TLRS5,
$to potvrduje vaznost razlicitih podvrsta TLR-a i odgo-
vora na gram-negativne bakterije u patogenezi SpA-a
(38). Naposljetku, nedavno provedeno istrazivanje po-
kazalo je da u bolesnika s AS-om postoji povecan izra-
zaj gena SPOCK2 i EP300, ¢iji produkti sudjeluju u me-
tabolizmu kosti i hrskavice (39).

Medu prvim istrazivanjima u kojima je analiziran izrazaj
gena u bolesnika s jSpA-om bilo je istrazivanje provede-
no 2004. godine (40). U tom istrazivanju sudjelovalo je
26 bolesnika s postavljenom dijagnozom kroni¢nog ar-
tritisa prema ACR-ovim dijagnostickim i klasifikacijskim
kriterijima te 15 osoba odgovarajuce dobi i spola koji su
posluzili kao zdrave kontrole. Od toga je pet bolesnika
imalo oligoartikularni oblik bolesti, 15 poliartikularni,
a Sest je imalo postavljenu dijagnozu jSpA-a. Svim bole-
snicima i zdravim kontrolama ucinjena je analiza izraza-
ja gena mononuklearnih stanica periferne krvi (engl. pe-
ripheral blood mononuclear cells, skracenica PBMC), a
u deset bolesnika s poliartikularnim oblikom bolesti, pet
s oligoartikularnim i pet s jSpA-om ucinjena je i analiza
genskoga izrazaja mononuklearnih stanica sinovijalne
tekucine (engl. synovial fluid mononuclear cells, skrace-
nica SFMC). Za analizu je koristen Affymetixov U95Av2
¢ip 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
daje vecina tih gena povezana s regulacijom stanica imu-
noloskog sustava, signalnim putevima (JAK-STAT), me-
tabolizmom i degradacijom proteina te angiogenezom.
Unato¢ malom broju bolesnika s jSpA-om, pokazalo se
da u PBMC-u ovih bolesnika takoder postoji statistic-
ki znatna razlika u genskomu izrazaju (P <0,05) za gene
CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8 i STAT1. Produkti su
CXCL gena kemokini povezani s angiogenezom i mogu
se kategorizirati kao angiogeni ili angiostatski, ovisno o
prisutnosti ili odsutnosti ELR-motiva (glutaminska ki-
selina, lizin i arginin). Daljnja analiza genskoga izrazaja
ovih gena u PBMC-u i SEMC-u svih bolesnika pokazala
je znatno povecan izrazaj Cetiri angiogena gena (CXCL1,
CXCL2,CXCL31CXCL8) u PBMC-ubolesnika s poliar-
tikularnim oblikom bolesti u usporedbi s izrazajem u bo-
lesnika s oligoartikularnim oblikom bolesti i s izrazajem
u zdravih osoba. Izrazaj spomenutih gena u SFMC-u bio
je podjednako povecan u svim oblicima bolesti u uspo-
redbi s izrazajem u PBMC-u zdravih kontrola. S druge
strane, izrazaj tri angiostatska gena (CXCL9, CXCL10 i
CXCL11) u SFMC-u bolesnika s poliartikularnim obli-
kom bio je povecan u usporedbi s izrazajem u PBMC-u
zdravih kontrola, no smanjen u usporedbi s izrazajem u
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SFMC-u oligoartikularnih bolesnika. CXCL10 takoder
je bio manje izrazen u SFMC-u bolesnika s jSpA-om u
usporedbi s izrazajem u SFMC-u bolesnika s oligoarti-
kularnim oblikom bolesti. Za gene CXCL3 i CXCL8 uci-
njena je i lancana reakcija polimerazom u stvarnom vre-
menu (engl. real-time polymerase chain reaction, skra-
¢enica RT-PCR) analiza u bolesnika s poliartikularnim
oblikom bolesti koja je potvrdila rezultate dobivene na
¢ipu. Medu nedostatke ovog istrazivanja ubrajamo pri-
je svega malen broj bolesnika s jSpA-om koji nisu oda-
brani prema ILAR-ovim kriterijima, koristenje PBMC-a
i SFMC-a za izolaciju mRNA, zatim malen broj skupo-
va proba na koristenoj plocici te neprovodenje potvrde
dobivenih rezultata u veceg broja bolesnika i za ve¢i broj
gena. Osim toga, za ontolosku klasifikaciju gena koriste-
na je zastarjela baza. Ipak, ovo istrazivanje ukazalo je na
ulogu CXCL kemokina i JAK-STAT signalnog puta u ra-
zvoju JIA-aijSpA-a.

U drugom istrazivanju, koje je provedeno u pet centa-
ra i trajalo je dvije godine, sudjelovalo je 136 djece s po-
stavljenom dijagnozom JIA-a te 59 odgovarajucih zdra-
vih kontrola (41). Svi bolesnici klasificirani su prema
ILAR-ovim kriterijima, tako da je 28 djece imalo ErA,
43 perzistentni oligoartritis, 45 RF negativni poliartritis,
a 21 dijete imalo je sistemski oblik JIA-a. Prije sakuplja-
nja uzoraka ni jedan od sudionika istrazivanja nije bio
lijecen lijekovima koji mijenjaju tijek bolesti (engl. disea-
se-modifying antirheumatic drug, skracenica DMARD)
ni bioloskim lijekovima. Takoder ni jedan od sudionika
nije imao postavljenu dijagnozu neke druge upalne bo-
lesti osim JIA-a. Analiza genskog izrazaja obavljena je
s pomoc¢u Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 ¢ipa, a poka-
zala je da postoji razlika u izrazaju 5671 gena. U bole-
snika s ErA-om 148 gena pokazalo je razliku u izrazaju,
u bolesnika s perzistentnim oligartritisom 703, u bole-
snika s RF negativnim poliartritisom 608, a u bolesni-
ka sa sistemskim oblikom bolesti 4643 gena. Samo 6 ge-
na pokazalo je razliku u izrazaju u svim oblicima bole-
sti (APPBP2, ZNF230, ZND451, C150rf17, Cl4orf012,
MMD). U 14 bolesnika sa sistemskim oblikom bolesti i
15 zdravih kontrola provedena je potvrda dobivenih re-
zultata s pomocu RT-PCR-a. Cetiri gena za koja je Ge-
neChip analiza pokazala da imaju vecu zastupljenost u
bolesnika sa sistemskim oblikom bolesti (haptoglobin,
IL-10, MS4A4A i SOCS-3) i ovom metodom pokazala
su sli¢an izrazaj. Analiza svih gena koji su pokazali ra-
zliku u izrazaju, uz pomo¢ Ingenuity Pathway Analysis
programa, otkrila je da ti geni sudjeluju u 46 puteva ko-
ji su primarno povezani s imunoloskim i upalnim od-
govorom. Analiza grupa gena pokazala je smanjen izra-
zaj gena za hemoglobin o (HBA1/A2iHBA2) i3 (HBB)
u bolesnika s ErA-om. To je otkrice bilo neocekivano,
s obzirom na to da su bolesnici s AS-om i drugim obli-
cima SpA-a rijetko anemicni (42). Medutim, jedan od



uzroka smanjenog izrazaja ovih gena mogao bi biti od-
govor 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 (43). Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su da postoje jasne razlike u
izrazaju gena povezanih s imunoloskim i upalnim od-
govorom u PBMC-u bolesnika s JIA-om. Prilikom oda-
bira bolesnika s ErA-om koristeni su ILAR-ovi kriteriji,
no i u ovom istrazivanju glavni naglasak bio je na anali-
zi gena povezanih s drugim oblicima JIA-a, a ErA sku-
pina bolesnika bila je heterogena.

Naposljetku, krajem 2012. objavljeno je istrazivanje u ko-
jem su sudjelovali samo bolesnici s postavljenom dija-
gnozom ErA-a prema ILAR-ovim kriterijima (44). RNA
je izolirana iz PBMC-a 20 bolesnika s ErA-om i 8 odgo-
varajucih zdravih kontrola te iz SFMC-a 10 bolesnika s
ErA-om. Analiza genskog izrazaja u¢injena je na Illumina
Human WG-6_v3_BeadChip plo¢icama u 17 bolesnika
s ErA-om i 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 bolesni-
cima. Uz odabrana svojstva (omjer izrazaja >2, p <0,05)
nije opazena razlika u izrazaju gena izmedu PBMC-a bo-
lesnika s ErA-om i zdravih kontrola, dok je u usporedbi
s SFMC-om bolesnika s ErA-om 216 gena imalo pove-
¢an izrazaj, a 131 gen imao je smanjen izrazaj. Daljnja
analiza s pomoc¢u GeneSpring GX programa pokaza-
la je da 182 od tih gena sudjeluju u 13 razli¢itih puteva,
no ni jedan od puteva nije pokazao statisticki vaznu ra-
zliku u regulaciji (p < 0,05). Iz liste navedenih gena oda-
brani su geni za potvrdu RT-PCR-om. Ustanovljeno je
da geni Granzyme H, KLRF1, NKG7, KIR3DL3, CD244,
CCR?7,CD248 i FAIM3 imaju smanjen izrazaj u PBMC-
u u usporedbi s SFMC-om, dok su geni CD1c i CD1d

Zakljucak

imali povecan izrazaj. Za topivi CD163 (sCD163) uci-
njena je ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent
assay) 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 znatno vec¢a nego
u plazmi istih bolesnika. Ovo je prvo istrazivanje koje
je pokazalo da u SEFMC-u bolesnika s postavljenom di-
jagnozom ErA-a postoji razlicit izrazaj gena u odnosu
na PBMC istih bolesnika. Vecina gena koja je pokazala
razliku u izrazaju povezana je s imunoloskim sustavom,
tako da su u SFMC-u povecan izrazaj imali geni poveza-
ni s predoc¢avanjem antigena, ¢iS¢enjem (engl. scaven-
ger function), kemotaksijom i proteazama, a geni uklju-
¢eni u funkciju NK stanica, adheziju stanica i inhibici-
ju apoptoze pokazali su smanjen izrazaj. Nadalje, pove-
¢an izrazaj CD163 gena u SEFMC-u i povec¢ana koncen-
tracija sCD163 u sinovijalnoj tekuéini upucuje na to da
bi ovaj gen i njegov produkt, za koji se prije pokazalo da
ima protuupalni u¢inak, mogli imati vaznu ulogu u ra-
zvoju bolesti. Zanimljivo je da u ovom istrazivanju nije
otkrivena znatna razlika u izrazaju gena u PBMC-u bo-
lesnika i zdravih kontrola. To bi djelomi¢no moglo biti
prouzro¢eno metodama koristenim u istrazivanju (izo-
lacija RNA, plocice), a djelomic¢no i odabranim granic-
nim vrijednostima (omjer izrazaja >2). Osim navedeno-
ga, u nedostatke istrazivanja moze se ubrojiti i heteroge-
nost bolesnika te ¢injenica da su neki bolesnici bili lije-
¢eni 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 proce-
si vazni za patogenezu bolesti.

Metode visoke propusnosti omogucile su povezivanje ge-
notipa i fenotipa mnogih kroni¢nih bolesti, pa tako i bo-
lesti iz skupine spondiloartritisa. Uz otprije poznatu po-
vezanost HLA-B27 i B7 genotipa s bolestima iz ove sku-
pine, novija istrazivanja pokazala su da u razvoju bolesti
vaznu ulogu imaju i razli¢iti geni izvan HLA-sustava. S
obzirom na to da je poredak nukleotida u genomu samo
jedan od ¢imbenika razvoja bolesti, istrazivanja su danas
sve viSe usmjerena i na ostale unutra$nje ¢cimbenike ko-
ji utje¢u na stvaranje fenotipskih obiljezja. Tako je do da-
nas provedeno nekoliko istrazivanja u kojima je ispitivan
transkriptom bolesnika sa SpA-om. Zanimljivo je daniu
jednom od provedenih istrazivanja nisu dobiveni isti re-

Izjava o sukobu interesa

zultati, $to bi moglo biti prouzroceno heterogeno$c¢u bo-
lesnika koji su sudjelovali u istrazivanjima, ali i ¢injeni-
com da su rezultati analize genskoga izrazaja ovisni o sta-
nicama iz kojih se analizira RNA, o ¢ipovima na kojima
se provodi analiza te o bioinformatickim programima ko-
jima se provodi analiza rezultata dobivenih na ¢ipu. Na
kraju mozemo zakljuciti da na razvoj bolesti iz ove sku-
pine utje¢e mnostvo razli¢itih gena, medu kojima se oso-
bito isti¢u geni koji kodiraju HLA-B27 i B7 antigene, ali
i geni koji sudjeluju u procesuiranju antigena te geni ko-
ji kodiraju razlicite citokine, zbog cega bolesti iz ove sku-
pine predstavljaju poligenske bolesti u kojima sudjeluju i
autoinflamatorni i autoimunosni mehanizmi.

Autori izjavljuju da nisu u sukobu interesa.
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